N

N

Approche méthodologique et expérimentale des études
d’associations pangénomiques des facteurs de risque des
pathologies cardiovasculaires
Ndeye Coumba Ndiaye

» To cite this version:

Ndeye Coumba Ndiaye. Approche méthodologique et expérimentale des études d’associations
pangénomiques des facteurs de risque des pathologies cardiovasculaires. Médecine humaine et patholo-
gie. Université Henri Poincaré - Nancy 1, 2010. Frangais. NNT: 2010NAN10134 . tel-01746397

HAL Id: tel-01746397
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01746397
Submitted on 29 Mar 2018

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01746397
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
DE LORRAINE

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de I'ensemble de Ila
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de réeférencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite penale.

Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm




Nancy-Universite f

\Universite’ )aUI
Henri Poincaré rlalne
universite - metz

Ecole Doctorale BioSE (Biologie — Santé — Environnement)

THESE

Présentée et soutenue publiquement pour obtenir le titre de

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE HENRI POINCARE

Mention : ‘Sciences de la Vie et de la Santé’
par Ndeye Coumba NDIAYE

APPROCHES METHODOLOGIQUES DES ETUDES D’ASSOCIATIONS
PANGENOMIQUES DES FACTEURS DE RISQUE DES PATHOLOGIES
CARDIOVASCULAIRES

le 20 Décembre 2010

MEMBRES DU JURY :

Rapporteurs Monsieur Steve E. Humphries Professeur, Centre for Cardiovascular Genetics Royal Free
University College London Medical School
(Londres, Angleterre)
Monsieur David A. Tregouet DR2 INSERM, INSERM UMR S 525 (D.A.T.)
Université Pierre et Marie Curie (Paris, France)
Examinateurs = Madame Sophie Visvikis-Siest DR2 INSERM, EA4373 ‘Génétique Cardiovasculaire’
Faculté de Pharmacie (Nancy, France)
Directeur de thése
Madame Eliane Albuisson Professeur, EA4373 ‘Génétique Cardiovasculaire’
Faculté de Pharmacie (Nancy, France)
Co-directeur de thése

Madame Sudha Seshadri Professeur, Boston University School of Medicine
(Framingham, USA)
Monsieur Jean-Louis Guéant Professeur, INSERM U954

Exposition aux Risques génétiques et environnementaux
Faculté de Médecine (Nancy, France)

Membre invité Madame Nathalie Thilly Département d’Epidémiologie Clinique et d’Evaluation
CEC-CIE6 INSERM, EA 4360
Faculté de Médecine (Nancy, France)

EA4373 ‘Génétique Cardiovasculaire’ — Université Henri Poincaré — Nancy | — Faculté de Pharmacie






Il faut travailler, sinon par godt, au moins par désespoir,
puisse que, tout bien vérifié, travailler est moins ennuyeux que s'amuser

Charles Baudelaire, Journaux intimes

Do or do not, ... there is no try

Master Yoda

A ma Trinité : Aissatou, Mandiogou, Cheikh.

Tchi barké Mame Bathie ak Mame Cheikh.






Remerciements

a Madame le Docteur Sophie Visvikis-Siest, pour la confiance que vous

m’avez témoignée deés le début de notre collaboration il y a de cela quatre ans et pour avoir
accepté de diriger ma these. Votre soutien indéfectible, votre aide précieuse sur le plan
scientifique, et vos grandes qualités humaines se sont avérés déterminants dans la
réalisation de nos projets. C’'est avec votre accompagnement constant tout au long de ces
trois années de these que jai pu m’initier a des méthodologies qui me passionnent
aujourd’hui.

A nos collaborations futures...

d Madame le Professeur Eliane Albuisson, pour m’avoir encadré a I'occasion

de mon Initiation a la Recherche et pour avoir accepté de co-encadrer ma these. Merci de

I'intérét constant que vous avez porté a mes travaux.

aux membres de mon jury, Madame le Professeur Sudha Seshadri, Madame
le Docteur Nathalie Thilly, Monsieur le Professeur Steve E. Humphries,
Monsieur le Professeur Jean-Louis Guéant, et Monsieur le Docteur David A.

Tregouet, je souhaiterai exprimer ma plus sincére reconnaissance. Vous m’honorez en

acceptant de juger mes travaux.



a Monsieur le Professeur Philippe Froguel, pour m’avoir donné I'opportunité

de collaborer avec votre équipe dans la réalisation de ce projet qui me tient a coeur.

a Monsieur le Docteur David Meyre, pour votre accueil, votre ouverture

d’esprit et le sens de I’"humour que nous partageons.

a Monsieur le Professeur Gérard Siest, pour vous étre constamment intéressé

a mon travail et m’avoir permis d’élargir mes connaissances.

a I'INSERM et a la Région Loraine, pour m’avoir alloué une bourse de thése de

3 ans; ce qui m’a permis de mener ce projet avec sérénité.

Je souhaiterai également remercier toutes les personnes avec lesquelles j'ai vivement
collaboré tout au long de ce projet: le Docteur Rosa-Maria Guéant-Rodriguez, Cécile
Lecoeur, le Docteur Nabila-Bouatia-Naji, le Professeur Georges Dedoussis, le Docteur

Stéphanie Debette et le Docteur Ming Hue Chen.

Ainsi que tous les membres de I'EA4373 ‘Génétique Cardiovasculaire’ présents et passés,
pour les échanges scientifigues et humains: Anastasia, Bérangere, Bernard, Brigitte,
Christine, Daniel, Elise, Hermine, Hind, Michéle, Mohsen, Patricia, Rania, Said, Sandy et Shu-

Min.

Et a tous ceux que j'aurais oublié, milles excuses et milles mercis.

Enfin, je tiens a conclure ces remerciements avec mes proches qui m’ont

soutenue [et supportée dans tous les sens du terme] .. et qui se

reconnaitront.






RESUME

Les affections cardiovasculaires sont des pathologies complexes résultant des relations et interconnexions d’un grand
nombre de facteurs de risque génétiques, constitutionnels et environnementaux. Si I'étiologie génétique de ces affections a
largement été étudiée ces dernieres années, de nombreuses zones d’ombre persistent. En effet, les variants fonctionnels a
I'origine de la large I'héritabilité génétique des facteurs de risque cardiovasculaire et les mécanismes d’interactions gene-
geéne-environnement masquant ou modulant I'effet de la génétique restent encore a élucider. Le développement d’outils
plus performants que I'approche classique géne candidat et la mise en place d’études épidémiologiques axées sur des
populations pédiatriques dans lesquelles les interactions gene-environnement sont minimisées pourraient apporter une
information déterminante. C’est le postulat principal que nous avons poursuivi au cours de cette these.

Ce mémoire présente I'étude de la génétique de certains facteurs de risque des pathologies cardiovasculaires : les lipides, la
pression artérielle, I’'haptoglobine et le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF), avec comme outil de base,
une population de familles Frangaises supposées saines suivies pendant dix ans a I'occasion de trois examens de santé : la
cohorte STANISLAS.
Nous avons dans un premier temps quantifié I’héritabilité de ces facteurs de risque cardiovasculaire de fagon a souligner
I'intérét de les étudier dans des populations pédiatriques. Ainsi, nous avons mis en évidence la forte héritabilité génétique
des traits lipidiques (44% pour le cholestérol total et 32,8% pour le HDL-cholestérol ; p<0,001) ; et de I'haptoglobine (35,3%,
p<0,001) dans la cohorte STANISLAS. Nous avons également constaté une absence d’héritabilité génétique de la pression
artérielle, résultat contradictoire avec une étude antérieure que notre équipe a mené sur la méme population.
Aprés avoir décrit I'influence des facteurs de risque cardiovasculaire des parents STANISLAS sur les phénotypes de leurs
enfants, nous avons réalisé un Genome-Wide Scan (GWS) sur un échantillon de 631 enfants non apparentés issus de la
cohorte STANISLAS de fagon a mener des études d’association pangénomique ou Genome-Wide Association Studies
(GWAS) selon deux approches distinctes :
- Une approche exploratoire destinée a rechercher des variants génétiques associés a un facteur de risque émergent des
pathologies cardiovasculaires : I'haptoglobine ;
- Et une approche réplicative chez I'enfant axée sur des facteurs de risque largement étudiés par la communauté
scientifique : les lipides et |la pression artérielle.
Les études pangénomiques nécessitant des réplications dans de larges populations indépendantes, nous avons intégré a
cette occasion des Consortia Internationaux nous donnant acces a prés de 9 000 enfants appartenant a quatre cohortes
pédiatriques (OBE, NFBC86, GENDAI et Verona) ainsi qu’a plus de 13 300 adultes provenant de trois cohortes distinctes
(DESIR, Framingham et PIVUS).
Nous avons ainsi pu démontrer que certaines associations génétiques mises en évidence chez I'adulte avaient un effet
observable dés I'enfance et avons découvert 11 variants génétiques inédits, dont 6 non répliqués chez les adultes :
rs12591800, rs4918082, rs2607919, rs933193, rs724815 et rs314672.
Dans le cas de I’haptoglobine, marqueur récemment proposé en prévention cardiovasculaire, nous avons découvert et
répliqué un variant expliquant 42% de I’héritabilité génétique globale: le rs2000999 (pméta_ana|y5e=8,1><10'59). Ce variant a été
trés récemment associé au cholestérol total et au LDL-cholestérol; association que nous avons répliqué dans nos
populations pédiatriques (Pcholestérol total=0,002, ppi=0,0008). Ainsi, nous avons proposé un biomarqueur liant I'inflammation
au risque cardiovasculaire et agissant dés I’enfance.
Les discordances que nous avions précédemment constaté en ce qui concerne I’héritabilité de la pression artérielle nous
ont mené a expérimenter l'influence d’un facteur tiers : 'obésité, sur I'effet des variants associés a ce trait et ceci nous a
permis de mieux souligner 'importance de la prise en compte des facteurs d’environnement.
Ce cheminement faisant, nous avons pu discuter des outils bioinformatiques, biostatistiques et méthodologiques
mangquants encore aujourd’hui a I'approche pangénomique. Nous avons également traité de I’opportunité de 'utilisation de
clusters génétiques en prévention et des interactions géne-geéne, problématique classique de I'épidémiologie génétique, en
nous appuyant sur I'approche géne-candidat étant donné le manque de méthodologie adéquate dans les études
pangénomiques.
Une autre lacune de ces études est le fait qu’elles se limitent généralement a l'identification de variants inédits sans
investiguer leurs éventuelles fonctionnalités. Ainsi, nous avons démontré l|'intérét de l'intégration d’une approche
transcriptomique aux résultats pangénomiques du VEGF, molécule dont la variabilité interindividuelle est pour plus de la
moitié sous controle génétique (60,6%). Nous avons pu mettre en évidence quatre variants génétiques originaux
indépendamment associés au VEGF : rs6921438 (p=6,11x10""), rs4416670 (p=1,47x10"), rs6993770 (p=2,50x10™°) et
rs10738760 (p=1,96x10’34) et permettant d’expliquer 48% de I'héritabilité génétique de ce trait. Parmi eux, la fonctionnalité
du SNP rs6993770 a pu étre démontrée par une approche transcriptomique.

En conclusion, lors de notre thése, nous avons eu a la fois une démarche épidémiologique et une démarche de
proposition de designs intégrés permettant de mener plus avant les investigations sur I'étiologie génétique des
pathologies cardiovasculaires.



ABSTRACT

Complex synergies of genetic, constitutional and environmental risk factors are at the origin of cardiovascular
pathologies. Their genetic etiology has been extensively investigated these last decades but many questions
remain. Indeed, functional variants explaining the large genetic heritability of cardiovascular risk factors and
gene-gene-environment interactions hiding or modulating genetics underpinning cardiovascular
physiopathology still have to be elucidated. Above the classic candidate gene approach, developing more
efficient tools and designing epidemiologic studies focused on pediatric populations in which gene-
environment interactions are minimized could be determinant. This is the major postulate followed during our
thesis.

Herein we describe our study of the genetics of several cardiovascular risk factors: lipids, blood pressure,
haptoglobin and vascular endothelial growth factor (VEGF), on a French family cohort of supposedly healthy
subjects followed during ten years: the STANISLAS Family Study.
In a first step, we assessed the heritability of these cardiovascular risk factors and stressed the interest of
studying them in pediatric populations. We highlighted the large genetic heritability of lipid traits (44% for total
cholesterol and 32.8% for HDL-cholesterol; p<0.001); and haptoglobin (35.3%, p<0.001) in the STANISLAS
cohort. In contradiction with previous studies of our team performed on the same population, we did not
observe any significant genetic heritability for blood pressure.
After describing the parental influence of cardiovascular risk factors in the children of the STANISLAS cohort,
we performed a Genome-Wide Scan (GWS) on a subsample of 631 unrelated children selected in the
STANISLAS cohort and followed two approaches of Genome-Wide Association Studies (GWAS) focused on
pediatric populations:
- An exploratory approach seeking for genetic variants associated to an emerging cardiovascular risk factor:
haptoglobin;
- And a replication approach focused on widely studied risk factors: lipids and blood pressure.
Since replications in large independent populations are needed in GWAS, we integrated International Consortia
giving us access to almost 9,000 children from four pediatric cohorts (OBE, NFBC86, GENDAI and Verona) and
13,300 adults from three different cohorts (DESIR, Framingham and PIVUS).
We demonstrated that genetic associations highlighted in adults were observable in childhood and found 11
novel genetic variants associated to lipid traits and among which 6 were not replicated in adults: rs12591800,
rs4918082, rs2607919, rs933193, rs724815 and rs314672.
Concerning haptoglobin, a recently proposed cardiovascular risk marker, we discovered and replicated a
variant explaining 42% of its genetic heritability: rs2000999 (Pmeta-analysis = 8.1x10°). This variant was recently
associated to total and LDL-cholesterol; an association we replicated in our pediatric populations (Piotal cholesterol
= 0.002, p,p. = 0.0008). SNP rs2000999 thus present a putative link between inflammation and cardiovascular
risk beginning in childhood.
The discrepancies previously observed in the heritability assessment of blood pressure led us to evaluate the
effect of obesity on variants associated with this trait. We thus stressed the importance of taking into account
environmental factors.
This journey gave us the opportunity to address the tools missing in bioinformatics, biostatistics and
methodologies used in GWAS approaches. We also discussed the opportunity of using genetic clusters in
prevention strategies and gene-gene interactions, a classic problematic of genetic epidemiology, using a
candidate gene approach since there is no such methodology available in GWAS yet.
Another major gap was the fact that GWAS generally identify novel variants without seeking for their eventual
functionality. We thus demonstrated the interest to integrate transciptomic approaches to GWAS using VEGF, a
molecule having more than the half of its interindividual variability under genetic control (60.6%). We
highlighted four novel genetic variants having an effect on VEGF: rs6921438 (p = 6.11x10°%), rs4416670 (p =
1.47x10™"%), rs6993770 (p = 2.50x10™'°) and rs10738760 (p = 1.96x10™*) and explaining 48% of its genetic
heritability. Among them, we demonstrated the functionality of rs6993770 using a transcriptomic approach.

In summary, during our thesis, we followed an epidemiologic approach and proposed integrated designs in
order to upgrade the investigations on genetic epidemiology of cardiovascular diseases.



Liste des abréviations

A2l Agence d'innovation industrielle

ABCA1l ATP-binding cassette transporter

ABCG1 ATP-binding cassette sub-family G member 1

ADN Acide desoxyribonucléique

AHA American Heart Association

AHR Aryl hydrocarbon receptor

ALT Alanine aminotransférase

AMORIS Apolipoprotein Mortality RISk study

ANAES Agence nationale d'accréditation et d'évaluation en santé

ANOVA Analyse de variance

ApoA-| Apolipoprotéine A-I

ApoB Apolipoprotéine B

ApoC-lll Apolipoprotéine C-llI

ApoE Apolipoprotéine E

ARN Acide ribonucléique

AST Aspartate aminotransférase

AVC Accident vasculaire cérébral

B12 Vitamine B12 / cobalamine

B6 Vitamine B6 / pyroxidine

BSA Sérum albumine bovine

CBS Cystathionine B-synthase

CCPPRB Comité Consultatif de Protection des Personnes dans la Recherche
Biomédicale

CépiDC Centre d'épidémiologie sur les causes médicales de déces

CETP Protéine de transfert du cholestérol estérifié

CHARGE Cohorts for Heart and Aging Research in Genomic Epidemiology

CIM Classification internationale des maladies

CMP Centre de médecine préventive

CNIL Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés

CNRS Centre national de la recherche scientifique

CPAM Caisse primaire d'assurance maladie

CRB Centre de ressources biologiques

CRP Protéine C-réactive

cv Coefficient de variation

DESIR Data from an Epidemiological Study on the Insulin Resistance syndrome

EDTA Ethylenediaminetetraacetic

EGF Epidermal growth factor

EGIR European Group for the Study of Insulin Resistance

EIM Epaisseur intima-média

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EPIC European Prospective Investigation of Cancer

EUA Excrétion urinaire d’albumine




EUROSPAN
FGF
FHS
FTO
FVII
G2h
GAJ
GENDAI
GGT
GWAS
GWS
HAS
HDL-C
HHP
HP
HPR
HTA
HWE
IA)
ICAM-|
IDF
IGE-PCV
IL-6
IL-8
IMC
INSERM
LCAT
LD
LDL-C
MA
MAF
MCP-1
MCV
MONICA
MTHFR
NCETP-ATPIII
NFBC86
OLA
oMs
PAD
PAI-1
PAL
PAS
PCR

European Special Populations Research Network
Fibroblast Growth Factor
Framingham heart study

Fat mass and obesity associated gene
Facteur VII

Glycémie deux heures apres charge glucosée
Glycémie a jeun

GeNe and Diet Attica Investigation
Gamma-glutamyltransférase
Genome-wide association study
Genome-wide scan

Haute autorité de santé

High-density lipoprotein cholesterol
Honolulu Heart Program

Haptoglobin gene

Haptoglobin related protein gene
hypertension

Equilibre de Hardy Weinberg
Isulinémie a jeun

Intercellular adhesion molecule-I
International Diabetes Federation

Interactions gene-environnement en physiopathologies cardiovasculaires

Interleukine-6

Interleukine-8

Indice de masse corporelle

Institut national de la santé et de la recherche médicale
Lécithine cholestérol acyl transférase

Déséquilibre de liaison

Low-density lipoprotein cholesterol

Méta-analyse

Fréquence de l'alleéle mineur

Monocyte chemotactic protein-1

Maladies cardiovasculaires

MONItoring trends and determinants in CArdiovascular disease
Methylenetetrahydrofolate reductase

National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel lll
Northern Finland 1986 Birth Cohort

Oligonucleotide Ligation Assay

Organisation mondiale de la santé

Pression artérielle diastolique

Inhibiteur de I'activateur du plasminogene
Phosphatase alcaline

Pression artérielle systolique

Polymerase chain reaction



PIVUS
PP

PRI

RCVA

ROS

SAH

SAM

SM

SNP

SR-B1
STANISLAS

TE
TG
TNFa
UMR
VEGF
VIH

Prospective Investigation of the Vasculature in Upssala Seniors
Pression pulsée

Protéines de la Réaction Inflammatoire

Risque cardiovasculaire absolu

Especes d'oxygene réactives

S-adenosyl-I-homocysteine

S-adenosyl methionine

Syndrome métabolique

Single nucleotide polymorphism

Sterol regulatory-binding protein

Suivi Temporaire Annuel Non Invasif de la Santé des Lorrains Assurés
Sociaux

Tris-EDTA

Triglycérides

Tunor necrosis factor-a

Unité mixte de recherche

Facteur de croissance de I'endothélium vasculaire

Virus de l'immunodéficience humaine



TABLE DES MATIERES

Liste des tableaux

Liste des figures

AVANT-PROPOS

LISTE DES PUBLICATIONS DE THESE
CHAPITRE 1 — HYPOTHESES ET OBJECTIFS

CHAPITRE 2 — SITUATION DU SUJET
1. Epidémiologie des maladies cardiovasculaires
2. Physiopathologie des maladies cardiovasculaires
2.1. Les facteurs de risque classiques des maladies cardiovasculaires
2.1.1.l’age et le sexe
2.1.2.Les antécédents familiaux
2.1.3.Le Tabagisme
2.1.4.'hypertension artérielle
2.1.5.Les dyslipidémies
Le cholestérol total et le LDL-cholestérol
Le HDL-cholestérol
Les triglycérides
2.1.6.Le diabete
2.1.7.'obésité
2.1.8.Les facteurs nutritionnels
2.1.9.La sédentarité
2.1.10. Le syndrome métabolique
2.2. Les facteurs de risque émergents des maladies cardiovasculaires
2.2.1.l’hyperhomocystéinémie
2.2.2.Les facteurs psychosociaux et environnementaux
2.2.3.Les facteurs thrombogéniques
2.2.4.Les marqueurs de I'inflammation
2.2.5.Les molécules d’adhésion
2.3. La composante génétique des maladies cardiovasculaires

CHAPITRE 3 — POPULATIONS ET METHODES
1. Populations
1.1. La cohorte STANISLAS
1.1.1.Questionnaire alimentaire et de mode de vie
1.1.2.Données cliniques et anthropométriques
1.1.3.Impédance bioélectrique
1.1.4.Dosages biologiques
1.1.5.Les données génétiques
La technique Multiplex en collaboration avec Roche Molecular Systems
Le typage pangénomique ou genome-wide scan

Le typage spécifique des variants génétiques issus de la phase initiale de

genome-wide association study en vue des analyses de réplication
1.1.6.Les données transcriptomiques
1.2. La population OBE

10

13

17
18
20
22
22
23
23
24
25
25
25
27
27
28
29
30
31
34
34
35
36
36
39
41

46
47
47
48
49
49
50
52
52
53
54

56
57



2.

1.3. La Northern Finland 1986 Birth Cohort (NFBC86)

1.4. La GeNe Diet Attica Investigation (GENDAI)

1.5. La cohorte VERONA

1.6. La cohorte Data from an Epidemiological Study on the Insulin Resistance syndrome
(DESIR)

1.7. La cohorte FRAMINGHAM

1.8. La Prospective Investigation of the Vasculature in Upssala Seniors (PIVUS) study

Analyses statistiques

2.1. Test de I'équilibre de Hardy-Weinberg

2.2. Déséquilibre de laison

2.3. Test d’ajustement : loi de distribution des variables

2.4. Statistiques descriptives

2.5. Etudes d’association

2.6. Corrélations familiales

CHAPITRE 4 — RESULTATS ET DISCUSSION

1.

Etude de I'effet précoce de I'héritabilité génétique des facteurs de risque des pathologies

cardiovasculaires dans la cohorte STANISLAS

1.1. L’héritabilité des traits lipidiques, de la pression artérielle, de I'haptoglobine et du
facteur de croissance de I'endothélium vasculaire dans la Cohorte STANISLAS

1.2. Etude exploratoire de I'effet phénotypique de I’héritabilité des facteurs de risque des
maladies cardiovasculaire chez les enfants de la Cohorte STANISLAS

Etude d’associations pangénomiques de facteurs de risque des maladies cardiovasculaire

dans des populations pédiatriques : I’haptoglobine, la pression artérielle et les lipides

2.1. Genome-Wide Association Study de I'Haptoglobine dans des populations pédiatriques

2.2. Genome-Wide Association Study de la pression artérielle dans des populations
pédiatriques. Effet de I'obésité

2.3. Genome-Wide Association Study de traits lipidiques dans des populations
pédiatriques. Identification de variants inédits

Identification de profils génétiques chez les sujets supposés sains de la cohorte STANISLAS :

répercussions phénotypiques

Quels sont les challenges méthodologiques qu’attendent les GWAS ?

4.1. Approche épistasique de la variabilité génétique de la pression artérielle

4.2. Etude d’association pangénomique du VEGF et identification des variants responsable
de sa forte héritabilité génétique. Vers une approche intégrée en transcriptomique

CHAPITRE 5 — CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

PUBLICATIONS

57
57
58
58

58
59
59
59
61
61
61
61
62

64
64

65

73

80

82
86

92

94

100

102

105

112

119

132



Liste des tableaux

Tableau 1 : Mortalité par maladies de I'appareil circulatoire (CIM10) en France en 2008
Tableau 2: Surmortalité masculine par maladies de I'appareil circulatoire (CIM10) en
France

Tableau 3 : Classification de I'indice de masse corporelle

Tableau 4 : Classification du tour de taille

Tableau 5 : Définitions du syndrome métabolique

Tableau 6 : Estimation de I'héritabilité des accidents vasculaires cérébraux, des affections
coronariennes et des principaux facteurs de risque cardiovasculaire

Tableau 7 : Caractéristiques basales des 2 471 sujets inclus dans |'étude transversale -
Données issues de la cohorte STANISLAS a t, : 1994-1995

Tableau 8 : Evolution des caractéristiques des 1 208 sujets inclus dans |'étude longitudinale
- Données issues de la cohorte STANISLAS a t; (1994-1995) et t5 (1999-2000)

Tableau 9 : Composante de variance dans les 667 familles inclues a I'étude transversale et
des 353 familles inclues dans I'étude longitudinale

Tableau 10 : Caractéristiques phénotypiques des familles étudiées et variations au cours
des examens de santé

Tableau 11 : Phases de mise en évidence et réplication de I'association du rs2000999 avec
le taux d’haptoglobine dans les populations pédiatriques

Tableau 12 : Estimation de I’héritabilité de I’haptoglobine dans la cohorte STANISLAS —
composante de variance de Fisher

Tableau 13 : Etude de réplication chez les enfants minces et obéses

Tableau 14 : Evaluation clinique et mesures biologiques au sein des clusters au premier
examen de santé (ty)

Tableau 15 : Evaluation clinique et mesures biologiques au sein des clusters au second
examen de santé (ts)

Tableau 16 : Caractéristiques phénotypiques de la population étudiée

Tableau 17 : SNPs ‘genome-wide significants’ a la suite de la réplication

Tableau 18 : Corrélations significatives entre les variants génotypés dans la cohorte

STANISLAS et les transcripts VEGF

19
22
28
29
33
42

68

70

72

76

84

85

88
96

98

104

108
110



Liste des figures

Figure 1: Evolution par sexe des taux de décés par maladies de I'appareil circulatoire
(CIM10) standardisés par age en France

Figure 2 : Transport reverse du cholestérol et autres propriétés du HDL-cholestérol

Figure 3 : Physiopatholgie du Syndrome Métabolique

Figure 4 : Métabolisme de 'homocystéine

Figure 5 : Profils de variation de concentration plasmatique des protéines de la phase aigué
de l'inflammation a la suite d’un stimulus modéré

Figure 6 : Stades d’évolution de la plaque d’athérosclérose. De la strie lipidique a la rupture
de plaque

Figure 7 : Variants du VEGF. Description de l'utilisation des exons dans les différents
variants du VEGF, et de la fonction des séquences qu’ils codent

Figure 8: Modele d’interactions géne-géne-environnement impliquées dans Ia
physiopathologie des maladies cardiovasculaires

Figure 9 : Phases de recrutement de la cohorte STANISLAS

Figure 10 : Modalités du typage pangénomique utilisant la puce lllumina Human CNV370-
Duo

Figure 11 : Design classique des Genome-wide association studies

Figure 12 : Groupes familiaux en fonction du niveau de risque des parents STANISLAS
Figure 13: Niveaux des facteurs de risque cardiovasculaire des enfants Stanislas en
fonction des groupes familiaux au premier examen de santé

Figure 14 : Niveaux des facteurs de risque cardiovasculaire des enfants Stanislas en
fonction des groupes familiaux au second examen de santé

Figure 15 : Signature des clusters génétiques identifiés

Figure 16 : organisation génomique du géne VEGF

Figure 17: Stratégie d’étude intégrative de [I'étiologie génétique des Maladies

Cardiovasculaires

18

26
32
34
37

38

40

41

47
54

55
74
78

79

95
106
115






AVANT-PROPOS



En 2030, les maladies cardiovasculaires (MCV) seront a I'origine de 23,56 millions de déces
et représenterons toujours la principale cause de mortalité au niveau mondial selon les
prévisions de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS).

De nombreuses études épidémiologiques ont été a I'origine d’une meilleure compréhension
de I'étiologie de ces pathologies complexes et a la mise en place de mesures préventives
basées sur la minimisation des facteurs de risque identifiés. Ainsi, sur le plan évolutif,
‘I'épidémie cardiovasculaire’ a régressé dans les pays industrialisés depuis le début des
années 1980 ... mais pour atteindre un plateau.

Cette inflexion de |'effet des mesures préventives est bien évidemment due aux limites de
I'efficacité des interventions mises en place, notamment a I'adhésion des populations cibles
(réponses aux campagnes de prévention visant le tabagisme, la consommation d’alcool, ...
etc.), mais surtout au fait que la communauté scientifique n’ait pas encore élucidé la totalité
des phénomeénes menant au développement des pathologies cardiovasculaires. Notamment
la génétique sous-jacente.

Le challenge de ces prochaines années est donc de ‘réinventer’ les techniques et
méthodologies d’épidémiologie génétique dont nous disposons.

Historiqguement, ces études épidémiologiques étaient basées sur une approche ‘géne
candidat’ définie selon une connaissance a priori de la physiopathologie de la maladie
d’intérét et la communauté scientifique s’est donc logiquement heurté aux limites de ses

propres connaissances. D’ou le plateau observé.

Avec I'avéenement des typages pangénomiques ou Genome-Wide Scan (GWS), une approche
s’affranchissant de I'hypotheése préalable a vu le jour et a permis de mettre en évidence des
cheminements physiopathologiques non soupconnés et par la méme occasion, des
biomarqueurs inédits. Les études d’associations pangénomiques ou Genome-Wide
Association Studies (GWAS) en sont encore a leurs préludes et n’intégrent pas encore les
techniques statistiques complexes qui permettraient, comme pour |'approche géne-
candidat, d’incorporer les interactions gene-géne (épistasie) et les interactions gene-
environnement. Elles ont néanmoins permis de révolutionner la connaissance étiologique

des MCV et des facteurs de risque associés.



L’équipe EA4373 ‘Génétique Cardiovasculaire’ dispose d’un outil permettant de mener a
bien ces investigations: la Cohorte STANISLAS regroupant a linclusion 1006 familles
nucléaires d’origine Lorraine depuis plus de deux générations. Ces familles, composées de
deux parents ayant au moins deux enfants, ont fait I'objet de trois bilans de santé a cing ans
d’intervalle au Centre de Médecine Préventive (CMP) de Vandoeuvre-lés-Nancy. Au cours de
ces bilans de santé, des données a la fois socio-économiques, biologiques et cliniques ont
été recueillies. Au total, 600 variables différentes ont été obtenues pour chaque participant
et des banques ADN / ARN / et lymphocytaires ont été constituées et conservées dans un
Centre de Ressources Biologiques (CRB) mis en place a cette occasion : le CRB Interactions

Genes-Environnement en Physiopathologies CardioVasculaires (IGE-PCV).

Cet outil nous a permis de mettre en place une stratégie d’étude de divers facteurs de risque
des MCV avec une approche pangénomique et de proposer des outils méthodologiques et
logistiques acquis tout au long de nos travaux de recherche.

La nécessité, dans le design de telles études, d’analyses confirmatoires dans des populations
indépendantes, a mené notre équipe a intégrer des Consortia Internationaux de facon a
avoir accés a de larges populations de réplication de nos résultats. Nous avons fait appel en
priorité a des populations pédiatriques afin de mieux explorer les interactions géne-
environnement du fait de la complexité de telles interactions et du manque de
standardisation de l'information concernant ces facteurs dans les populations adultes
existantes : les facteurs d’environnement ont un poids moindre chez I'enfant.

Parallélement, nous avons traité de questions importantes en épidémiologie génétique
comme l'utilité des clusters dans la classification des sujets a risque cardiovasculaire ainsi
qgue la nécessité d’intégrer la transcriptomique aux études pangénomiques de fagon a

déterminer la fonctionnalité éventuelle des variants génétiques mis en évidence.



Notez que lors de la rédaction de ce mémoire, nous avons choisi d’utiliser le ‘nous’ singulier.
Notre contribution effective dans chaque étude est signalée dans le chapitre ‘PUBLICATIONS’
a la fin de la page de résumé de chaque article.

En regle générale, nous avons participé a la conception des designs des études, a la veille
bibliographique et méthodologique, aux débriefings hebdomadaires fédérant I'ensemble des
équipes collaboratrices, aux analyses statistiques (en ayant préalablement suivi des
formations spécifiques pour les analyses pangénomiques), a la rédaction des articles, ainsi
gu’a leur suivi aprés soumission.

Nous avons également participé a la gestion des échantillons biologiques au sein du CRB IGE-

PCV : aliquotages et gestion de la tracabilité des échantillons biologiques.
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CHAPITRE 1 — HYPOTHESES ET OBJECTIFS
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Le développement des MCV est conditionné par des interrelations complexes existant entre
facteurs de risque génétiques, constitutionnels et environnementaux que les nombreuses
études d’épidémiologie étiologique ont permis d’élucider en partie. En partie seulement,
notamment en ce qui concerne I'épidémiologie génétique, car I'approche classique était
basée sur la présélection de variants génétiques impliqués dans des voies métaboliques
connues.

Or la physiopathologie des MCV empreinte également des voies méconnues que seul

I’'avénement des études pangénomiques ‘hypothesis free’ a permis d’entrevoir.

Ainsi, grace a cette révolution technologique, depuis 2007, de nombreux variants inédits
associés aux pathologies cardiovasculaires ou a leurs facteurs de risque ont été mis en
évidence et de nouvelles voies métaboliques identifiées. Néanmoins, des zones d’ombres
persistent, notamment I'effet cumulatif des variants identifiées qui reste pour le moment
trés en deca de I'héritabilité génétique estimée des facteurs de risque cardiovasculaire. Nous
pensons que ce fossé provient de carences dans l'information et la modélisation génétiques.
Coté modélisation, I’héritabilité manquante pourrait s’expliquer par des phénomeénes
épistasiques, c’est-a-dire d’interaction entre genes. En effet, leur influence n’est pas
simplement additive, ou dominante/récessive, mais aussi interactive et seule une approche
systémique par réseaux de genes permettra de I'évaluer. De plus, les interactions géne-
environnement ne sont pas encore intégrées aux approches pangénomiques alors qu’il est
établi que dans certains cas, la présence de génes parfaitement fonctionnels ne suffit pas a
I'émergence d’un trait chez [lindividu en [I'absence de certaines stimulations
environnementales. Enfin, la fonctionnalité de I'immense majorité des variants issus des

GWAS reste méconnue.
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Ainsi, dans cette these, nous avons émis I’hypothese que la compréhension des pathologies
multifactorielles par I'approche pangénomique est conditionnée par la nécessité de mettre
en ceuvre des designs intégrés permettant d’appréhender les ‘carences’ méthodologiques
gu’elle comporte. Notamment, I'étude de la fonctionnalité des variants inédits, des
phénomeénes épistasiques et des interactions geéne-environnement qu’il est difficile
d’appréhender dans le cadre d’études de réplication intégrant des populations d’horizons
divers et avec un recueil de l'information non standardisé. Pour ce dernier point, notre
postulat était de nous focaliser sur des populations pédiatriques olu les facteurs
d’environnement (tabagisme, consommation d’alcool, prise de la pilule, ... etc.) sont moins
importants pour la recherche de nouveaux variants de quatre voies métaboliques associées
au risque cardiovasculaire: les lipides, la pression artérielle, linflammation via

I’haptoglobine et I'adhésion via le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF).

Nous avons donc poursuivi quatre objectifs majeurs :

(1) Acquérir les compétences méthodologiques et logistiques que nécessite une approche
pangénomique.

(2) Mettre en évidence des variants inédits associés aux facteurs de risque des pathologies
cardiovasculaires précédemment cités.

(3) Appréhender les possibilités et limitations méthodologiques des études d’associations
pangénomiques dans le domaine du risque cardiovasculaire.

(4) Expérimenter une stratégie globale exploratoire intégrant I'étude des interactions gene-
gene et géne-environnement en nous basant sur des genes-candidats ainsi que sur la

recherche de fonctionnalité par la transcriptomique.
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CHAPITRE 2 - SITUATION DU SUJET
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1. Epidémiologie des maladies cardiovasculaires

Les MCV sont a l'origine de 17,1 millions décés chaque année dans le monde, ce qui
représente 29% de la mortalité globale selon les données de 'OMS et elles atteindrons 23,56
millions de déces au niveau mondial en 2030.

En France, malgré un ralentissement de la mortalité cardiovasculaire depuis ces trente
derniéres années (Figure 1), ces affections ont été a I'origine de plus de 146 000 décés en
2008 (53,5% de femmes) soit 27,5% de la totalité des déces toutes causes confondues
(Tableau 1) selon les données du ‘Centre d’Epidémiologie sur les causes médicales de Déces’

(CépiDC — INSERM, http://www.cepidc.vesinet.inserm.fr/).

Les MCV sont donc toujours une préoccupation majeure de santé publique, dont les
principales manifestations sont les cardiopathies ischémiques et les maladies

cérébrovasculaires. Elles représentaient respectivement 25,7 et 22% de déces en 2008.

Figure 1: Evolution par sexe des taux de décés par maladies de I'appareil circulatoire

(CIM10) standardisés par age en France
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Source : CépiDC — INSERM (http://www.cepidc.vesinet.inserm.fr/)
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Tableau 1 : Mortalité par maladies de I’appareil circulatoire (CIM10) en France en 2008

CC‘I’dMe Libellé Sexe | Total | <1 1-4 | 514 | 15-24 | 25-34 | 35-44 | 45-54 | 55-64 | 65-74 | 75-84 | 85-94 | 95+
Maladie de M | 67923 | 31 17 12 90 | 225 | 1010 | 2966 | 6284 | 10175 | 24402 | 19719 | 2992
100-199 | appareil F | 78204 | 28 19 20 53 135 | 414 | 1040 | 2014 | 4951 | 22233 | 35216 | 12081
circulatoire T |146127| 59 36 32 143 | 360 | 1424 | 4006 | 8298 | 15126 | 46635 | 54935 | 15073
M | 21348 | 2 0 0 6 45 389 | 1256 | 2534 | 3650 | 7581 | 5257 | 628
120 -125 Cardiopathies
schémiques F | 16178 | 1 3 1 9 84 | 243 | 440 | 1185 | 4896 | 7211 | 2104
T | 37526 | 3 3 1 54 | 473 | 1499 | 2974 | 4835 | 12477 | 12468 | 2732
20133 | M | 19279 | 13 11 10 48 89 263 | 686 | 1407 | 2242 | 6458 | 6726 | 1326
1133, | Autres F | 25719 | 17 12 10 20 38 83 224 | 516 | 1184 | 6289 | 12066 | 5260
139-152 | cardiopathies
T | 44998 | 30 23 20 68 127 | 346 | 910 | 1923 | 3426 | 12747 | 18792 | 6586
b M | 13452 | 5 4 1 24 52 177 | 500 | 1011 | 2069 | 5369 | 3756 | 484
160-169 | .oadies . F | 18729 | a4 2 6 10 46 133 | 310 | 516 | 1373 | 5920 | 8187 | 2222
cérébrovasculaires
T |32181] o9 6 7 34 98 310 | 810 | 1527 | 3442 | 11289 | 11943 | 2706
100-199 | Autres maladie de | M | 13844 | 11 2 1 12 39 181 | 524 | 1332 | 2214 | 4994 | 3980 | 554
ne Iappareil F | 17578 | 6 2 3 22 42 114 | 263 | 542 | 1209 | 5128 | 7752 | 2495
preced | circulatoire T | 31422 | 17 4 4 34 81 205 | 787 | 1874 | 3423 | 10122 | 11732 | 3049

Source : CépiDC — INSERM (http://www.cepidc.vesinet.inserm.fr/)
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2. Physiopathologie des maladies cardiovasculaires

Sous la terminologie de MCV, la littérature médicale fait référence a différentes pathologies
chroniques ou événements ayant en commun une physiopathologie liée a I'athérosclérose
infraclinique et responsable de mort prématurée : les maladies coronariennes, les accidents
vasculaires cérébraux (AVC), les pathologies vasculaires périphériques et l'insuffisance
cardiaque. Ces affections sont dites multifactorielles car elles sont la résultante de
I’association synergique de plusieurs facteurs de risque ‘se rapportant a des attributs,
caractéristiques ou expositions d’un individu, associés a une incidence accrue de |'affection’
(lien de causalité entre le facteur et la maladie). Ces facteurs de risque sont retenus en
fonction de différents criteres :

- La force de leur association avec la maladie exprimée par le risque relatif observé
chez les sujets exposés par rapport aux non exposés ;

— Le caractere graduel de cette association quand le risque de développer la maladie
augmente parallelement au niveau du facteur de risque ;

- La temporalité c'est-a-dire le fait que le facteur de risque précéde bien la maladie et
non l'inverse ;

- Le caractére universel de l'association vérifié par la cohérence entre différentes
études portant sur des populations différentes et des groupes vivant dans des
conditions différentes ;

- Lindépendance, c'est-a-dire la persistance de l'association entre le facteur et la
maladie méme lorsque sont pris en considération les effets d’autres facteurs de
risque dans le cadre d’une analyse multivariée ;

- Le caractere plausible de I'association vis-a-vis des résultats d’autres approches
(sciences fondamentales, expérimentations animales ou in vitro, études cliniques, ...
etc.);

- Et enfin la réversibilité quand la correction du facteur de risque permet de réduire
I'incidence de la maladie. Il s’agit l1a de I'argument le plus fort en termes de causalité

nécessitant la réalisation d’essais cliniques d’intervention pour étre affirmé.
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Classiquement, les recommandations identifient trois groupes de facteurs de risque
cardiovasculaire en fonction de leur degré d’imputabilité et de I'état actuel des
connaissances scientifiques [Agence nationale d'accréditation et d'évaluation en santé
(ANAES) Juin 2004. Méthodes d’évaluation du risque cardiovasculaire global. Service

Evaluation en Santé Publique ; Grundy et al®. 1999 ; Grundy et al®. 1999] :

- Les facteurs de risque majeurs qui ont un effet multiplicateur sur le risque
cardiovasculaire indépendamment des autres facteurs de risque ;

- Les facteurs de risque prédisposants qui ont un effet potentialiseur lorsqu’ils sont
associés aux facteurs de risque majeurs ;

- Et les facteurs de risque émergents (ou discutés) des MCV associés a un risque
augmenté mais dont le degré d’imputabilité et/ou le mécanisme d’action sont
méconnus a ce jour.

Ces facteurs de risque sont soit constitutionnels ou génétiques donc non modifiables, soit

environnementaux et donc modifiables.

Notez que le terme ‘marqueur de risque’ est préférable dans les cas ou le facteur est
fortement associé au risque de survenue de la MCV tout en n’ayant pas lI'un des critéres
précédemment cités. Notamment la séquence temporelle ou le caractére indépendant. Par
exemple, I'impact de I'obésité sur le risque coronarien est en bonne partie dépendant de son
impact propre sur I’hypertension artérielle (HTA), les dyslipidémies et le diabete.

Dans la pratique toutefois de tels marqueurs sont trés utiles pour identifier certains individus
particulierement a risque, car ils peuvent intégrer I'impact de plusieurs facteurs de risque. I
peut s’agir de parametres cliniques comme la pression pulsée (PP); ou de mesures para-
cliniques comme |’épaisseur intima-média (EIM) mesurée au niveau carotidien et qui prédit

le risque ultérieur d’événement cardiovasculaire.

21



2.1. Les facteurs de risque classiques des maladies cardiovasculaires

Les facteurs de risque classiques et donc validés des MCV sont I'age et le sexe, les

antécédents familiaux, le tabagisme, I'HTA, les dyslipidémies, le diabete, I'obésité, les

facteurs nutritionnels et la sédentarité.

2.1.1. L’age et le sexe

Il est bien établi que le risque cardiovasculaire augmente avec I'dage et que I'homme est

nettement plus exposé aux accidents cardiovasculaires que la femme en période d’activité

génitale. Cette disparité est d’ailleurs visible sur les courbes d’évolution des taux de déces

(Figure 1). Néanmoins, la surmortalité masculine est plus marquée avant 65 ans (Tableau 2),

avec des proportions quasiment inchangées depuis 30 ans ; puis le niveau de risque de la

femme rejoint trés progressivement celui de ’homme aprées la ménopause.

Tableau 2: Surmortalité masculine par maladies de I'appareil circulatoire (CIM10) en

France
Tous ages Moins de 65ans
période Masculin Féminin M/F* Masculin Féminin M/F*
1979-1981 587,6 417,8 1,4 91,1 30,1 3,0
1982-1984 577,9 403,6 1,4 95,3 30,7 3,1
1985-1987 524,3 368,4 1,4 94,7 29,8 3,2
1988-1990 435,2 309,5 1,4 79,4 25,2 3,2
1991-1993 439,4 309,0 1,4 71,6 23,0 3,1
1994-1996 425,4 294,6 1,4 65,2 20,6 3,2
1997-1999 349,6 234,8 1,5 60,8 19,3 3,2
2000-2002 330,8 221,0 1,5 52,6 16,7 3,1
2003-2005 325,1 225,1 1,4 44,0 14,1 3,1
2006-2008 272,2 179,0 1,5 41,1 13,4 3,1

Taux standardisés par age pour 100 000
Source : CépiDC — INSERM (http://www.cepidc.vesinet.inserm.fr/)
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Lors de ses recommandations en 2000, L’ANAES, devenue la Haute Autorité de Santé (HAS)
en 2004, proposait de considérer I'age comme un facteur de risque des MCV a partir de 45

ans chez I’lhomme et de 55 ans chez la femme.

2.1.2. Les antécédents familiaux

Il s’agit des accidents cardiovasculaires précoces survenus chez les parents du premier degré
(avant 55 ans chez ’lhomme et 65 ans chez la femme).

Il a été démontré, notamment par une étude prospective au sein de la cohorte Framingham
[Schildkraut et al. 1989], que la survenue d’un déces d’origine coronarienne chez un parent
augmentait de 30% le risque de maladie coronarienne chez ses enfants, hommes ou
femmes, avec une probabilité plus forte qu’elle s’installe avant 60 ans. Ce facteur de risque
est d’ailleurs I'un des composants des équations de calcul du risque cardiovasculaire absolu
(RCVA) [Anderson et al®. 1991 ; Anderson et al®. 1991].

Néanmoins, sa prise en compte comporte une certaine imprécision car I'age réel de
survenue de I'évenement cardiovasculaire est souvent difficile a déterminer par le sujet
investigué. De plus, cette prédisposition familiale englobe également les anomalies
métaboliques familiales (dyslipidémies, diabete, ... etc.) déja incluses dans les équations de

risque.

2.1.3. Le tabagisme

Avec de nombreux composants délétéres favorisant les complications de I'athérosclérose
[Pipe et al. 2010] et un effet d’autant plus élevé que le sujet est jeune [Gooding & Ferranti.
2010], le tabagisme est un facteur de risque cardiovasculaire modifiable exposant tout
particulierement au risque d’infarctus du myocarde et de mort subite : les gros fumeurs
inhalant la fumée voyaient leur risque de mort subite multiplié par 5 dans I'Etude
prospective parisienne [Jouven et al. 1999]. Il est également un facteur de risque majeur de

I’artériopathie oblitérante des membres inférieurs.
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Son caractere réversible est bien établi: en prévention primaire, le risque coronarien des
sujets en sevrage tabagique depuis 2 a 3 ans ne differe pas significativement de celui de
sujets n’ayant jamais fumé. En prévention secondaire le risque de récidive d’infarctus ou de
décés diminue de prés de 50% dés la premiere année pour rejoindre en quelques années le

risque de sujets n’ayant jamais fumé.

2.1.4. L'hypertension artérielle

Il n'existe pas de seuil de pression artérielle individualisé en dega duquel le risque
cardiovasculaire que constitue ce trait peut étre considéré comme nul.

Le role délétére de la pression artérielle diastolique (PAD) a été le premier a avoir été mis en
évidence mais c’est la pression artérielle systolique (PAS) qui a la signification pronostique la
plus impactante. Quant a la PP (PAS-PAD) elle traduit une altération de la compliance (ou

fonction d’amortissement) des gros vaisseaux.

L’HTA est également un composant permettant la détermination du RCVA [Anderson et al°.
1991 ; Anderson et al®. 1991] mais la pression artérielle est mesurée en clinique, au cabinet

du médecin, ce qui altere souvent sa signification pronostique.

Au niveau circulatoire, le processus d'artériosclérose, se traduisant par une atteinte
pathologique de la média au niveau des gros et des petits vaisseaux, est un phénomeéne
spécifiguement lié a I'HTA et au vieillissement a lI'inverse du processus d'athérosclérose,
dans lequel I'HTA n'intervient qu'en tant que facteur de risque.

Au niveau cardiaque, I'HTA favorise la formation de plaques athéromateuses au niveau des
gros troncs coronariens, générant ainsi une authentique insuffisance coronarienne
organique. Elle contribue également, en collaboration avec divers facteurs neurohormonaux,
a l'apparition d’'une hypertrophie ventriculaire gauche associant hypertrophie myocytaire et

expansion du tissu de soutien.
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Les traitements antihypertenseurs ont un effet direct sur la morbidité et la mortalité
cardiovasculaire en réduisant nettement le taux de survenue des AVC (de 30 a 40% suivant
les populations considérées) et des accidents coronariens (10 a 15 %). Ainsi, I'HAS [Prise en
charge des patients adultes atteints d’hypertension artérielle essentielle — Actualisation
2005] préconisait les objectifs tensionnels suivants :

- PAS/PAD < 140/90 mmHg chez I'adulte d’age moyen ;

- PAS <150 mmHg chez le sujet 4gé avec hypertension systolique ;

- PAS/PAD < 140/80 mm Hg chez le diabétique de type 2 ;

- PAS/PAD < 130/85 mm Hg chez I'insuffisant rénal sans protéinurie ;

- PAS/PAD < 125/75 mm Hg chez I'insuffisant rénal avec protéinurie > 1g/j.

2.1.5. Les dyslipidémies

Le cholestérol total et le LDL-cholestérol

Le lien entre hypercholestérolémie et athérosclérose est particulierement bien établi,
essentiellement pour les pathologies coronariennes. L'élévation du cholestérol total et de la
low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C, forme principale de transport du cholestérol dans
I'organisme) est associée a une augmentation curvilinéaire du risque coronarien [Stamler et
al. 2008]. Néanmoins, cette relation est trés atténuée chez les femmes en raison du poids
important que joue la high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) ainsi que chez les sujets

agés de plus de 65 ans comme cela sera exposé par la suite.

Le HDL-cholestérol

Le HDL-C est impliqué dans le transport reverse du cholestérol vers les voies d'élimination
(Figure 2). C'est donc sa diminution qui constitue un facteur de risque cardiovasculaire
comme cela a été démontré dans de nombreuses études épidémiologiques: une
augmentation du HDL-C de 0,026 mmol/L s'accompagne d'une diminution du risque

coronarien de 2% chez I'nomme et de 3% chez la femme [Gordon et al. 1989].
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Figure 2 : Transport reverse du cholestérol et autres propriétés du HDL-cholestérol
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Source : HDL-C, the changing testing paradigm
Remaley & Warnick, American Association for Clinical Chemistry (AACC)

Il s’agit également d’un facteur dont les interconnexions avec les facteurs de risque
classiques des MCV sont connues ; notamment le fait que sa concentration est abaissée par
le tabagisme, I'hypertriglycéridémie, et a l'inverse augmentée par la consommation d'alcool
et les cestrogenes. Cette derniére caractéristique explique en partie la protection féminine
vis a vis du risque coronarien évoquée précédemment et le fait que cette protection

féminine disparaisse progressivement avec la ménopause.

Selon les recommandations francaises, une concentration en HDL-C inférieure a 0,9 mmol/L
(inférieure a 1,03 mmol/L selon les recommandations américaines) peut étre considérée
comme un facteur de risque supplémentaire. Il a d’ailleurs été proposé, notamment par
I’étude Framingham [Anderson et al®. 1991 ; Anderson et al®. 1991], d'utiliser les ratios

[cholestérol total / HDL-C] ou [LDL-C / HDL-C] pour la prédiction du risque coronarien.
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Les Triglycérides

L'élévation des triglycérides (TG), et notamment I'hypertriglycéridémie (> 1,32-1,75 mmol/L)
est associée a une augmentation du risque coronarien. Cependant, la relation entre TG et
risque coronarien est largement dépendante de l'effet d'autres facteurs de risque qui
s'accompagnent souvent d'une élévation de la triglycéridémie: I'obésité, le diabeéte,

I’"hypercholestérolémie, la baisse du HDL-C, I'HTA, ... etc.

Récemment, le phénotype ‘hypertriglycéridémie-fort tour de taille’ (hypertriglyceridemic-
waist phenotype) a été associé a une détérioration du profil de risque cardiométabolique et
a une accentuation du lien entre hypertriglycéridémie et pathologies coronariennes
[Arsenault et al. 2010] chez 21 787 participants agés de 45 a 79 ans issus de la ‘European
Prospective Investigation of Cancer (EPIC)-Norfolk Prospective Population Study’ et suivis sur

une dizaine d’années.

2.1.6. Le diabete

Le diabete est fortement lié au risque de maladie coronarienne gqu’il multiplie par un facteur
3 chez la femme, et 2 chez I'homme. Ainsi, le risque cardiovasculaire des femmes
diabétiques rejoint celui des hommes non diabétiques.

L’étude MONItoring trends and determinants in CArdiovascular disease’ (MONICA) menée
par I'OMS a pu observer que la mortalité coronarienne était aussi élevée chez un diabétique
n’ayant pas fait d’infarctus, que chez un non diabétique ayant déja fait un infarctus dans une
population Finnoise [Miettinen et al. 1998] : la quantification du RVCA donne donc un poids
équivalent au diabéte et aux antécédents d’infarctus.

Une attention toute particuliére devrait étre portée a la prévention primo-secondaire du
diabéte comme cela a récemment été discuté, toujours au sein de populations Finnoises
[Barengo en al. 2008] : quatre études de population menées dans les années 70 (1972 et
1977) puis 80 (1982 et 1987) et réunissant un total de 16 779 hommes et 18 235 femmes

suivies pendant dix ans ont permis d’observer une augmentation, en une décennie, du
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risque relatif de mortalité coronarienne chez les hommes diabétiques comparés aux
hommes non diabétiques :
- De 1,67 a 1,75 chez les hommes de 25 a 49 ans ayant un diabéete antérieur a leur
inclusion dans une cohorte ;

- Etde1a1,92 chez les hommes développant un diabéte au cours de leur période de

suivi.

2.1.7. L'obésité

Un excés ou une insuffisance de poids est chiffrable par le calcul de l'indice de masse

corporelles (IMC) ou rapport [poids / taille?] selon la formule de Quetelet (Tableau 3).

Tableau 3 : Classification de I'indice de masse corporelle

Classification IMC (kg/m?) | Risque de MCV, diabéte et HTA
Maigreur extréme <16 Elevé

Maigreur <18,5 Accru

Poids normal 18,5-24,9 Faible

Embonpoint 25,0-29,9 Accru

Obésité, classe 1 30,0 - 34,9 Elevé

Obésité, classe 2 35,0-39,9 Trés élevé

Obésité, classe 3 (obésité morbide) >40 Extrémement élevé

Source : Lignes directrices canadiennes pour la classification du poids chez les adultes
http://www.hc-sc.gc.ca/fn-an/alt_formats/hpfb-dgpsa/pdf/nutrition/weight_book-livres_des poids-fra.pdf

L'obésité et la surcharge pondérale sont associées a un risque coronarien nettement accru
mais ce facteur est en partie dépendant de son impact sur les autres facteurs de risque
cardiovasculaire : I'HTA (75% en partie dues a la surcharge pondérale), les dyslipidémies ou
le diabete.

Néanmoins, la surcharge pondérale a un effet propre car aprés ajustement sur les facteurs
associés, le risque ne s’annule pas. En effet, Rimm et ses collaborateurs ont démontré que le

risque relatif de maladie coronarienne chez les hommes agés de 40 a 65 ans apres cet
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ajustement était de 1,72 pour un IMC compris entre 25 et 29 ; de 2,61 entre 29 et 33 ; et de
3,44 pour les obéses ayant un IMC > 33 kg/m?, en comparaison avec les hommes ayant un
IMC < 23 kg/m? [Rimm et al. 1995]. Au dela de 65 ans l'association entre surcharge

pondérale et risque coronarien était cependant tres atténuée.

La répartition de I'adiposité est également un facteur de risque en soi. En effet, une
répartition de type centrale ou androide de I'adiposité (au niveau de 'abdomen) majore
significativement le risque. Ainsi, le tour de taille (Tableau 4), ou le ratio [tour de taille / tour
de hanche] constituent des facteurs de risque importants et I'excés d’adiposité abdominale
est fortement associé a plusieurs perturbations des facteurs de risque cardiométaboliques

[Liu et al. 2010].

Tableau 4 : Classification du tour de taille

Risque de MCV, diabéte et HTA | Hommes | Femmes
Faible <94 cm | <80cm
Accru >94cm | >80cm
Considérablement accru >102cm| >88cm

Source : Lignes directrices canadiennes pour la classification du poids chez les adultes
http://www.hc-sc.gc.ca/fn-an/alt_formats/hpfb-dgpsa/pdf/nutrition/weight book-livres des poids-fra.pdf

2.1.8. Les facteurs nutritionnels

L'influence majeure des facteurs nutritionnels sur le risque cardiovasculaire, et en particulier
coronarien, est démontrée par de nombreux travaux épidémiologiques.

En 1952, une étude comparative portant sur les habitudes alimentaires et les risques de
MCV visant a suivre de fagon précise I'état de santé de 13 000 individus répartis dans sept
pays (les Etats-Unis, la Finlande, la Hollande, le Japon, I'ltalie, la Yougoslavie, et la Gréce) sur
plus de vingt ans : la ‘Seven Countries Study’ [Keys et al. 1984 ; Kromhout et al. 1989], a

montré d’importantes différences d'incidence des maladies coronariennes entre
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populations, le minimum étant observé au Japon et dans les populations méditerranéennes
avec des incidences plus de 10 fois inférieures a celle observée en Finlande. Ces disparités
étaient expliguées en partie par une cholestérolémie plus basse. Cependant a
cholestérolémie égale, le risque coronarien était beaucoup plus faible dans les pays a faible
incidence, soulignant l'influence d'autres facteurs environnementaux dont les facteurs
nutritionnels. En particulier, I’étroite corrélation entre consommation en graisses saturées et

risque coronarien [Kromhout et al. 1999].

Mais I'importance des facteurs nutritionnels est également observable dans le cas des
études de migration comme cela a été le cas pour la ‘Ni Hon San Study’ dans laquelle il a été
démontré qu’une consommation plus importante en protéines animales et en graisses
saturées des Japonais ayant immigré a Hawai était a I'origine de I'incidence moindre des AVC
observée dans cette communauté par rapport a celle demeurée au Japon [Takeya et al.
1984]. De telles disparités chez des sujets de différentes ethnicités vivant dans des zones
géographiques (ou culturelles) différentes a également été observée par le ‘Honolulu Heart

Program’ (HHP) [Benfante et al. 1992].

2.1.9. La sédentarité

Une méta-analyse de plusieurs études de cohorte a démontré que la sédentarité multipliait
par 1,9 le risque de déces d’origine coronarienne apres ajustement sur les autres facteurs de
risque [Berlin & Goldtiz. 1990]. De méme, dans les suites d’'un infarctus du myocarde,
I'absence d’activité physique est associée a une plus forte mortalité totale et coronaire, par
rapport aux patients qui bénéficient d’'une réadaptation cardiovasculaire.

En prévention primaire, une activité physique réguliére diminue le risque cardiovasculaire
tout en modifiant de nombreux facteurs de risque associés [Aijaz et al. 2010] et en post
infarctus, un programme de réadaptation cardiovasculaire est préconisé par la Société

Francaise de Cardiologie.
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2.1.10.Le syndrome métabolique

Le syndrome métabolique (SM) ou syndrome X est un cluster regroupant diverses anomalies
cliniques et biologiques souvent modérées mais dont I'association présente un risque
cardiovasculaire majeur [Alberti et al. 2005 ; Eckel et al. 2010] (Figure 3). Ce syndrome, qui a
été répertorié dans la 10°™ révision de la classification internationale des maladies (CIM10)
en 1990, n’est cependant pas une pathologie proprement dite mais un état pré-
pathologique ou ‘bombe a retardement cardiovasculaire’ augmentant le risque de diabéte
de type 2 et de maladie coronarienne [Eckel et al. 2005].

Il en existe plusieurs définitions, proposées notamment par 'OMS et I'European Group for
the Study of Insulin Resistance (EGIR) en 1999, le National Cholesterol Education Program’s
Adult Treatment Panel Il (NCEP-ATPIIl) en 2001 et I'International Diabetes Federation (IDF)
en 2005. Les différenciations de ces définitions portaient sur les seuils de classification des
composantes du SM mais un consensus relatif existait sur les facteurs a prendre en compte :

une insulinorésistance, une dyslipidémie, une hypertension, et une obésité abdominale

(Tableau 5).
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Figure 3 : Physiopatholgie du Syndrome Métabolique
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A : Les acides gras libres (FFA) sont émis en abondance par une masse étendue de tissu adipeux. Dans le foie,
les FFA conduisent a une augmentation de la production du glucose et, des triglycérides et de la sécrétion des
VLDLs. Les anomalies des lipides et lipoprotéines associés incluent la diminution de la concentration en HDL-C
et une augmentation de la densité des LDLs. Les FFA réduisent également l'insulinosensibilité au niveau
musculaire en inhibant I'entrée du glucose médiée par l'insuline. Les défauts associés incluent une diminution
de la transformation du glucose en glycogéne et une augmentation de I'accumulation des lipides sous forme de
triglycérides. L’élévation de la concentration circulante en glucose et dans une certaine mesure des FFA
augmentent I'insulinosécrétion qui conduit a une hyperinsulinémie. L’hyperinsulinémie peut conduire a une
augmentation de la réabsorption rénale sodique et a une augmentation de I'activité du systéme nerveus
symathique (SNS) et contribuer ainsi au développement de I'hypertension. L’augmentation des FFA circulants
peut aussi conduire a I’"hypertension.

B: L'effet endocrine et paracrine de |'état proinflammatoire se superpose et contribue a I'IR produite par des
FFA en exces. Produites par différentes cellules dans le tissu adipeux qui incluent les adipocytes et les
macrophages, 'augmentation de la sécrétion d’IL-6 et de TNF-a, parmi d’autres cytokines, conduit a une
aggravation de I'IR et a la lipolyse des stocks de triglycérides qui sont transformés en FFA circulants. L’IL 6 et
d’autres cytokines sont également augmentées et peuvent conduire a des productions hépatiques élevées de
glucose et des VLDL ainsi qu’a une augmentation de I'IR au niveau musculaire. Les cytokines et les FFA
augmentent aussi la production hépatique de fibrinogéne et de PAI-1 qui compléte la surproduction de PAI-1
par le tissu adipeux. Ceci conduit a un état pro-thrombotique. Des diminutions dans la production de
I'adiponectine, une cytokine anti-inflammatoire et insulinosensibilisante, sont également associées au SM et
pourraient contribuer a la physiopathologie du SM.
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Tableau 5 : Définitions du syndrome métabolique

Phénotvbes oMS EGIR NCEP-ATPIII IDF
P (1999) (1999) (2001) (2005)
Insulinorésistance Clamp<Ql Al > Q4 - -
GAJ 26,1 GAJ 25,6
Intolérance au glucose et/ou GAl>6,1 GAl>6,1 ou
G2h 26,1 DT2
>
TG>1,7 TG =2 TG>1,7 16217
Dyslipidémie et/ou et/ou et et
4 HDL-C< 1,03 H,
HDL-C<0,9H,1F HDL-C< 1 HDL-C<O0,9H,1F 129F

Hypertension

PAS/PAD > 140/90

PAS/PAD > 140/90

PAS/PAD > 130/85

PAS/PAD > 130/85

RTH > 0,90 H, 0,85

Obésité et/Fou TT>94H,80F TT>102H,88F TT>94H,80F
IMC > 30
EUA>20
Microalbuminurie ou - - -
Alb/créat > 30
IR et/ou ITG I1AJ Obésité
+ + A i +
Syndrome Métabolique . . ! r.n?ms 3 .
au moins 2 au moins 2 criteres au moins 2
criteres critéres criteres

IAJ : insulinémie a jeun ; GAJ : glycémie a jeun (mmol/L) ; G2h : glycémie 2 heures aprés charge glucosée ; TG
(mmol/L) HDL-C (mmol/L) ; PAS/PAD (mmHg) ; EUA : excrétion urinaire d’albumine (ug/min)
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2.2. Les facteurs de risque émergents des maladies cardiovasculaires

Il s’agit de facteurs de risque en cours de validation : I’'hyperhomocystéinémie, les facteurs
psychosociaux, les facteurs thrombogéniques, les marqueurs de [linflammation, les
molécules d’adhésion, les traitements hormonaux, la fréquence cardiaque, ... etc.

Cette liste est donc par définition non exhaustive.

2.2.1. L’hyperhomocystéinémie

L’homocystéine est un acide aminé intervenant dans le métabolisme de la méthionine et des
folates. Elle se situe au carrefour de 2 voies métaboliques : la transsulfuration qui dégrade
I’'homocystéine en cystéine avec l'intervention de la vitamine B6 comme cofacteur ; et la
reméthylation qui la retransforme en méthionine avec pour cofacteur la vitamine B12 et les

folates (Figure 4).

Figure 4 : Métabolisme de ’homocystéine
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Physiologiquement, I’"homocystéinémie est comprise entre 5 et 15 mmol/L.
L’homocystinurie, maladie autosomique récessive rare, associe une hyperhomocystéinémie
majeure (concentration 20 fois supérieure a la normale), un retard mental, des anomalies
osseuses, une luxation du cristallin et des thromboses artérielles et veineuses précoces. Une
hyperhomocystéinémie modérée a également été associée a une élévation du risque
athérothrombotique mais sa quantification n’a pas pour autant été préconisée en

prévention primaire [Ducros et al. 2009].

Des études d’intervention visant a supplémenter I'alimentation en folates seuls ou en
association aux vitamines B6 ou B12 ont pourtant montré leur efficacité a abaisser la
concentration sérique en homocystéine et en cholestérol total chez les enfants [Papandreou
et al. 2010] et a réduire le risque coronarien des sujets agés ayant un déficit en vitamines

B12 [Kurt et al. 2010].

2.2.2. Les facteurs psychosociaux et environnementaux

Le risque cardiovasculaire des catégories sociales défavorisées est plus élevé pour des
raisons d’ordre a la fois culturel, économique et nutritionnel ; ce qui explique la complexité
de mener de telles études car elles sont soumises a de nombreux facteurs de confusion. Les
bénéfices éventuels d’une prise en charge de facteurs psychosociaux sont donc difficiles a

évaluer.

Du point de vue environnemental, il a été observé, notamment par I'étude MONICA, que la
température journaliere moyenne était inversement proportionnelle au taux d’infarctus et
gue la pollution atmosphérique avait également un impact cardiovasculaire [Bener et al.

2009].
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2.2.3. Les facteurs thrombogéniques

Un grand nombre de facteurs prothrombotiques ont été individualisés au cours de ces
derniéres années: en particulier le fibrinogene et le facteur VII (FVII) ont été désignés
comme des facteurs de risque d’infarctus du myocarde indépendants du cholestérol et du
tabac, la viscosité sanguine, le taux de globules blancs et la concentration en facteur de von

Willebrand, et I'inhibiteur de I'activateur du plasminogéene 1 (PAI-1).

2.2.4. Les marqueurs de l'inflammation

Il a clairement été établi que le processus inflammatoire se situait au cceur de nombreuses
pathologies et I'opportunité d’utiliser la quantification des marqueurs de l'inflammation,
notamment les protéines de la phase aigué ou Protéines de la Réaction Inflammatoire (PRI)
(Figure 5), pour identifier les sujets a risque cardiovasculaire en prévention primaire a été
discutée. Les recommandations de la ‘National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel I’ [Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Cholesterol in Adults. 2001] exposaient notamment (1) le manque de standardisation de leur
guantification ; (2) de résultats cohérents issus des études épidémiologique prospectives et
(3) le fait que la prise en compte de tels marqueurs ne modifiait pas les scores prédictifs
préexistants. La Véme conférence de ‘I’American Heart Association” (AHA) [Pearson et al.
2004] déplorait quant a elle en 2004 le manque de consensus professionnel ou
gouvernemental sur la maniere d’intégrer la quantification de tels marqueurs dans la
pratique clinique.

Néanmoins, I'implication des marqueurs de l'inflammation (protéine C-réactive ou CRP,
guantification des leucocytes, ... etc.) dans la médiation de tous les stades du processus
d’athérosclérose (Figure 6) [Libby et al. 2002] en commencant par le stade infraclinique et
surtout leur forte implication dans les effets pléiotropiques des thérapies hypolipémiantes
[Albert et al. 2001 ; Liao. 2002 ; Topol. 2004] suggerent un effet bénéfique de leur
incorporation dans les stratégies de prise en compte du risque cardiovasculaire.
Traditionnellement, le fait qu’une augmentation de la CRP majore le risque cardiovasculaire

est connu : il s’agit d’'un marqueur et d’un activateur de I'inflammation qui interagit avec les
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autres cytokines au niveau de I'endothélium et favorise le développement des plaques
athéromateuses. Elle est également un marqueur de la présence de nombreux éléments
inflammatoires au sein de la plaque, caractéristique connue pour favoriser sa rupture. C'est

donc un facteur de risque entré depuis déja quelques temps dans la pratique courante.

Figure 5: Profils de variation de concentration plasmatique des protéines de la phase

aigué de l'inflammation a la suite d’un stimulus modéré
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[Gabay & Kushner. 1999]

Les protéines de la phase aigué de I'inflammation sont définies empiriquement comme des protéines
dont la concentration plasmatique évolue au cours d'une réaction inflammatoire. Les Protéines dont
la concentration plasmatique augmente sont appelées Protéines de la Réaction Inflammatoire
positives (PRI+) et celles dont la concentration plasmatique diminue Protéines de la Réaction
Inflammatoire négative (PRI-). Chez I'Homme, les PRI+ sont I'al glycoprotéine acide, I'al protéase
inhibiteur, I'al antichymotrypsine, I'haptoglobine, la céruloplasmine, la CRP et 'Amyloide A protéine.
Les principales fonctions des PRI résultent d'une interaction des protéines avec des ligands d'origine
diverse, et de la formation de complexes dont I'épuration est assurée soit par le systeme réticulo-
endothélial, soit par I'hépatocyte. Il s'ensuivra l'inactivation des protéases, la neutralisation de
molécules toxiques tels I'hémoglobine et les ions superoxides, |'évacuation de débris membranaires,
leucocytaires ou cellulaires et de débris nucléaires telle la chromatine. La chute de la concentration
plasmatique des PRI au cours d'une réaction inflammatoire, entraine une augmentation de la fraction
libre de certains ligands (acides gras, hormones, vitamines, oligoéléments).
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Figure 6 : Stades d’évolution de la plaque d’athérosclérose. De la strie lipidique a la
rupture de plaque

Initiation de la lésion + Symptomes Infarctus, AVC
Pas de symptome Maladies périvasculaires

[Libby et al. 2002]

Mais d’autres marqueurs de l'inflammation ont récemment été proposés en prévention
cardiovasculaire. L’haptoglobine notamment est une molécule de la phase aigué de
I'inflammation (Figure 4) synthétisée par le foie et dont une diminution drastique est un
indice d'hémolyse pathologique, d’insuffisance hépatique, ou de maladie rénale. Cette
protéine, comme |'’ensemble des protéines de la phase aigué, est régulée par des cytokines
[Gabay & Kushner. 1999] et a pour propriété principale de former un complexe avec
I’'hémoglobine lors de son relargage par les érythrocytes en vue de son élimination dans le
foie. Le taux d’haptoglobine a été lié au développement de maladies infectieuses telles que
la malaria, la tuberculose et I'infection au virus de I'immunodéficience humaine (VIH) [Carter
et al. 2007]. L’haptoglobine est composée de deux paires de chaines a et B et est présente
sous trois formes phénotypiques associées a diverses pathologies : Hp1-1, Hp2-2 et Hp2-1

[Koda et al. 1998]. Il a notamment été démontré que des sujets diabétiques porteurs du
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phénotype Hp2-2 avaient un risque cardiovasculaire quatre a cinq fois plus élevé [Asleh et al.

2008].

Récemment, I'haptoglobine a été liée, a la suite d’une étude prospective sur prés de 12 ans,
a l'infarctus du myocarde, aux AVC et a I'insuffisance cardiaque chez 342 125 sujets issus de
I’Apolipoprotein Mortality RISk study (AMORIS) [Holme et al. 2010]. Dans cette méme
population, I'importance de I'incorporation des marqueurs communs d’inflammation, dont
I’haptoglobine, dans les stratégies de prédiction d’événements cardiovasculaires [Holme et
al. 2010] a permis de rouvrir le débat sur I'opportunité d’utiliser de tels marqueurs en

prévention.

2.2.5. Les molécules d’adhésion

Le VEGF est I'un des principaux facteurs controlant le développement et le maintien de
I'arbre vasculaire chez 'homme (angiogenése) avec le Fibroblast Growth Factor (FGF). Ce
facteur est principalement associé au développement tumoral et métastatique [Carmeliet &
Jain. 2000] mais il est également au centre de nombreuses pathologies [Ferrara et al. 2003]
dont les MCV. En effet, des taux élevés de VEGF circulants ont été observés dans les cas de
pathologies ischémiques [Hojo et al. 2000; Blann et al. 2002] et des thérapies pro-
angiogenes ciblées entre autre sur ce type de pathologie et utilisant le VEGF sont en phase
d’essais cliniques [Buysschaert et al. 2007]. Des taux élevés de VEGF ont également été
associés a l'insuffisance cardiaque [Chin et al. 2002], aux AVC [Slevin et al. 2000] ainsi qu’au
diabéte [Wirostko et al. 2008].

Le géene codant pour le VEGF contient 8 exons dont un épissage alternatif aboutit a
I'existence de plusieurs isoformes (Figure 7). Les variants VEGF,ps et VEGF;g9 sont peu
biodisponibles en raison de leur liaison élevée a la matrice extracellulaire, alors que le
variant VEGF,; est actif et librement diffusible. Le variant VEGF;¢s5, également diffusible, a

des propriétés de liaison intermédiaires.
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Figure 7 : Variants du VEGF. Description de l'utilisation des exons dans les différents

variants du VEGF, et de la fonction des séquences qu’ils codent

1 2 3 4 5 6a 6b TaTb 8

{1+ .-

200 [T T T XY
19 [T T T XY e
13 1T T 1T T
12 T Y
s T 1T T T¥¥— T ]
e -l [
w6 [T T X
s [T T T xR
us === =
138 L1 | | ¥
121 || | | 1 X X}
m
Peptide Liaison aux Liaison aux neuropilines
signal récepteurs et d la matrice extracellulaire
X plasmine X Métalloprotéases matricielles

[Lambert et al. 2008]
Les exons 1 et 2 codent pour le peptide signal, impliqué dans la sécrétion de la protéine dans le milieu
extracellulaire, les exons 3 et 4 pour les sites de liaison aux récepteurs et pour un site de glycosylation, et les

exons 6 et 7 pour les séquences de liaison a la matrice extracellulaire et aux neuropilines.

40



2.3. La composante génétique des maladies cardiovasculaires

PUBLICATION N°1

La physiopathologie des MCV est donc extrémement complexe et implique des
interconnexions entre facteurs de risque tres divers, dont certains sont encore méconnus.
Mais a cette complexité phénotypique s’ajoute une composante génétique trés importante
et c’est ces interactions gene-géne-environnement qui sont a I'origine de la survenue de
pathologies cardiovasculaires (Figure 8).

La physiopathologie cardiovasculaire comporte une part d’héritabilité génétique tres
importante (Tableau 6) et la recherche des variants impliqués dans cette héritabilité est

dans un premier temps passée par une approche gene candidat [Casas et al. 2006].

Figure 8: Modeéle d’interactions géne-géne-environnement impliquées dans Ila

physiopathologie des maladies cardiovasculaires
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Tableau 6 : Estimation de I’héritabilité des accidents vasculaires cérébraux, des affections

coronariennes et des principaux facteurs de risque cardiovasculaire

Traits

Héritabilité

Références

Diabete de type 2
Glycémie
Insulinémie

24-85%

Poulsen et al. 1999
Hanson et al. 2001
McQueen et al. 2003
Mills et al. 2004
Souren et al. 2007

Syndrome métabolique

38-61%

McQueen et al. 2003
Bayoumi et al. 2007

Obésité
IMC

31-94%

O'Connell et al. 1988
Brown et al. 2003
McQueen et al. 2003
Mills et al. 2004
Souren et al. 2007

Hypertension
Pression artérielle

17-49%

Brown et al. 2003
McQueen et al. 2003
Mills et al. 2004

Cholestérol total

32-75%

O'Connell et al. 1988
Heller et al. 1993
Mills et al. 2004
Souren et al. 2007

Triglycérides

28-72%

Heller et al. 1993
McQueen et al. 2003
Mills et al. 2004

LDL-cholestérol

43-78%

O'Connell et al. 1988
Mills et al. 2004
Souren et al. 2007

HDL-cholestérol

42-79%

O'Connell et al. 1988
Heller et al. 1993
McQueen et al. 2003
Mills et al. 2004
Souren et al. 2007

Apolipoprotéine B

51-78%

Heller et al. 1993

Homocystéine

0-66%

Reed et al. 1991
Berg et al. 1992
Cesari et al. 2000
Siva et al. 2007
Bathum et al. 2007
Nilsson et al. 2009

FVII

38-40%

Freeman et al. 2002
Vossen et al. 2007

PAI-1

28%

Freeman et al. 2002

Affections coronariennes
Athérosclérose

5-84%

Zdravkovic et al. 2002
Fischer et al. 2005
Wienke et al. 2005

Cassidy-Bushrow et al. 2007

Accidents vasculaires cérébraux

17-32%

Bak et al. 2002
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Au sein de I'EA4373, I'héritabilité génétique de nombreux traits liés a ces affections a pu étre
guantifiée :
- La molécule d’adhésion intracellulaire 1 (ICAM-I), la E-Sélectine et la P-Sélectine

[Pontheiux et al. 2003 ; Ponthieux et al. 2004 ; Marteau et al. 2008] ;

L'interleukine 6 (IL-6) et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa) [Haddy et al.

2003 ; Haddy et al. 2005] ;

- L'IL-8, la protéine chimiotactique 1 de Monocyte (MCP-1), le facteur de croissance
épidermique (EGF) et le VEGF [Berrahmoune et al. 2006 ; Berrahmoune et al. 2007b] ;

- L’insuline [Maumus et al. 2007] ;

- Etla CRP [Berrahmoune et al. 2007].

De nombreux variants génétiques associés, au stade infraclinique, a la variabilité
interindividuelle de divers facteurs de risque cardiovasculaire ont également pu étre
identifiés. Notamment les génes APOE [Schiele et al. 2000 ; Siest et al. 2000], ESELE et PSELE
[Pontheiux et al. 2004, Marteau et al. 2008], LPL [Sass et al. 2000 ; Herbeth et al 2007], PON
[Vincent Viry et al. 2003], CETP [Pallaud et al. 2001], ACE [Tiret et al. 1992], MPO [Leninger-
Muller et al. 2003], ICAM1, IL6 et TNFA [Haddy et al. 2003], /L1 [Berrahmoune et al. 20077,
FGB [Maumus et al. 2007], VEGF et EGF [Berrahmoune et al. 2007b], CYP2C19 [Bertrand-
Thiebault et al. 2008] et F7 [Sass et al. 2004].

Cette approche conventionnelle a aussi permis de mettre en évidence les interactions gene-
environnement, notamment I'effet des alléles €2 et €4 sur la concentration de I’Apo-Lp-non-
B chez les femmes sous contraceptifs oraux [Starck et al. 2001] ; de I'allele APOC3-1100C sur
la concentration en apolipoprotéines exclusivement chez les femmes non-fumeuses et sur
I’'augmentation des taux d’Apolipoprtéine A-I (ApoA-l) et d’HDL-C uniquement chez les
hommes [Pallaud et al. 2001] ; I'influence du polymorphisme L/F554 de la SELE sur la PAS
dépendante de I'lMC [Marteau et al. 2004] ; et I'interaction entre le polymorphisme T3801C
du cytochrome 1A1 et le G1661A du AHR avec le tabac sur la pression artérielle [Gambier et

al. 2006].

Néanmoins, a I’heure actuelle, il est admis que cette approche basée sur une hypothese

préalable ne permettra pas a elle seule d’élucider la génétique du risque cardiovasculaire.
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L'approche pangénomique, qui a vu le jour en 2007, a permis d’étendre la détermination des
variants associés au risque cardiovasculaire a des voies métaboliques inédites [Manolio et al.
2008 ; Hardy et al. 2009 ; Manolio et al. 2010]

Ainsi, plus de 650 GWAS ont été menées sur diverses pathologies dont 16 sur la survenue

d’événements cardiovasculaires (http://www.genome.gov/gwastudies). Ces derniéres ont

permis de mettre en évidence 29 variants génétiques sur 20 genes. Néanmoins, différentes
voies métaboliques peuvent mener a des pathologies cardiovasculaires communes d’ol
I'opportunité d’effectuer des recherche sur des traits quantitatifs associés a ces voies
métaboliques (lipides, pression artérielle, ... etc.) [Ouwehand et al. 2009].

C'est ainsi que le gene FTO a été fortement associé a I'obésité et au diabete dans les
populations a la fois adultes et pédiatriques [Meyre et al. 2009 ; Meyre et al. 2010]. Ce
dernier phénotype a également été associé a 22 variants localisés a proximité des genes
CDKN2A, CDKN2B, HHEX, IGF2BP2, KCNJ11, CDKAL1, TCF7L2, THADA, TSPANS8, LGR5, VEGF,
NOTCH2, ADAM30, PPARG, SLC30AS8, JAZF1, SYN2, CDC, ADAMTSY, CDC123, et CAMKI1D
[Zeggini et al. 2007 ; Zeggini et al. 2008].

Les études pangénomiques effectuées sur les lipides et la pression artérielle représentent
respectivement 26 et 10% de la totalité des études. Elles ont permis d’associer 97 variants
dans 54 loci au métabolisme lipidique a ce jour et le gene CETP, précédemment connu par
I'approche gene candidat, est robustement répliqué en association a la fois avec le
cholestérol total, le LDL-C et les TG.

A I'inverse, les études sur I’'HTA ce sont avérées peu conclusives avant la mise en place de
trés larges études. Les Consortia ‘Cohorts for Heart and Aging Research in Genomic
Epidemiology’ (CHARGE) [Newton-Cheh et al. 2009] et GlobalBPgen [Levy et al. 2009] ont
récemment permis de mettre en évidence 14 variants associés aux traits quantitatifs

pression artérielle ou a I’HTA.

Ainsi, les GWAS ont permis d’étudier les prédispositions aux MCV sous un jour nouveau,
mais I’énigme de I’héritabilité manquante perdure [Maher et al. 2008 ; Manolio et al. 2009]

et de nombreuses limitations méthodologiques restent a solutionner, voire a contourner.
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CHAPITRE 3 — POPULATIONS ET METHODES
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1. Populations

1.1. La cohorte STANISLAS

Initiée au CMP de Vandceuvre-lés-Nancy en 1993, la cohorte STANISLAS (Suivi Temporaire
Annuel Non Invasif de la Santé des Lorrains Assurés Sociaux) [Siest et al. 1998 ; Visvikis-Siest
et al. 2008] est une cohorte familiale visant a I'origine a étudier les composantes génétiques
et environnementales des facteurs de risque des MCV. Les familles STANISLAS, originaires de
la Meurthe-et-Moselle, ont été suivies de 1993 a 2005 a I'occasion de 3 visites médicales
tous les cing ans au CMP sur invitation de la Caisse primaire d’assurance maladie (CPAM).

Le recrutement initial a eu lieu de 1993 a 1995 (to) et a permis d’inclure 1 006 familles
biparentales (4 455 sujets) d’origine francaise avec au moins deux enfants de plus de six ans.
Tous les individus inclus étaient supposées sains, c'est-a-dire exempts de maladies aigués
et/ou chroniques. 75% des familles initialement recrutées ont participé a la seconde visite

(1998-2000, ts) et 375 familles a la troisieme (2003-2005, t;0) (Figure 9).

Figure 9 : Phases de recrutement de la cohorte STANISLAS

1993-1995 1998-2000 2003-2005
ADN, plasma, sérum ADN, plasma, sérum ARN, PBMCs
1e" recrutement 2¢éme recrutement 3¢me recrutement

4 455 sujets E S 375 familles
1006 familles

2443
enfants

2012
parents

—t— o —1—

1006 1006 1241 1202
peres meéres il filles

47



Selon les lois bioéthiques en vigueur, chaque participant a donné par écrit son
consentement éclairé, approuvé par le Comité local d’éthique de Nancy.
L'ensemble des données recueillies permettaient donc d’effectuer des études transversales

ou longitudinales sur une période de 10 ans.

Lors des examens de santé, un personnel qualifié a effectué le recueil des données :

- Des médecins cardiologues pour les échographies cardiaques ;

- Des médecins du CMP pour la détermination du développement pubertaire ;

- Des infirmieres du CMP pour les mesures de la pression artérielle, de la fréquence
cardiaque, du tour de taille, du tour de hanches, de I'épaisseur des plis cutanés, et le
I’ostéodensitométrie ;

- Des opératrices du CMP pour la mesure du poids, de la taille et de I'impédance.

1.1.1. Questionnaires alimentaires et de mode de vie

Des questionnaires standardisés en fonction de I'dge des participants
(adultes/enfants/adolescents) ont été administrés lors des examens de santé. lls ont
notamment concernés les antécédents familiaux de MCV, Ila consommation
médicamenteuse (répartie par classes de médicaments), les loisirs et I'activité physique, la
consommation d’alcool et de tabacg, ... etc.

Selon le type de questionnaire, ils ont été auto-administrés ou renseignés avec l'aide de

personnel qualifié.

48



1.1.2. Données cliniques et anthropométriques

Les données anthropométriques : poids (balance électrique d’une précision de 200g), taille
(toises d’une précision de 0,1 cm), tour de taille, tour de hanche ont été mesurées sur les
sujets légerement habillés et déchaussés. Elles ont permis de calculer I'lMC selon la formule
de Quetelet et le ratio [taille / hanche].

Ces mesures ont été réalisées par des infirmieres habilitées et la fiabilité des appareils
utilisés a été périodiquement contrélée tout au long de I'étude.

Les différents stades pubertaires ont été évalués chez les adolescents par des médecins

selon la classification de Tanner datant de 1962.

La pression artérielle a été mesurée a trois reprises avec 5 minutes d’intervalle sur le bras
gauche en position couchée avec un spygmomanomeétre ou tensiometre a mercure. La

valeur retenue était la moyenne des trois mesures consécutives.

1.1.3. Impédance bioélectrique

L'impédance bioélectrique a été mesurée dans un sous-échantillon a jeun sans activité
physique préalable (a la suite d’'une position couchée pendant 10 minutes). La résistance
totale du corps a été mesurée a l'aide de I'analyseur d’'impédance BIA-101 (RJL Systems,
Detroit, MI, USA) par une personne qualifiée.

Les équations établies par Segal et collaborateurs [Segal et al. 1988] ont été utilisées pour

calculer la masse maigre et la masse grasse a été estimée selon la formule suivante :

Masse grasse (kg) = Poids (kg) — Masse maigre (kg)
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1.1.4. Dosages biologiques

Les prélevements sanguins ont été effectués sur les participants a jeun depuis 12 heures au
niveau d’une veine antécubitale, en position allongée. Deux types de tubes de sang modele
Vacutainer® (Becton Dickinson, Grenoble, France) ont été prélevés :

- Des tubes secs (sans anticoagulant) contenant un gel séparateur de sérum pour
I’extraction de molécules contenues dans le sérum. Ces tubes ont été centrifugés a
1000xg pendant 15 minutes a température ambiante. Une partie du sérum ainsi
récupéré était immédiatement analysée pour les dosages biochimiques et une autre
partie stockée sous forme de paillettes dans l'azote liquide a — 196°C. Ce tube
surnumeéraire a servi au dosage ultérieur de I'insuline, de I’Apolipoprotéine C-1ll (ApoC-Ill)
et des molécules d’adhésion.

— Des tubes d’acide Ethylenediaminetetraacetic (EDTA) pour ADN et plasma (ou I'lL-6 et le
TNFoa sont dosés). Aprés avoir centrifugé le sang frais total recueilli dans des tubes EDTA
a 1000xg a température ambiante pendant 10 minutes, le buffy coat formé entre le
plasma et les globules rouges a été prélevé puis fractionné en paillettes stockées a —

196°C. Le plasma a également été conservé dans des paillettes a — 196°C.

Les concentrations sériques en cholestérol total, TG et glucose ont été enzymatiquement
déterminées grace a un automate AU 640 (Olympus, Rungis, France).

La concentration sérique en HDL-C a été mesurée dans le surnageant par la méme technique
enzymatique que pour le cholestérol total sur un automate COBAS-Mira analyser (Roche
Diagnostics, Bale, Suisse) aprés précipitation des lipoprotéines contenant [|’ApoB
(chylomicrons, VLDL et LDL) par phosphotungstate et chlorure de magnésium (méthode
PTA).

Les concentrations en LDL-C ont été calculées selon la formule de Friedewald [Friedewald &
Fredrickson. 1972] lorsque la concentration en TG était inférieure a 4,56 mmol/L et en

I’'absence de chylomicrons :

Eng/L LDL-C = (cholestérol total) — (HDL-C) - TG/5
En mmol/L  LDL-C = (cholestérol total) — (HDL-C) — TG/2,18
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Les concentrations sériques en ApoA-l et en apolipoprotéine B (ApoB) ont été dosées par
immunonéphélométrie sur un automate Behring Nephelometer Analyser Il ou BNII (Dade
Behring, Marburg, Allemagne).

Les concentrations sériques en ApoC-lll et en apolipoprotéine E (ApoE) ont été mesurées par
immunoturbidimétrie sur un automate COBAS-Mira (Roche Diagnostics, Bale, Suisse).

Les activités enzymatiques de la gamma-glutamyltransférase (GGT), de la phosphatase
alcaline (PAL), de I'aspartate aminotransférase (AST) et de I'alanine aminotransférase (ALT)
ont été enzymatiquement déterminées avec l'automate AU 640 (Olympus Merck,
Darmstadt, Allemagne).

Les concentrations sériques en CRP, haptoglobine, orosomucoide ont été mesurées par
immunonéphélométrie sur un automate BNII (Dade Behring, Marburg, Allemagne).

Les concentrations sériques en E, L et P-sélectines et en ICAM-| ont été dosées grace a des
kits commercialisés (R&D System, Abington, Royaume-Uni) par la technique ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) qui utilise une méthode immuno-enzymatique de type
‘sandwich’.

Les concentrations plasmatiques en IL-6 et en TNFa ont été déterminées grace a des kits
ELISA (R&D System, Abington, Royaume-Uni).

Les concentrations sériques en insuline ont été dosées grace a un kit de dosage d'immuno-
enzymologie microparticulaire (Microparticular Enzymatic ImmunoAssay ou MEIA) sur un
automate IMx (Abbott laboratories, Abbott Park, IL, USA). Il s’agit d’'une méthode de type
‘double sandwich’ permettant d’éviter d’éventuelles réactions croisées avec la proinsuline,
le peptide C et le glucagon. La réaction est basée sur la formation d’'un complexe entre
I'insuline humaine contenue dans le sérum et des microparticules recouvertes d’anticorps
anti-insuline. Par la suite, un conjugué d’anticorps anti-insuline couplé a la PAL est ajouté et
se lie sur le complexe antigene-anticorps. Enfin, I'addition d’un substrat, le phosphate de
méthyl-4-ombelliférone, permet d’observer I'apparition d’un produit fluorescent mesuré
448 nm. Des lavages de la matrice sont effectués entre chaque étape afin d’éliminer tout ce

qui n’est pas fixé.
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Les caractéristiques du test étaient les suivantes :
— Concentration moyenne en insuline : 7,19 + 4,98 uU/ml (51,6 £+ 35,7 pmol/l) ;
— Imprécision déterminée sur un pool de sérum de 20 sujets : 2,72% ;
— Coefficients de variation (CV) = écart-type/moyennex100 :
- Concentrations basses d’insuline (7,58+0,37 uU/ml) : CV=4,88% ;
- Concentrations moyennes d’insuline (38,38+1,97 uU/ml) : CV=5,13% ;
- Concentrations élevées d’insuline (120,2345,38 uU/ml) : CV=4,47%.

1.1.5. Les données génétiques

L’ADN a été extrait a partir du buffy coat congelé a — 196°C par la méthode de ‘salting out’
[Miller et al. 1988] : seul le lysat cellulaire obtenu par une RNAse (la protéine K) a été traité.

L’ADN extrait a ensuite été solubilisé dans un tampon TE (Tris-EDTA).

Plusieurs techniques ont permis la détermination des polymorphismes au sein de la cohorte

STANISLAS : des techniques Multiplex et un GWS.

La technique Multiplex en collaboration avec Roche Molecular Systems :

Cette technique Multiplex a été développée en collaboration avec Roche Molecular Systems
(Alameda, CA, USA) et a permis la mise au point de trois kits ciblant les génes candidats
impliqués dans différentes voies métaboliques liées a la physiopathologie des MCV [Cheng et
al. 1998]: le métabolisme lipidique, la pression artérielle, la coagulation, I'adhésion
cellulaire, le métabolisme de I’homocystéine, et pour le Multiplex Ill, I'inflammation
uniquement.

Il s’agit d’une technique ou plusieurs séquences cibles de genes d’intérét sont amplifiées
simultanément, au cours d’une méme réaction de PCR au moyen d’amorces biotinylées en 5’
spécifiques aux séquences des genes. L'étape de détection fait appel a un dot-blot inverse.
Les produits de PCR sont hybridés a des sondes oligonucléotidiques complémentaires,
conjuguées en 5’ a la sérum albumine bovine (BSA), ce qui permet leur immobilisation en
rangées sur une bandelette (ou strip) recouverte de nylon. La détection colorimétrique des
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polymorphismes fait intervenir le systéme biotine/streptavidine-peroxydase de raifort. La
concentration des sondes est définie de telle sorte que les génotypes homozygotes et
hétérozygotes apparaissent avec des intensités différentes lors de la réaction

colorimétrique.

Les kits Multiplex développés avec Roche contiennent le matériel suivant :

Thermocycleur : Gene Amp PCR System 9600 (Perkin-Elmer Cetus);

- Plaques a PCR 96 puits;

- Bain-Marie rotatif : Hot Shaker plus, Bellco, Vineland

— Réactifs: SSPE 20X, SDS 20%, Citrate 20X, SA-HRP (streptavidine — horseradish
peroxidase), substrat A (H,0, 0,01% dans une solution de citrate), substrat B (3,3’,5,5
tétraméthylbenzidine 0,1% dans du diméthylformamide 4X), eau stérile, eau ultra-pure,
huile de paraffine

- Appareil photo MP-4

- Réactifs de PCR:

- Multiplex Il : Tampon Pré-mix, Primer A, Primer B

- Multiplex Il : Tampon Pré-Mix, Primer

Le typage pangénomique ou genome-wide scan :

Le GWS a été effectué sur un échantillon de 631 enfants non apparentés de la cohorte
STANISLAS par une puce lllumina Human CNV370-Duo selon les protocoles prévus par
Illumina (Figure 10) [Bouatia-Naji et al. 2009].

2 552 SNPs ayant un fort déséquilibre de liaison (LD, p < 0,001), un faible taux de génotypage
(call rate < 95%) ou une fréquence de I'allele mineur (MAF) insuffisante (< 1%) on été exclus

lors du contréle qualité. Nous avions au final 318 237 variants génétiques (SNPs).

Ces typages ont été effectués dans le cadre d’une collaboration avec 'UMR CNRS 9199,

Institut Pasteur de Lille dirigé par le Professeur Philippe Froguel.
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Figure 10 : Modalités du typage pangénomique utilisant la puce lllumina Human CNV370-

Duo
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http://snpcenter.grcf.jhmi.edu/downloads/HumanCNV370 DataSheet.pdf

Le typage spécifique des variants génétiques issus de la phase initiale de genome-wide
association study en vue des analyses de réplication :

La spécificité des GWAS réside dans le fait que de telles études nécessitent plusieurs phases
d’expérimentation (Figure 11) : une phase d’analyse pangénomique proprement dite ou la
ou les cohortes disposant d’'un GWS, que nous appellerons la ou les ‘discovery cohorts’, sont
analysées. Il s’agit d’une phase ou un grand nombre de tests multiples sont effectués et ou
les significations statistiques des résultats générés sont trés faibles (le seuil ‘genome-wide
significant’ est fixé a 5x10°®). Il convient donc de confirmer ou d’infirmer les associations les
plus significatives obtenues lors d’une ou de plusieurs phases de réplication dans des
populations indépendantes [Chanock et al. 2007 ; Hoover. 2007] de facon a éliminer les faux
positifs [Wang et al. 2005]. Seuls les SNPs d’intérét (du fait de leur signification statistique ou
de leur plausibilité) sont donc secondairement génotypés dans ces populations

indépendantes de facon a minimiser les co(ts.
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Figure 11 : Design classique des Genome-wide association studies

Phase 1: > 318 000 SNPs

Population 1 Population 2
Population 3 Population n

Etude d’association et méta-analyse

Sélection de X SNPs statistiquement significatifs

ANNOTATION

IMPUTATION
Réplication bibliographique

Y SNPs réplicant la littérature
(identiques ou en déséquilibre de liaison)

Phase 2 : Z SNPs originaux
Réplication par SNPlex

Population 1 Population 2
Population 3 Population n

SNPlex, lyses de réplication et mét: lyse globale

MISE EN EVIDENCE DE
NOUVEAUX QTL

Pour effectuer ces génotypages de réplication, nous avons utilisé la technologie Applied
Biosystems SNPlex™ basée sur une Oligonucleotide Ligation Assay (OLA) combinée avec une
technique d’amplification Multiplex.

Les variants génétiques passant le stade de contr6le qualité avaient un ‘call rate” de plus de
95% et leur équilibre de Hardy-Weinberg (HWE) était testé (p > 0,001).

(http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb support/documents/generaldocum

ents/cms 042019.pdf).
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1.1.6. Les données transcriptomiques

Ce chapitre concerne le VEGF.

L’ARN a été extrait de Cellules mononucléaire de sang périphérique (PBMCs) précédemment
isolées par centrifugation sur gradient de densité (Ficoll-Paque™ PLUS; Amersham
BioSciences), puis stockées a - 80°C [Marteau et al. 2005] avec un automate MagNaPure
utilisant le kit d’isolation MagNA Pure LC RNA HP et le protocole de lyse externe RNA HP

Blood (Roche Diagnostics, France).

Sa transcription reverse a été effectuée en utilisant 200 unités de M-MulV Reverse
Transcriptase et 0,25 pg d’oligos(dt) (Promega, France) [Marteau et al. 2005] et la
guantification des transcrits codants pour les isoformes VEGF;,; et VEGF65 et le géne de
controle -2- microglobulin (B2M) a été effectuée en utilisant une technologie TagMan® (LC
TagMan Master kitRoche Diagnostics, France) et un LightCycler. Toutes les procédures ont
été effectuées en double et le niveau de détection de chaque transcrit était compris entre 1

et 10 copies.

Les spécificités et optimisation de cette RT-PCR ont été contré6lées a I'aide de la technologie

SYBR® Green (LC FastStart DNA Master " SYBR Green | kit, Roche Diagnostic, France).

Les primers et amorces ont été ‘designées’ pour amplifier spécifiquement les isoformes de
VEGF en se basant sur leurs sites d’épissage. Pour toutes les expérimentations, la variabilité
intra et inter-test étaient respectivement de 11% et 5%. Les produits de PCR de chaque
isoforme ont été purifiés avec un kit QiaQuick (Qiagen, France) et les concentrations

déterminées avec un spectrophotometre.

La quantification protéique du VEGF (121 et 165) dans les PBMCs a été effectuée avec un

appareillage Randox Ltd (Crumlin, UK) [Fitzgerald et al. 2005].
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La principale population de nos investigations et la ‘discovery cohort’ de nos études
pangénomiques dans les cohortes pédiatriques était la cohorte STANISLAS. Ainsi, de fagon a
valider les résultats que nous avons obtenus selon le design des GGWAS précédemment
schématisé, il a fallu que nous intégrions des Consortia Internationaux nous donnant acces a

diverses populations. Un bref descriptif de ces dernieres est exposé ci-dessous.

1.2. La population OBE
Il s’agit d’'une population d’enfants obéses (définis comme ayant un IMC supérieur au 97°™
percentile d’'une cohorte Francaise type en fonction de I'dge et du sexe) [Rolland-Cachera et
al. 1991] et appartenant a 449 familles nucléaires ayant au moins un enfant obese. Ces
enfants ont été recrutés dans l'unité endocrinienne pédiatrique de I'Hopital Jeanne de

Flandres, Lille, France ou par I'intermédiaire d’'une campagne médiatique.

1.3. La Northern Finland 1986 Birth Cohort (NFBC86)

La NFBC86 est une cohorte prospective ayant inclus des meres Finnoises d’origine
Européenne attendant un enfant & naitre entre le 1* Juillet 1985 et le 30 Juin 1986 dans
deux provinces de Finlande [Jarvelin et al. 1997].

Entre Aot 2001 et Juin 2002, 9 215 membres de la cohorte vivant en Finlande et d’adresse
connue ont été invités a subir des examens cliniques. 6 798 sujets ont accepté de participer

a cette étude au final (74% de taux de participation).

1.4. La GeNe and Diet Attica Investigation (GENDAI)

La cohorte pédiatriqgue GENDAI est composée d’enfants vivant dans la région d’Attica en
Grece [Papoutsakis et al. 2007]. De Novembre 2005 a Juin 2006, 1 138 péri-adolescents (53%
de filles; moyenne d’age de 11,2+0,7 ans) ont été aléatoirement recrutés dans les écoles

élémentaires d’Attica avec l'accord de [IInstitutional Review Board de [I'université
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d’Harokopio, du Ministére Grec de I'Education et du comité d’éthique de I’Université

d’Harokopio.

1.5. La cohorte VERONA

La cohorte Verona est composée d’enfants italiens (43% de filles ; age moyen de 10,75 +
1,22 ans) recrutés dans la population générale de Vérone. Les familles ciblée ont été
aléatoirement sélectionnées a partir des registres municipaux de la ville et contactés par

voie postale.

1.6. La cohorte Data from an Epidemiological Study on the Insulin Resistance syndrome

(DESIR)

Il s’agit de 2 566 hommes et de 2 633 femmes Francais agés de 30 a 64 ans et recrutés de
1994 a 1996 parmi les assurés sociaux. Des examens de santé périodiques gratuits leurs ont
été proposés. Cette étude a été approuvée par le Comité Consultatif de Protection des
Personnes dans la Recherche Biomédicale (CCPPRB) de I'Hbpital Bicétre, Paris, France et la
Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés (CNIL). Tous les participants ont

signé un formulaire de consentement éclairé [Balkau et al. 1997].

1.7. La cohorte FRAMINGHAM

La Framingham Heart Study (FHS) est une étude prospective qui s’est poursuivie sur 3
générations dans la ville de Framingham, USA. Elle a été initiée en 1948 en vue d’étudier les
facteurs de risque des MCV et est composée aujourd’hui de la génération originale suivie
depuis 1948 [Dawber et al. 1966], de leurs enfants et conjoints de leurs enfants depuis 1971
(cohorte Offspring) [Feinleib et al. 1975] et de leurs petits-enfants depuis 2002 [Splansky et
al. 2007] soit 4 095 participants avec au moins un parents issus de la cohorte Offspring. Seuls
eme

les participants de la 3" génération ont été dosés pour le VEGF dés leur premier examen de
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santé en 2002-2005. Ll’Institutional Review Board de la faculté de Médecine de Boston a

approuvé cette étude.

1.8. La Prospective Investigation of the Vasculature in Upssala Seniors (PIVUS) study

Tous les individus agés de 70 ans et vivant dans la communauté d’Uppsala en Suede entre
Avril 2001 et Juin 2004 étaient éligibles et ont été aléatoirement sélectionnés [Lind et al.
2005]. Tous les individus incorporés a I'étude ont été examinés dans le mois de leur 70éne
anniversaire de fagon a standardiser leurs ages. Sur les 2 025 individus conviés, 1 016 ont été
intégrés a I'étude soit un taux de participation de 50% et 999 ont fourni de ’ADN. L’étude

PIVUS a recu I'accord du comité d’éthique de l'université d’Uppsala.

La concentration en haptoglobine a été quantifiée pour les populations pédiatriques OBE et
GENDAI par l'unité INSERM U954 ‘Exposition aux risques génétiques et environnementaux’

de la Faculté de Médecine Henri Poincaré Nancy 1 dans le cadre de ce projet collaboratif.

2. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées avec SPSS versions 14.0 a 17.0 (SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA), SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA), R, et Plink.

2.1. Test de I'équilibre de Hardy-Weinberg

L'HWE ou équilibre panmictique, est le modéle théorique central de la génétique des
populations. La notion d'équilibre dans le modéle de Hardy-Weinberg est soumise a des
hypothéses définissant une population idéale :

1/ Une population panmictique c'est-a-dire ou les couples se forment au hasard (panmixie),

et leurs gametes se rencontrent au hasard (pangamie) ;
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2/ Une population ‘infinie’ minimisant les variations d'échantillonnage ;

3/ Pas de perte ou de gain d’alléle : ni sélection, ni mutation, ni migration ;

4/ Et pas de croisement entre générations différentes : générations successives discrétes.
Ceci permet de maintenir la diversité génétique de la population et tend vers un équilibre
stable de la distribution génotypique. Les fréquences alléliques restent également stables de
génération en génération dans une population diploide idéale et ne dépendent que des
fréquences de la génération initiale. De plus, les fréquences génotypiques ne dépendent que
des fréquences alléliques.

Ainsi, dan une population idéale de taille n et avec comme alléles du méme locus Aet a, p la

fréquence de I'alléle A et g=1-p la fréquence de l'alléle a :

Phénotypes [A] [Aa] [aa]
Génotypes AA Aa aa
Effectifs génotypiques NaA Naa Naa

Les fréquences des génotypes en HWE sont :
f (AA) = p?

f(aa) = o* = (1-p)*

f(Aa) = 2pq = 2p(1-p)

et elles sont constantes au fil des générations.

Ainsi, la formule de calcul de la fréquence allélique p dans une population donnée est :

P=(2Nnaa+Naa) /2N

Au cours de notre étude, nous nous sommes assurés de 'HWE par le test du Chi-deux (x?)
avec le logiciel SPSS pour I'approche gene candidat, ou avec le logiciel plink pour I'approche

pangénomique.

60




2.2. Déséquilibre de liaison

L'hypothése de déséquilibre de liaison entre les paires de loci a été vérifiée par plink.

2.3. Test d’ajustement : loi de distribution des variables

Nous avons vérifié la normalité et la symétrie de la distribution des variables étudiées par le
test de Kolmogorov-Smirnov qui étudie I'écart entre la fonction des probabilités cumulées
de I'échantillon et la fonction des probabilités cumulées de la loi théorique et en calculant

les coefficients de dissymétrie et d’aplatissement (skewness-kurtosis).

2.4. Statistiques descriptives

Les moyennes et écart-types ont été calculées pour les variables quantitatives et les effectifs
et fréquences pour les variables qualitatives. Des comparaisons d’effectifs de différents

types ont été menées en utilisant le test du 2.

2.5. Etudes d’association

Des comparaisons de moyennes de variables biologiques et cliniques ont été effectuées ainsi
gue des analyses de régression. Différents tests ont été effectués selon la nature et la
distribution des valeurs de chaque variable.

- Des tests t de Student et analyse de variance (ANOVA) avec correction de

Bonferroni le cas échéant ;

- Des régressions multiples utilisant la méthode des moindres carrés ;

- Des régressions logistiques dans le cas de variables qualitatives ;

- Des tests non paramétriques de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis et Friedman

qui ne font aucune hypothese sur la forme des distributions sous-jacentes
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2.6. Corrélations familiales

La ressemblance familiale est la ressemblance entre individus apparentés dont I'origine est
le partage de génes communs, de facteurs environnementaux, induit des corrélations
familiales de deux types :

- intra-génération (entre enfants ou entre parents) ;

- et inter-génération (parents-enfants) [Tregouet et al. 1999].

62



63



CHAPITRE 4 — RESULTATS ET DISCUSSION
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1. Etude de I'effet précoce de I’héritabilité génétique des facteurs de risque des
pathologies cardiovasculaires dans la cohorte STANISLAS.

PUBLICATIONS N°2 & 3

Comme cela a été précédemment évoqué, les divers facteurs de risque impliqués dans le
développement des pathologies cardiovasculaires présentent une composante génétique
dont I'amplitude et les mécanismes d’action restent a élucider. Nous avons choisi, au sein de
la cohorte STANISLAS, d’en étudier certains classiques : les traits lipidiques et la pression
artérielle ; et d’autres émergents : I"haptoglobine, molécule d’inflammation, et le VEGF,
molécule d’adhésion cellulaire. Une telle approche visait a mettre en exergue l'intérét de
mener des études d’épidémiologie étiologique sur les variants génétiques impliqués dans
I’héritabilité de ces traits au sein de populations pédiatriques. Les résultats obtenus nous ont
confortés dans cette voie en nous permettant de visualiser les modulations que pouvaient
exercer les facteurs environnementaux sur I’héritabilité génétique ; ou du moins sur sa

guantification.

De plus, nous avons pu démontrer que sur un point de vue strictement phénotypique, les

effets de cette héritabilité étaient mesurables en pratique clinique chez les enfants.

Ceci souligne donc l'intérét, pour mesurer les effets propres de la génétique, de se focaliser

sur ces populations pour lesquelles les effets de I’environnement sont encore minimes.
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1.1. L’héritabilité des traits lipidiques, de la pression artérielle, de I’haptoglobine et du
facteur de croissance de I’endothélium vasculaire dans la Cohorte STANISLAS.

PUBLICATION N°2

Les dyslipidémies, I'HTA, et les marqueurs de I'inflammation sont des facteurs de risque des
MCV impliqués dans la détermination du SM au méme titre que I'obésité centrale, I'acide

urique et les enzymes hépatiques.

Dans un échantillon regroupant 667 familles nucléaires de la cohorte STANISLAS composées
de deux parents et d’au moins un enfant biologique : 1 334 parents agés de 30 a 64 ans et
leurs 1137 enfants dgés de 12 a 25 ans (Tableau 7), nous avons étudié de maniére

transversale dans un premier temps I’héritabilité génétique des divers composants du SM.

La cohorte STANISLAS ayant été suivie de maniére prospective sur 10 ans, nous avons
également souhaité effectuer une étude longitudinale a court terme (5 ans) et avons
sélectionné, dans I’échantillon précédent, les familles ayant subi les deux examens de santé
consécutifs de 1994-95 et de 1999-2000. Ceci représentait 353 familles : 706 parents et leurs
502 enfants (Tableau 8).

Le modeéle d’estimation de I’héritabilité que nous avons utilisé prenait en compte trois
composantes indépendantes : la composante polygénique, I’environnement partagé au sein
de la cellule familiale, et I'environnement non partagé. Le Tableau 9 réuni les deux

premieres composantes étudiées.

Avec la premiére étude transversale, nous avons pu mettre en évidence une grande
héritabilité génétique des certains variants d’intérét :

- Les traits lipidiques : 44% pour le cholestérol total, 32,8% pour le HDL-C, 30% pour
I’ApoA-1, 38,5% pour I’ApoB, et 34,7% pour I’ApoE avec une importante signification
statistique (p<0,001) ;

- Et un marqueur d’inflammation : I'haptoglobine avec une héritabilité génétique
représentant plus du tiers de la variance globale dans cet échantillon (35,3% ;

p<0,001).
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A I'opposé, nous n’avons obtenu aucune héritabilité génétique significative pour la pression
artérielle. Ce dernier résultat était en contradiction avec les études antérieurement menées
sur un échantillon différent de la cohorte STANISLAS : de Andrade et ses collaborateurs [de
Andrade et al. 2002] observaient en 2002 une héritabilité génétique de la PAS de 32%. Une
telle disparité au sein d’'une méme cohorte prouve que la quantification de I’héritabilité d’un
trait peut varier en fonction de la spécificité des échantillons sélectionnés et notamment en
fonction de facteurs d’environnement ayant un effet modulateur ou masquant plus ou
moins appuyé. C’est un aspect que nous avons choisi d’investiguer plus avant et que nous

exposerons dans les chapitres a venir.

Il est a noter que lors de I'’étude longitudinale des variations a 5 ans des composants du SM,
aucune héritabilité génétique ne s’est avérée significative. A linverse, l'effet de
I'environnement partagé était trés élevé dans tous les cas de figure. Ceci nous permet
d’insister sur le fait que la notion d’héritabilité génétique, ou du moins sa quantification, est
une ‘photo’ a l'instant t de I'effet génétique réel, et qu’a court terme, cet effet pourrait étre

totalement masqué par I'environnement.

Enfin, notez que le VEGF n’étant pas un composant du SM, nous ne |'avons pas intégré a
cette étude. Néanmoins, son héritabilité génétique a été précédemment évaluée dans la
cohorte STANISLAS [Berrahmoune et al. 2007]. Dans le sous-ensemble de la cohorte dans
lequel ce trait avait été quantifié, sa variabilité interindividuelle était pour plus de la moitié
(60.6%) sous controle génétique. Néanmoins, les variants responsables de cette héritabilité

étaient restés indéterminés a I'époque.

Nous avons donc, dans la suite de nos travaux, cherché a identifier les variants concernés.
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Tableau 7 : Caractéristiques basales des 2 471 sujets inclus dans I'étude transversale - Données issues de la cohorte STANISLAS a t, : 1994-

1995
Adultes Enfants

Peres (n=667) Meres (n=667) Fils (n=575) Filles (n=562)
Age, années 42,5 (4,6) 40,4 (4,5) 15,5(2,9) 15,9 (3,3)
Poids, kg 77,1 (11,1) 61,4 (10,2) 57,1(13,3) 53,7 (9,7)
IMC, kg/m? 25,5 (3,2) 23,7 (3,9) 20,1 (3,0) 20,5 (3,1)
IPC, % 102,1 (12,8) 103,0 (17,5) 103,3 (13,1) 104,5 (15,1)
Tour de taille, cm 88,9 (9,0) 75,1 (9,0) 71,1 (7,4) 66,4 (6,6)
Ratio taille/hanche, 1 0,91 (0,06) 0,77 (0,06) 0,81 (0,04)c 0,73 (0,05)
Consom alcool, g/j 23,9 (25,7) 4,7 (8,9) 1,1 (5,7) 0,3(1,5)
Consom tabac, cig/j 5,4(9,4) 2,6 (6,4) 0,8(3,3) 1,2 (4,2)
Traitement anti-HT, % 3,3 1,7 0 0
Traitement anti-diab, % 04 0 0 0
Hypolipémiants, % 7 1,7 0,5 0,5
Anti-inflam, % 3,8 2,2 2,6 2,8
PAS, mmHg 128,3 (12,5) 120,3 (13,6) 121,2 (11,7) 115,2 (9,6)
PAD, mmHg 78,6 (9,7) 72,7 (10,3) 62,1 (11,1) 61,9 (10,2)
Triglycérides, mool/L 1,21 (0,71-2,06) 0,84 (0,55-1,29) 0,74 (0,48-1,14) 0,82 (0,54-1,23)
Cholestérol total, mmol/L 5,99 (1,10) 5,52 (0,91) 4,49 (0,82) 4,85 (0,84)
HDL-cholestérol, mmol/L 1,39 (0,35) 1,73 (0,42) 1,43 (0,36) 1,55 (0,35)c
ApoB, g/L 1,15 (0,26) 0,98 (0,22) 0,79 (0,19) 0,85 (0,19)
ApopAl, g/L 1,55 (0,23) 1,71 (0,26) 1,44 (0,21) 1,53 (0,24)
ApoE, mg/L 41,3 (14,4) 37,0 (10,6) 36,2 (9,8) 39,1(10,7)
Glycémie, mmol/L 5,19 (0,56) 4,88 (0,40) 4,92 (0,34) 4,79 (0,39)

Acide urique, umom/L
hs-CRP, mg/L
Haptoglobine, g/L

Orosomucoide, g/L

319,5 (67,7)
1,00 (0,35-2,87)
1,09 (0,49)
0,79 (0,19)

230,1 (48,6)
0,97 (0,31-3,02)
1,07 (0,42)
0,71 (0,18)

293,0 (61,2)
0,45 (0,15-1,34)
0,72 (0,41)
0,71 (0,21)

242,6 (45,7)
0,47 (0,16-1,38)
0,89 (0,41)
0,69 (0,20)
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ASAT, U/I

23,4 (16,6-33,0)

17,3 (13,0-23,0)

23,3 (16,7-32,8)

18,7 (14,3-24,4)

ALAT, U/I 30,2 (18,7-48,8) 17,6 (10,9-28,1) 19,2 (12,6-29,3) 15,5 (10,6-22,7)
GGT, U/I 30,4 (16,6-55,7) 16,2 (9,7-27,1) 13,9 (10,1-19,2) 11,3 (8,4-15,2)
Globules blancs, 109/I 6,92 (1,86) 7,05 (1,84) 6,58 (1,66) 7,12 (1,79)
Syndrome métabolique, % 14,8 6,4 0,5 1,1
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Tableau 8 : Evolution des caractéristiques des 1 208 sujets inclus dans I'étude longitudinale - Données issues de la cohorte STANISLAS a t,

(1994-1995) et t5 (1999-2000)

Peres (n=667) Meres (n=667) Fils (n=575) Filles (n=562)
A Poids, kg 2,41 (4,07) 2,10 (4,44) 13,99 (10,11) 6,22 (7,52)
A IMC, kg/m? 0,85 (1,33) 0,86 (1,70) 2,15 (1,80) 1,53 (2,35)
AIPC, % 2,22 (5,23) 0,98 (7,26) -0,72 (8,03) 0,21 (10,83)
A Tour de taille, cm 2,40 (4,70) 1,75 (4,65) 6,58 (5,19) 2,87 (5,58)
A Ratio taille/hanche, 1 0,02 (0,04) 0,02 (0,04) 0,01 (0,05) -0,01 (0,05)
A Consom alcool, g/j -0,70 (16,51) 0,89 (7,63) 3,70 (8,71) 1,06 (3,06)
A Consom tabac, cig/j -0,52 (5,63) -0,03 (3,35) 3,28 (6,41) 2,39 (5,49)
A PAS, mmHg -0,07 (12,72) 0,27 (13,01) 3,62 (12,05) 0,70 (9,98)
A PAD, mmHg -1,17 (11,25) -0,63 (11,70) 4,86 (13,03) 4,37 (12,46)
A Triglycérides, mool/L 0,11 (0,93) 0,03 (0,41) 0,08 (0,41) 0,01 (0,48)
A Cholestérol total, mmol/L 0,04 (0,89) 0,08 (0,76) -0,11 (0,68) 0,10 (0,78)
A HDL-cholestérol, mmol/L 0,02 (0,28) 0,05 (0,33) -0,15 (0,31) 0,09 (0,34)
A ApoB, g/L -0,03 (0,21) -0,03 (0,17) -0,03 (0,14) 0,00 (0,18)
A ApopAl, g/L -0,01 (0,18) -0,01 (0,23) -0,08 (0,21) 0,07 (0,27)
A ApoE, mg/L 1,78 (12,08) 2,59 (8,76) -2,62 (7,40) -3,16 (9,69)
A Glycémie, mmol/L 0,22 (0,86) 0,11 (0,53) -0,04 (0,92) -0,06 (0,51)
A Acide urique, mmom/L 3,64 (55,06) -3,21 (40,43) 30,84 (63,54) -16,50 (43,92)
A hs-CRP, mg/L 0,01 (7,39) 0,15 (5,53) 0,83 (5,87) 0,66 (2,66)
A Haptoglobine, g/L 0,05 (0,35) 0,07 (0,34) 0,29 (0,40) 0,18 (0,39)
A Orosomucoide, g/L 0,00 (0,16) 0,02 (0,17) 0,04 (0,23) -0,01 (0,24)
A ASAT, U/I 0,61 (13,88) 1,24 (7,99) -3,55(12,09) -1,20 (6,52)
A ALAT, U/I 0,22 (19,67) 0,59 (15,96) -0,47 (18,55) 0,25 (10,61)
A GGT, U/I 4,75 (22,94) 2,69 (19,12) 2,96 (6,13) 2,14 (5,61)
A Globules blancs, 109/I 0,01 (1,53) 0,10 (1,67) 0,24 (1,81) 0,25 (1,96)

A Syndrome métabolique, %
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t0
t5

14,2
20,7

7,1
7,9

0,8

1,2
0,4
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Tableau 9 : Composante de variance dans les 667 familles inclues a I'étude transversale et des 353familles inclues dans I'étude longitudinale

t0 t5
o2G (variance polygénique, %) o2C (enironnement partagé, %) oG (variance polygénique, %) o2C (enironnement partagé, %)

Cholestérol total 44,0*** 7,8%* 0 12,0%**
ApoB 38,5*** 12,6%** 0 16,5%**
Triglycérides 11,7 16,8*** 3,7 5,9
ApoE 34,7%** 10,6** 0 22,4%**
Cluster risque lipidique 40,5*** 8,9%* 0 10,2***
Tour de taille 4,1 25,8%** 0 15,8%**
IPC 7 22,6%** 0 11,1%**
PAS 10,9 8,8%** 0 13,4%**
PAD 0 12,2%%* 7,1 16,1%*
Acide urique 37,8%** 12,0%** 8,1 23,7%**
Cluster adiposité/PA 6,8 21,0%** 0 14,3***
Glycémie 20,8*** 17,6%** 0 24,0%**
HDL-cholestérol 32,8%** 16,3*** 0 27,2%%*
ApoAl 30*** 23,4%** 0 25,5%**
Cluster lipides protectrices 35,0%** 14,9%*** 0 18,3***
ALAT 18,8** 9,0** 0 5,7*
ASAT 13,6 14,3%** 0 2,6
GGT 8,4 11,9%** 0 10,4%**
Cluster enzymes hépatiques 18,4** 9,8%* 0 2,9
Haptoglobine 35,3%** 10,0** 7,3 9,9%*
hs-CRP 5,9 11,0** 0 5,6
Orosomucoide 8,9 16,7*** 0 7,4%*
Globules blancs 4,4 16,8*** 0 8,3**
Cluster inflammation 7,6 14,2*** 0 9,0%*
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1.2. Etude exploratoire de I'effet phénotypique de I’héritabilité des facteurs de risque
des maladies cardiovasculaire chez les enfants de la Cohorte STANISLAS.

PUBLICATION N°3

Avant de poursuivre nos investigations génétiques, nous avons choisi de faire un descriptif
simple de I'effet familial visualisable des facteurs de risque classiques des MCV chez les
enfants de la cohorte STANISLAS : la pression artérielle (systolique et diastolique), les lipides
(cholestérol total, HDL-C, LDL-C, TG), la glycémie et les données anthropométriques (IMC et
tour de taille). Le but était de démontrer que dans les populations pédiatriques ayant des
données infracliniques, il était quand méme possible de repérer les individus a risque en

fonction des variables de leurs parents.

Nous avons donc utilisé la totalité des familles STANISLAS pour lesquelles nous avions les
données investiguées a disposition pour les deux premiers bilans de santé : 693 familles

biparentales et leurs enfants soit 1 386 parents et 1 194 enfants au total (Tableau 10).

Dans un premier temps, nous avons classé les parents considérés ‘a risque’ selon le niveau
individuel de leurs facteurs de risque en fonction des recommandations Nationales et

Internationales :

PAS > 130mmHg pour la pré-HTA et > 140 mmHg pour I'HTA systolique ;
- PAD > 85mmHg pour la pré-HTA et > 90 mmHg pour I'HTA diastolique ;
- Cholestérol total = 6 mmol/L ;

- LDL-C 25,16 mmol/L;

- HDL-C<1mmol/L;

- TG=2mmol/L;

- Glucose > 6,2 mmol/L;

- IMC > 25 kg/m?;

- Ettour de taille > 80 cm pour les peres et 94 cm pour les meres.
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Cette premiére classification nous a permis d’identifier les familles considérées a risque pour
chaque trait étudié :
- Les familles non a risque constituaient les groupes 0 lorsqu’aucun parent n’était a
risque ;
- Les familles a risque modéré ou groupes 1 lorsqu’un parent (pére ou mére) était a
risque pour le trait considéré ;
- Et enfin, les familles a risque élevé lorsque les deux parents avaient leurs facteurs de
risque au-dela des valeurs seuil listées plus haut.

(Figure 12)

Figure 12 : Groupes familiaux en fonction du niveau de risque des parents STANISLAS

GROUPE 0 GROUPE 1 GROUPE 2

g

Ces groupes ainsi constitués, nous avons pu constater qu’a I'exception de la glycémie, tous
les facteurs de risque cardiovasculaire des enfants appartenant aux familles a risque élevé
avaient des niveaux supérieurs a ceux des enfants appartenant aux familles a risque
modéré ; qui étaient eux méme supérieurs a ceux des familles non a risque (Figures 13 et
14). Il y avait la ce que I'on pourrait qualifier ‘d’effet dose’ ou caractere graduel : une
caractéristique requise des facteurs de risque cardiovasculaire comme cela a été
précédemment expliqué.

Dans le cas de la glycémie, le faible effectif des groupes a risque était a notre sens a I'origine

de la non signification des résultats. En effet, la cohorte STANISLAS est composée d’individus
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a priori sains et leur glycémie est donc en moyenne en dega des seuils préconisés en
prévention.

Ainsi, méme sur un plan strictement phénotypique, les effets de I’héritabilité d’un facteur de
risque cardiovasculaire sont mesurables en pratique clinique chez les enfants. Il suffit pour

cela d’évaluer le ‘niveau de risque’ de leurs parents.

Ce fait, associé a la difficulté que représente la quantification de I'effet propre de la
génétique sur la variabilité interindividuelle d’un trait donné, souligne a notre sens l'intérét
gue représente les études d’épidémiologie génétique se focalisant sur des populations

pédiatriques pour lesquelles les effets de I’environnement sont encore minimes.
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Tableau 10 : Caractéristiques phénotypiques des familles étudiées et variations au cours des examens de santé

Peres Meres Test de Fils Filles Test de
Examen p-values . p-values A
(n=693)*  (n=693)* Levene (n=585)*  (n=609)* Levéne
42,85 +
Age, années t0 5,08 40,7 £4,8 <0,001 0,254 13,3+3,6 13,6+3,9 0,29 0,03
47,56 +
t5 5,12 45,5+4.28 <0,001 0,257 18+3,6 18,3+3,9 0,257 0,045
127,6 + 119,2 + 115,2 +
PAS, mmHg t0 12,3 12,5 <0,001 0,008 12,3 111 +9,5 <0,001 <0,001
128,4 + 121,1+ 122,4 +
t5 13,4 14,2 <0,001 0,904 10,8 115,4+9,1 <0,001 <0,001
A 1,2+122 19+123 0,254 0,168 7,2+116 4,4+10,2 <0,001 0,001
PAD, mmHg t0 78,1+9,7 725%9,7 <0,001 0,001 57,8+11 57,2+10,7 0,668 0,441
t5 77,6 £10,2 72,299 <0,001 0,369 64 £ 10,5 6291 0,074 0,236
A -05+11 -0,3+10,5 0,703 1,157 6,2+12,5 541121 0,299 0,949
PP, mmHg t0 49,5+9,3 46,7+8,8 <0,001 6,641 57,4+12,1 53,5+10,1 <0,001 <0,001
t5 51,1+9,4 489+9 <0,001 0,823 58,5+12,5 52,5+10,9 <0,001 0,001
A 1,7+106 2,2+104 0,348 0,034 1,1+15,1 -1+13,3 0,01 0,001
PAM, mmHg t0 946+9,7 88,1+9,9 <0,001 0,38 76,9+9,9 753191 0,005 0,026
t5 94,6 £+10,5 88,5+10,7 <0,001 0,212 83,5+8,8 80,4+8,2 <0,001 0,123
A 0,1+10,3 0,5+10 0,467 0,319 6,5+9,9 51+9,7 0,011 0,98
Cholestérol total, mmol/L t0 599+1,12 5,53+0,9 < 0,001 21,268 4,63+0,82 4,87+0,8 <0,001 0,465
t5 598+1,03 5,62+0,93 <0,001 5,355 437+0,8 4,8+0,92 < 0,001 0,062
-0,02 +
A 0,943 0,08 £0,78 0,031 8,204 -0,27+0,69 -0,07+0,73 <0,001 0,601
LDL-cholestérol, mmol/L t0 1,06 +0,98 3,54 +0,86 <0,001 11,277 2,88+0,76 3,06+0,75 < 0,001 0,704
t5 3,81+£0,9 3,34+0,85 < 0,001 1,856 2,51+0,75 2,71+0,83 <0,001 0,44
A -0,25+0,76 -0,21£0,66 0,223 9,741 -0,37+0,61 -0,35+0,61 0,589 0,48
HDL-cholestérol, mmol/L t0 1,27+0,35 1,56+0,39 <0,001 10,778 1,4+0,36 1,43+0,34 0,146 0,126
t5 1,42+04 1,75+0,44 <0,001 11,25 1,39+0,34 1,63+0,39 < 0,001 0,003
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Triglycérides, mmol/L

Glucose, mmol/L

IMC, kg/m?

tour de taille, cm

t0
t5

t0
t5

t0
t5

t0
t5

0,15 + 0,28
1,39+ 1,47
1,54 + 1,06
0,15 + 1,22
5,22 +0,7
5,3+0,91
0,07 + 0,81
25,5+3,3
26,3+3,6
0,9+1,3
88,5+8,8
90,7 +9,2
2,4+4,7

0,19 + 0,33
0,88 + 0,53
1,1+ 1,49
0,23 + 1,45
4,92 +0,42
4,93 + 0,54
0,01 + 0,56
23,8+4
24,8 +4,5
1+1,6
75+8,8
90,7 +9,2
2,4+4,7

0,008
< 0,001
<0,001

0,303
<0,001
< 0,001

0,08
< 0,001
<0,001

0,114
<0,001
< 0,001

0,423

17,119
51,105
20,511
11,33
9,01
12,101
13,406
21,516
29,076
21,529
0,001
3,608
0,017

-0,01+0,32
0,7+0,4
0,92 + 0,42
0,22 + 0,42
4,94 +0,37
4,84 +0,7
-0,1+0,76
18,8 + 3,3
21,2 3,3
2,4+1,8
66,5 + 8,7
74,4 +8,1
7,7+5,3

0,2 +0,33
0,76 £ 0,36
0,93 + 0,44
0,17 £ 0,46
4,84 +0,37
4,7 +0,48
-0,15 + 0,56

19+3,2
21,1+3,2
2,1+2,3
62,5+7,2
67,4+6,38
4,9+5,8

<0,001
0,005
0,654
0,054
<0,001
< 0,001
0,204
0,284
0,562
0,011
<0,001
<0,001
<0,001

0,345
758
0,656
0,195
0,623
0,233
0,243
0,967
0,602
< 0,001
<0,001
< 0,001
0,121
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Figure 13: Niveaux des facteurs de risque cardiovasculaire des enfants Stanislas en

fonction des groupes familiaux au premier examen de santé
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Figure 14: Niveaux des facteurs de risque cardiovasculaire des enfants Stanislas en

fonction des groupes familiaux au second examen de santé
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2. Etude d’associations pangénomiques de facteurs de risque des maladies
cardiovasculaire dans des populations pédiatriques: I’haptoglobine, la pression

artérielle et les lipides.

Avec 'avenement des études d’associations pangénomiques ou GWAS, l'identification des
variants génétiques impliqués dans la variabilité interindividuelle des facteurs de risque des
pathologies cardiovasculaires a pris un tournant décisif. En effet, 'approche gene-candidat
classique, utilisée antérieurement, était basée sur une connaissance a priori des mécanismes
et des interconnexions menant au développement de la pathologie. La communauté
scientifique étudiait des variants génétiques ciblés selon une hypothése physiopathologique
préalable (identification d’'une voie enzymatique ... etc.). Par conséquent, les découvertes
fulgurantes des premiéres années de I'épidémiologie génétique des pathologies

cardiovasculaire ont fini par s’essouffler.

De plus, nous avons évoqué précédemment le cas de traits ayant une forte héritabilité
génétique non expliquée par les génes candidats. Ceci souligne bien la nécessité, pour
dépasser le pallier atteint, de développer une approche s’affranchissant d’une hypothese
préalable et permettant par conséquent de mettre en évidence des variants et

cheminements physiopathologiques inédits : I'approche pangénomique.

Nous avons effectué le GWS d’un échantillon de 631 enfants minces non apparentés issus de
la cohorte STANISLAS avec pour objectif de mener des études d’association pangénomique
selon deux approches distinctes :

- Une approche exploratoire et innovante visant a rechercher des variants génétiques
associés a un facteur de risque émergent des MCV pour lequel nous avons observé
dans la cohorte STANISLAS une forte héritabilité génétique : 'haptoglobine [Herbeth
et al. 2010] ;

- Et une approche ‘réplicative’ des résultats antérieurement obtenus lors de I'étude de
facteurs de risque classiques des pathologies cardiovasculaires dans des populations

pédiatrique : la pression artérielle et les lipides.
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Les GWAS ayant un design en plusieurs stades hiérarchiques consécutifs et nécessitant donc
une réplication des résultats des stades antérieurs dans de larges populations
indépendantes, nous avons intégré des Consortia Internationaux et initié des projets

collaboratifs permettant d’avoir acces a de telles populations.

Au terme de ce volet de notre thése, nous avons pu démontrer que les variants génétiques
connus chez I'adulte pouvaient étre détectés chez I’enfant et que surtout, certains variants
inédits, dont l'effet pouvait étre masqué par des facteurs environnementaux, étaient
observables dans des populations pour lesquelles ces facteurs environnementaux étaient

minimisés : les populations pédiatriques.

Nous avons également mis en évidence des variants génétiques associés a des traits jusque

la non investigués et donnant un éclairage nouveau aux interconnexions existant entre

divers facteurs de risque des pathologies cardiovasculaires.
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2.1. Genome-Wide Association Study de [I’Haptoglobine dans des populations
pédiatriques.

PUBLICATION N°4

L’haptoglobine est une molécule inflammatoire qui a la propriété de former un complexe
avec ’hémoglobine lors de son relargage par les érythrocytes en vue de son élimination dans
le foie. Elle a donc pour propriété avérée de prévenir la génération d’especes d’oxygene
réactives ou reactive oxygen species (ROS) [Okazaki et al. 1997].

Comme cela a été précédemment évoqué, Holme et ses collaborateurs [Holme et al. 2010]
ont récemment établi un lien entre cette molécule et le risque d’infarctus du myocarde,
d’AVC et d’insuffisance cardiaque dans I’étude AMORIS. L’haptoglobine est ainsi un facteur
de prédiction majeur des événements cardiovasculaires [Holme et al. 2009]. Mais quel est le

mécanisme sous-jacent ?

Les 631 enfants STANISLAS ont constitué I’échantillon de phase 1 ou ‘discovery set’. Nous y
avons effectué une GWAS et identifié une forte association de variants présents dans un
block en déséquilibre de liaison de 218 kilo bases incluant le gene Haptoglobin (HP) et le
géne Haptoglobin Related Protein (HPR) sur le chromosome 16 avec les taux d’haptoglobine.
Seuls les variants rs2000999 ([3=-0,123; p=6,32x10'13) et rs10492825 (3=-0,093; p=5,50x10"
%) atteignaient le seuil ‘genome-wide significant’. Leur proximité physique (en déséquilibre
de liaison, r’=0, 48 — HapMap CEU release 27) pouvait laisser présumer que nous ne
visualisions qu’un unique signal, et c’est ce que nous avons vérifié par une régression
conditionnée de chaque variant sur l'autre. Lors de cette régression conditionnée, nous
avons également testé tous les variants présents dans la zone de recombinaison de ce locus.
Au terme de cette procédure, seul le rs2000999 dans le gene HPR conservait une
signification élevée : p,justé sur r<10492825=1,9x107. Il était donc le seul ayant un effet

indépendant sur la variabilité interindividuelle de I’'haptoglobine (Tableau 11).

Pour cette étude spécifique, nous avons réévalué |’héritabilité génétique de I’haptoglobine
dans un échantillon indépendant de celui dans lequel cette procédure avait précédemment
été faite. Nous avons donc sélectionné 656 familles nucléaires (2 680 sujets) dans la cohorte

STANISLAS pour lesquels les variants rs2000999 et rs10492825 avaient été génotypés. La
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variance polygénique de ce trait était également élevée dans cet échantillon (24,9%) et un
ajustement avec le rs2000999 diminuait ce résultat de 10,5% alors qu’un ajustement sur le
rs10492825 ne changeait rien. Le variant rs2000999 participait donc a hauteur de 42% a

I’héritabilité génétique globale de I’haptoglobine (Tableau 12).

L’association du rs2000999 a été répliquée et confirmée lors d’une phase 2 dans un
échantillon familial de la cohorte STANISLAS, et les cohortes GENDAI et OBE (N=4 579,
préplication=3:5X1o-41; pméta—analysez&ogx10-59; Tableau 11)-

Le rs2000999 a été tres récemment associé au cholestérol total et au LDL-C dans des
populations adultes: 4 200 sujets issus du consortium ‘European Special Populations

Research Network’ (EUROSPAN, http://eurospan.gen-info.hr/publications.html) [Igl et al.

2010] et plus de 100 000 sujets Européens et non Européens réunis dans une large méta-
analyse ayant permis de confirmer 95 variants génétiques fortement associés aux lipides
[Teslovich et al. 2010]. Nous avons réaffirmé cette association dans 5 cohortes pédiatriques

réunissant 8 946 enfants (Pcholestérol tota=0,002, pLo=0,0008).

Au terme de cette étude, nous avons donc identifié un unique variant génétique, le
rs2000999, expliquant quasiment la moitié de I’héritabilité génétique de I’haptoglobine
(42%) et permettant de faire le lien entre inflammation et des facteurs de risque
cardiovasculaire connus : les lipides. En pratique clinique, le fait que cette association soit si
forte a un jeune age souligne l'intérét potentiel du génotypage du rs2000999 pour
permettre I'identification précoce des sujets a risque concernant toutes les pathologies dans

lesquelles I’'haptoglobine est impliquée, et dans notre cas les MCV.
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Tableau 11 : Phases de mise en évidence et réplication de I’association du rs2000999 avec le taux d’haptoglobine dans les populations

pédiatriques

SNP Gene  Population Stage N MAF 11 12 22 B SE p brute p ajustée*
rs2000999 HPR  STANISLAS Discovery 601 0,21 0,736 + 0,406 0,532 + 0,321 0,361 + 0,180 -0,123 0,017 6,32E-13  1,95E-07
STANISLAS Replication 3145 0,20 1,056 + 0,467 0,819 * 0,445 0,549 = 0,330 -0,138 0,007 1,17E-75
OBE Replication 1015 0,22 1,261 + 0,492 1,064 + 0,455 1,002 + 0,534 -0,088 0,013 1,20E-11
GENDAI Replication 419 0,25 0,811 + 0,450 0,813 *+ 0,558 0,731 + 0,319 -0,021 0,021 0,306
REPLICATION Replication 4579 0,22 3,49E-41
MA Replication 5 180 8,09E-59

* signification statistique aprés ajustement sur le SNP rs10492825
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Tableau 12 : Estimation de I’héritabilité de I’haptoglobine dans la cohorte STANISLAS — composante de variance de Fisher

o2G @ o2E R .
R . - . . . Modeéle alternatif
Modeéle Variance polygénique Envonnement partagé Environnement Variance totale 2 (df) P
(%) (%) spécifique (%) X
1* 0,0478 £ 0,0120 0,0250 + 0,0065 0,1194 + 0,0078 0,1922
249 % 13,0 % 62,1 %
2%* 0,0253 +0,0112 0,0275 + 0,0059 0,1224 £ 0,0076 0,1752 Modele 1: 213,86 (4)
14,4 % 15,7 % 69,9 % p<0,001

* Sans ajustement sur le rs2000999

** Ajustement sur le rs2000999

85



2.2. Genome-Wide Association Study de la pression artérielle dans des populations

pédiatriques. Effet de I'obésité.

Nous avons vu dans le chapitre précédent que l'identification de I'effet d’un variant pouvait
étre conditionnée par le type de population et surtout par I'effet de I'environnement sur
cette population. Dans une étude non encore publiée, nous avons donc voulu mettre en
évidence ce fait en illustrant la relation bien connue entre pression artérielle et obésité

[Muntner et al. 2004].

Nous avons donc mené deux GWAS simultanées chez les 631 enfants minces de la cohorte
STANISLAS et chez 1015 enfants obeéses issus de la population OBE. Dans les deux
populations, aucun variant n’a atteint le seuil ‘genome-wide significant’ mais ceci n’avait rien
de surprenant car la pression artérielle est un trait qui a toujours été difficile a investiguer en
GWAS [Levy et al. 2007]. Ce n’est que trés récemment que des variants génétiques ont été
identifiés dans de tres larges populations Européennes [Levy et al. 2009 ; Newton-Cheh et al.
2010] et Japonaises [Takeuchi et al. 2009].

Nous avons par la suite entrepris de répliquer in silico, dans nos populations pédiatriques, les
résultats obtenus par les GWAS précédemment citées. Cette procédure visait a minimiser le
nombre de tests multiples et donc a augmenter le seuil de signification.

A I'exception des génes CYP17A1 et ITGA9, tous les loci mis en évidence dans des
populations adultes ont pu étre répligués dans nos deux populations pédiatriques,
notamment CCL20, STK39, CNTN4, CAMK4, C6orf166-SPACA1, TRPA1-KCNB2, C1l4orf118,
CDH13, MECOM, C100rf107, PLEKHA7, TBX3-BX5, SH2B3, CSK-ULK3, ZNF652, CASZ1, MDS1,
ATP2B1, PLCD3, MTHFR et ATP2B1 (Tableau 13). Néanmoins, nous avons observé que les
SNPs spécifiques a une population ne I’étaient pas dans I'autre et ceci expliquait le fait que la
méta-analyse regroupant I’échantillon STANISLAS et I’échantillon OBE ne permettaient
d’observer aucune signification nominale. Ainsi, au sein d’'un méme loci, le variant impliqué
dans la variabilité interindividuelle de la pression artérielle (systolique ou diastolique) était

dépendant de la corpulence de la population considérée.

Le cas particulier du rs7556897 localisé sur le gene CCL20 a également soulevé notre

attention. En effet, ce variant était le seul a étre associé a la PAD dans les deux populations
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simultanément mais avec un effet opposé : une diminution de la pression chez les enfants
minces (B=-1,27 + 0,56; p=0,024) et une augmentation de la pression chez les enfants
obeses (B=+2,18 + 0,71; p=0,002) (Tableau 13). Cette constatation venait renforcer de
précédentes études in vitro impliquant ce géne dans la physiopathologie de I'obésité : CCL20
code pour une chémokine de 96 acides amines exprimée dans le foie, les lymphocytes et les
adipocytes [Duffaut et al. 2009] et dont I'expression a été positivement corrélée a I'lMC. Une
augmentation des niveaux d’ARN messager et de la protéine chez les enfants obéeses peut

donc expliquer en partie une augmentation paralléle de leur pression artérielle.

Du point de vue de la fonctionnalité, le locus SUFU a également démontré un intérét car il a

récemment été associé a I'adipogenése [Pospisilik et al. 2010].

Ainsi, cette étude nous a permis de prouver que les variants génétiques liés a la pression
artérielle avaient un effet continu tout au long de la vie ; mais surtout que cet effet pouvait
étre modulé par les répercussions que pouvait avoir I’environnement sur les individus
concernés : en l'occurrence ici, sur I’'obésité.

Il serait opportun de répliquer ces résultats dans de plus larges échantillons, de préférence
pédiatriques, et d’effectuer des études de transcriptomique de facon a nous assurer que les

associations et surtout que les disparités observées sont robustes.
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Tableau 13 : Etude de réplication chez les enfants minces et obéses

SNP biblio  CHR Géne a proximité SNP en LD prozz'ietef;L p)  PISTANISLAS) P (OBE) trait
rs10493340 1 N/A rs1498937  ATG4C - FOXD3 0,014 0,885 PAD
rs953653  ATGAC -- FOXD3 0,030 0,229 PAD

rs7591163 2 CCL20 rs9288627  SLC19A3 - CCL20 0,020 0,117 PAD
rs7556897  SLC19A3 - CCL20 0,024 0,002 PAD

rs940339  CCL20 -- WDR69 0,857 0,026 PAS

rs4973239  SLC19A3 - CCL20 0,309 0,019 PAD

rs6749447 2 STK39 rs7595310 STK39 0,023 0,757 PAS
serine threonine kinase 39 (7597374  STK39 - LASS6 0,030 0,853 PAS

rs9646776  STK39 - LASS6 0,863 0,045 PAD

rs4370013 3 CNTN4 contactin 4 rs6442742 CNTN4 0,033 0,869 PAD
rs10510238 CNTN4 0,047 0,246 PAD

rs4685527 CNTN4 0,639 0,046 PAS

rs6768322 CNTN4 0,756 0,035 PAD

rs10491334 | 5 CAMK4 CAMK4 0,025 0,606 PAS
calcium/calmodulin-dependent rs25923 CAMK4 0,008 0,288 PAS

protein kinase IV rs3733995 CAMK4 0,047 0,963 PAS

rs389402 CAMK4 0,867 0,010 PAD

rs10515427 CAMK4 0,250 0,014 PAD

rs2509458 6 AL356970.1 rs9344757  CNR1 66 RNGTT 0,044 0,128 PAS
rs1535987 C60rf166 -- SPACAL 0,013 0,392 PAD

rs2787942 C60rf166 — SPACAL 0,647 0,004 PAS

rs1963982 8 RP11-656G20.1 0,019 0,577 PAD
rs2701453  TRPAI -- KCNB2 0,036 0,572 PAD

rs4738223  TRPAI -- KCNB2 0,207 0,045 PAS
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rs2121070 14 Cl4orf118 rs8008940 C14orf118 -- ESRRB 0,016 0,934 PAS
rs2360982 Cl14orf118 0,920 0,036 PAD

rs935334 14 ESRRB rs8008940 C14orf118 -- ESRRB 0,016 0,934 PAS
rs2360982 (C14orf118 -- ESRRB 0,920 0,036 PAD

rs3096277 16 CDH13 rs12446894 0,010 0,184 PAS
cadherin 13, H-cadherin (heart) 0,026 0,898 PAS

rs11149606 HSBP1 -- MLYCD 0,547 0,028 PAS

0,955 0,041 PAS

rs9815354 3 ULK4 0,231 0,021 PAD
unc-51-like kinase 4 rs17066958 0,515 0,039 PAD

rs1918974 3 MECOM DEosSSsS VS 0,003 0,389 PAD
0,618 0,013 PAS

rs1530440 10 C10orf107 rs10740055 0,016 0,880 PAS
C100rf107 -- 0,027 0,891 PAD

C100rf107 -- 0,738 0,004 PAS

C100rf107 -- 0,616 0,010 PAS

 rs11024074 11 PLEKHA7 0,544 0,042 PAS
pleckstrin homology 0,005 0,367 PAS

domain containing, 0,045 0,422 PAD

family A member 7 0,233 0,007 PAS

0,391 0,013 PAD

0,580 0,022 PAD

rs2384550 12 TBX3 -- TBX5 0,005 0,367 PAS
0,045 0,422 PAD

0,233 0,007 PAS

0,391 0,013 PAD

0,580 0,022 PAD



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=219621

. rs653178 12 SH2B3 rs3847953 CUTL2 0,029 0,638 PAS
SH2B adaptor protein 3 152239194 SH283 0,511 0,006 PAS

(6495122 15 CSK -ULK3 rs11856413 Cl50rf17 - COX5A 0,048 0,365 PAS
rs8025170  SCAMP2 - MPI 0,004 0,627 PAS

15936227  CPLX3 - SCAMP2 0,446 0,037 PAS

rs16948048 17 ZNF652 rs4987082 PHB 0,034 0,205 PAS
12293215 GNGT2 0,013 0,751 PAS

rs935129 PHB 0,787 0,021 PAD

rs6504599 BAGALNT2 0,508 0,043 PAD

rs12046278 1 CASZ1 "rs284254  C€Asz1 0,027 0,340 PAS
rs880315 CASZ1 0,023 0,857 PAS

(rs284254 GASZIE 0,012 0,213 PAD

rs4845948 CASZ1 0,915 0,045 PAD

5284262 CASZ1 0,280 0,048 PAD

rs448378 3 MDS1 DESESSss VS 0,003 0,389 PAD
17622799 MDS1 0,618 0,013 PAS

rs1004467 10 CYP17A1 157096169 Cl0orf32 0,030 0,890 PAS
rs7086205 CUEDC2 -- C100rf95 0,329 0,011 PAS

rs1163073 INA 0,885 0,035 PAS

rs11191537 CNNM2 0,605 0,050 PAD

rs4917978 SUFU 0,630 0,016 PAD

rs11594179 SUFU 0,221 0,044 PAD

rs11191548 10 CYP17A1 157096169 Cl0orf32 0,030 0,890 PAS
rs729211 FAM26C 0,017 0,443 PAS

| 1216497 PLEKHA7 0,044 0,502 PAS

rs2863733 NEURL 0,009 0,682 PAD

rs1163073 INA 0,885 0,035 PAS

rs6584555 NEURL 0,923 0,030 PAS

rs4917978 SUFU 0,630 0,016 PAD

rs11594179 SUFU 0,221 0,044 PAD
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11 PLEKHA7 0,044 0,502 PAS

152681492 12 ATP2B1 rs10506979 ATP2B1 0,038 0,058 PAS

rs12946454 17 rs1989229 FMNL1 0,001 0,889 PAD
rs7223320 PLCD3 0,028 0,129 PAD

rs12450321 HEXIM2 0,803 0,015 PAS

rs11657325 HEXIMZ2 0,521 0,034 PAD

rs11014166 10 ACBD4 rs2482100 CACNB2 0,004 0,549 PAD
acyl-CoA binding domain containing 4 rs10508561 CACNB2 0,959 0,021 PAS

rs7895709 NUSUN6 0,823 0,030 PAD

 rs3184504 12 SH2B3 rs3847953 CUTL2 0,029 0,638 PAS
NSO 0511 0,006 PAS

rs17367504 1 MTHFR rs4845877 AGTRAP -- MTHFR 0,014 0,796 PAD
rs1133398 AGTRAP -- MTHFR 0,024 0,551 PAD
rs6676300 NPPB -- KIAA2013 0,613 0,028 PAS
rs1801133 MTHFR 0,350 0,039 PAD
rs880315 1 CASZ1 CASZ1 0,023 0,857 PAS
0,027 0,340 PAS

rs155524 3 ITGA9
rs16998073 4 FGF5 rs7657506 ANTXR2 -- PRDM8 0,025 0,984 PAS
rs7667228 ANTXR2 0,015 0,741 PAD
rs2290755 FGF5 -- C4orf22 0,524 0,004 PAD
rs10518233 ANTXRZ2 -- PRDMS8 0,067 0,026 PAD
rs12413409 10 CYP17A1 rs729211 FAMZ26C 0,017 0,443 PAS
rs4917978 SUFU 0,630 0,016 PAD

| rs2681472 12 ATP2B1 rs10506979 ATP2B1 0,038 0,058 PAS

rs1378942 15 CSK -- ULK3 rs881536 CPLX3 -- SCAMP2 0,033 0,176 PAS




2.3. Genome-Wide Association Study de traits lipidiqgues dans des populations

pédiatriques. Identification de variants inédits.

Les traits lipidiques ont largement été investigués dans le cadre des GWAS sur des
populations adultes. Néanmoins, il n’existe a notre connaissance aucune étude ciblée sur
des populations pédiatriques alors que ces traits subissent une influence trés importante des
facteurs environnementaux. Notre postulat était donc le suivant : il serait intéressant de
s’assurer que les associations observées chez les adultes sont visualisables dés I'enfance
mais aussi qu’il existe une sorte d’effet cumulatif des facteurs environnementaux qui

masqueraient avec le temps I'effet de certains variants génétiques.

Nous avons donc mis en place une étude d’association pangénomique réunissant 9 800
enfants d’origine Européenne dans deux phases consécutives et 8 886 adultes dans une
troisieme phase de réplication.

La ‘discovery cohort’ s’est composée des enfants STANISLAS et OBE pour lesquels nous
avons mené deux GWAS sur le cholestérol total, les HDL et LDL-C et les TG. A la suite d’une
méta-analyse, nous avons effectué un SNPlex dans quatre populations pédiatriques :
STANISLAS (échantillon non concerné par le GWS), NFBC86, GENDAI et Verona pour une
phase 2. Nous avons ainsi pu démontrer que certaines associations génétiques mises en
évidence chez I'adulte avaient un effet observable dés I'enfance comme dans le cas de la
pression artérielle. Le rs780094 dans le locus GCKR (p=3,70x10™*) a été associé aux TG
[Willer et al. 2008, Aulchenko et al. 2009, Kathiresan et al. 2009]; et le gene PCSK9 lié dans la
littérature au LDL-C [Willer et al. 2008, Kathiresan et al. 2009] associé chez les enfants au
cholestérol total (p=3,96x10), aux TG (p=1,04x10") et au HDL-C (p=1,15x10°%) par
I'intermédiaire du rs207136. Enfin, nous avons confirmé I’association du locus TOMM40
proche du géne APOE avec le LDL-C (p=3,25x10") et le cholestérol total (p=7,39x10™")
[Aulchenko et al. 2009] via le rs2075650.
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Mais nous avons surtout mis en évidence 11 variants inédits : rs10518422, rs2082163,
rs11075365, rs4818278, rs2823986, rs4918082, rs2607919, rs933193, rs724815, rs12591800
et rs314672.

C’est ces 11 variants que nous avons recherché a répliquer dans une phase 3 réunissant deux
populations adultes issues des cohortes STANISLAS et DESIR. Nous avons ainsi pu confirmer
que 6 variants étaient spécifiques a I'enfance : le rs12591800 (ATPBD4, puoi=7,41x10" et
Peholestérol tota=1,26x107%); le rs4918082 (PLCE1, pupi=2,62x10% et pre=1,01x10%%); le
rs2607919 (NINJ2, Pcholestérol torai=1,25x10% et pupi=3,80x107%); le rs933193 (DADI,

pup=3,77x10°%); le rs724815 (NOVA1, pupi=1,10x10"%); et le rs314672 (PRKD2, pre=3,18x10
02)

Ce derniers cas de figure peut s’expliquer par le fait que la croissance de l'effet de
I’environnement sur un sujet donnée (avec I'dge) masque peu a peu l'effet de certains

variants génétiques.

Cette étude en toujours en cours.
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3. Identification de profils génétiques chez les sujets supposés sains de la cohorte
STANISLAS : répercussions phénotypiques.
PUBLICATION N°5

Mais pour quelle raison est-il si important de mettre en évidence les variants génétiques des

facteurs de risque des MCV chez des sujets encore sains ... et jeunes ?

A terme, il serait profitable de mettre en évidence des profils génétiques permettant de
sélectionner des sujets a risque sur lesquels cibler plus particulierement des stratégies

préventives adaptées.

Ainsi, nous avons recherché chez 1 551 sujets de la cohorte STANISLAS des profils génétiques
ou clusters explicatifs des niveaux de facteurs de risque divers : anthropométrie, pression
artérielle, lipides, consommation de tabac et d’alcool. Pour se faire, nous avons utilisé une
approche geéne candidat au sein de la cohorte STANISLAS.

A I'aide d’une combinaison factorielle sur 27 variants génétiques connus, nous avons isolé six
clusters génétiques (Figure 15) ayant un potentiel discriminant indépendant de I'dge sur les
facteurs de risque étudiés en relation (Tableaux 14 et 15). Ces clusters ou profils génétiques
ont été nommés Cyas3, Cas, Ci6, C14, C12 €t Cig en fonction de leurs effectifs.

- Cyg était tres corrélé a une PAD et des concentrations en cholestérol total, TG, ApoB,
ApoE (et LDL-C uniquement a tp) élevées et a des concentrations en ApoA-I et HDL-C
faibles ;

- Au contraire les sujets appartenant a Cy¢ avaient des concentrations en cholestérol
total, LDL-C (a t0), TG (a t5), ApoB, ApoE faibles et des concentrations en ApoA-| et
HDL-C élevées ;

- Cy4 était associé a de faibles consommations d’alcool et de tabac ;

- Etles individus du profil C1, étaient plus minces (tour de taille, tour de hanche, IMC,
poids faibles) et avaient de faibles concentrations en glucose, cholestérol total et
ApoB a ts.

Ainsi, la détermination de clusters génétiques ‘a risque’ cardiovasculaire permet en pratique

d’identifier un groupe d’individus pour lesquels les phénotypes concernés seront plus élevés.
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Il serait intéressant de poursuivre cette approche en combinant les résultats GWAS avec

ceux des études gene-candidat antérieures.

Figure 15 : Signature des clusters génétiques identifiés
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Tableau 14 : Evaluation clinique et mesures biologiques au sein des clusters au premier examen de santé (t,)

C1549 C1553 C12 C44 C14 C10 Clé
t0, moyenne (SD) p-value
(n=1549) (n=1553) (n=12) (n=44) (n=14) (n=10) (n=16)
Age, années 40,50 (4,60) 40,44 (4,57) 40,08(4,03) 42,14(5,32) 39,57a(4,26) 43,50b(4,88) 41,31(4,32) 0,101
163,56 a 169,99 b
Taille, cm 167,72 (8,99) 167,68 (9,01) 165,53(7,97) 169,66 (8,17) (8,48) 169,57 (9,91) (8,47) 0,238
74,30 b
Poids, kg 68,88 (13,03) 68,76(12,94) 64,01a(9,16) 70,81(12,65) 70,60 (22,83) (15,65) 72,45 (10,87) 0,319
IMC, kg/m? 24,37(3,51) 24,35(3,48) 23,46a(3,62) 24,45(2,91) 2597b(6,39) 25,62 (3,49) 25,08 (3,40) 0,639
78,17 a 86,10 b
Tour de taille, cm 81,25(10,98) 81,12(10,93) (10,66) 83,86 (10,45) 83,86 (18,19) (11,49) 83,19 (8,70) 0,233
Tour de hanche, cm 97,73 (6,71) 97,73 (6,67) 95,25a(5,46) 96,82(5,89) 98,64(11,93) 99,20(7,91) 99,81b (6,88) 0,499
Ratio taille/hanche, 1 0,83 (0,09) 0,83 (0,09) 0,82 a (0,10) 0,86 (0,08) 0,85 (0,12) 0,87 b (0,08) 0,83 (0,07) 0,12
135,00 b 119,69 a
PAS, mmHg 122,67 (12,64) 122,54 (12,47) 123,42 (12,83) 125,02 (11,65) 122,57 (8,20) (32,01) (11,28) 0,626
84,30b
PAD, mmHg 74,81(9,78)  74,79(9,69) 71,83a(9,72) 75,95(9,29) 72,21 (8,47) (18,79) 71,94 (10,24) 0,020%**
13,55a 34,21b
Consoma Icool, g/jour 13,96 (21,91) (21,40) 23,96 (31,43) 14,99 (19,74) 14,64 (21,48) 23,44 (29,05) (43,47) 0,122
Consom tabac act, cig/jour 4,25 (8,39) 4,25 (8,36) 4,25 (11,51) 3,00 (6,57) 5,57 (10,56) 2,90a(4,86) 7,19b(11,96) 0,805
11,07 b
Consom tabac pas, cig/jour 4,27 (9,43) 4,14 (9,19) 6,58 (12,20) 5,86 (9,70) (21,97) 9,10 (13,88) 1,31 a(4,51) 0,144
Glycémie, mmol/L 5,07 (0,512) 5,07 (0,51) 4,93 a (0,26) 5,08 (0,54) 5,16 (0,73) 5,29 (0,45) 5,31 b (0,40) 0,103
Triglycérides, mmol/L 1,06 (0,67) 1,04 a (0,65) 1,19 (0,54) 1,31 (0,86) 1,36 (1,10) 1,77 b (0,96) 1,12 (0,92) 0,009%***
Cholestérol total, mmol/L 5,73 (1,00) 5,72 (1,00) 5,96 (1,02) 5,82 (0,97) 5,65 (0,91) 6,64 b (0,82) 5,61a(1,01) 0,059*
LDL-cholestérol, mmol/L 3,83 (0,95) 3,82 (0,95) 4,02 (0,95) 3,95 (0,92) 3,75 (0,82) 4,65b(1,01) 3,58a(1,07) 0,059*
HDL-cholestérol, mmol/L 1,41 (0,40) 1,42 (0,40) 1,39 (0,30) 1,27 (0,43) 1,27 (0,39) 1,18a(0,26) 1,53 b (0,61) 0,014**
ApoB, g/L 1,06 (0,25) 1,05 (0,25) 1,14 (0,21) 1,10 (0,27) 1,06 (0,27) 1,31b(0,27) 1,02a(0,28) 0,042**
ApoAl, g/L 1,62 (0,26) 1,63 (0,26) 1,60 (0,21) 1,54 (0,25) 1,53 (0,24) 1,51a(0,17) 1,65b(0,25) 0,111
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APOE, mg/L

38,41 (10,96)

38,24 a
(10,80)

38,80 (5,48)

41,67 (15,08)

40,35 (15,11)

42,16 b
(13,13)

40,12 (9,04)

0,708
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Tableau 15 : Evaluation clinique et mesures biologiques au sein des clusters au second examen de santé (ts)

C1549 C1553 C12 C44 Ci4 C10 C16

t5, moyenne (SD) p-value
(n=1128) (n=1052) (n=10) (n=34) (n=11) (n=8) (n=13)
Age, années 45,55 (4,64)  45,50(4,63) 43,70a(3,47) 47,50b(4,87) 44,18 (4,75) 47,50b(4,72) 46,62 (4,61) 0,081*
162,45 a 171,14 b
Taille, cm 167,66 (9,04) 167,62 (9,05) 166,17 (8,01) 169,36 (8,71) (8,61) (10,01) 169,85 (9,38) 0,274
78,93 b
Poids, kg 71,15 (13,67) 71,07 (13,65) 64,39a(7,65) 72,69(13,25) 68,05 (15,61) (19,20) 76,96 (12,25) 0,148
IMC, kg/m? 25,20 (3,82) 25,19 (3,84) 23,39a(2,96) 25,19 (3,14) 25,53 (4,20) 26,61 (4,29) 26,72 b (4,06) 0,39
87,88 b
Tour de taille, cm 83,10 (11,52) 83,01(11,54) 77,10a(7,33) 85,29(11,32) 82,64 (12,50) (12,91) 86,42 (10,20) 0,212
102,25 b
Tour de hanche, cm 97,89 (7,20) 97,88 (7,25) 93,90a(5,38) 97,71 (5,94) 97,91 (7,84) 97,25 (5,95) (6,65) 0,118
Ratio taille/hanche, 1 0,85 (0,09) 0,85(0,09) 0,83a(0,093) 0,87 (0,09) 0,84 (0,11) 0,90 b (0,09) 0,84 (0,08) 0,397
122,48 a 137,79 b
PAS, mmHg 124,19 (13,73) 123,97 (13,66) 129,10(12,56) 126,79 (12,70) (10,26) (24,75) 124,67 (13,26) 0,161
74,51 a 84,67 b
PAD, mmHg 74,65 (10,16) (10,14) 75,60 (12,35) 76,19 (8,84) 74,61 (9,51) (11,47) 75,05 (11,22) 0,205
12,79 a 27,62 b
Consoma Icool, g/jour 13,60(19,61) 13,39(19,50) 15,85 (19,72) (16,94) 17,04 (20,94) (29,33) 19,24 (26,11) 0,494
Consom tabac act, cig/jour 3,28 (7,79) 3,20(7,72) 5,30(12,60) 2,74a(6,21) 8,73 b(12,36) 6,13 (9,11) 3,38 (6,64) 0,429
Consom tabac pas, cig/jour 5,31 (10,25) 5,40 (10,31) 4,00 (8,43) 4,15 (8,69) 4,09 (8,01) 7,50b(17,53) 1,69a(5,53) 0,862
Glycémie, mmol/L 5,08 (0,75) 5,07 (0,74) 4,97 a (0,74) 5,34 (0,98) 5,32 (1,04) 5,50 b (0,59) 5,05 (0,48) 0,133
Triglycérides, mmol/L 1,27 (1,31) 1,25 (1,33) 1,24 (0,72) 1,55 (0,97) 1,56 (1,20) 2,43b(1,04) 1,06a(0,43) 0,005***
Cholestérol total, mmol/L 5,77 (0,96) 5,77 (0,97) 5,51 a (0,88) 5,83 (0,90) 5,95 (0,97) 6,49 b (0,90) 5,69 (0,70) 0,337
LDL-cholestérol, mmol/L 3,61 (0,95) 3,60 (0,95) 3,47 (0,72) 3,72 (0,92) 3,78 (0,95) 4,18 b (0,93) 3,39a(0,63) 0,408
HDL-cholestérol, mmol/L 1,58 (0,45) 1,59 (0,44) 1,48 (0,50) 1,39 (0,47) 1,45(0,37) 1,20a(0,34) 1,81b(0,68)  0,003***
ApoB, g/L 1,026 (0,237) 1,02 (0,24) 0,99 a (0,22) 1,06 (0,25) 1,09 (0,26) 1,29 b (0,25) 1,00 (0,21) 0,080*
ApoAl, g/L 1,620 (0,250) 1,62 (0,25) 1,55 (0,23) 1,52 (0,22) 1,61 (0,24) 1,51a(0,22) 1,75b(0,31) 0,054*
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APOE, mg/L

40,62 (13,82)

40,50 (13,94)

39,30 (7,86)

41,57 (12,55)

39,06 a
(10,41)

48,86 b
(17,72)

44,41 (10,10)

0,511
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4. Quels sont les challenges méthodologiques qu’attendent les GWAS ?

PUBLICATIONS 1,6 & 7

Les GWAS ont incontestablement révolutionné la maniere d’appréhender I'épidémiologie
génétique. Néanmoins, cette approche en est encore a ses balbutiements et de nombreux

challenges méthodologiques restent a relever.

Comme évoqué précédemment, les facteurs environnementaux ont un effet plus ou moins
important sur [|'héritabilité génétique des facteurs de risque des pathologies
cardiovasculaires. Ces interactions géne-environnement ne sont cependant que trés
rarement investiguées. Pourtant, elles sont en grande partie responsables des discordances
observées. La non réplication dans une population lambda d’une association trouvée ailleurs

peut étre le reflet de I'effet de facteurs environnementaux différents.

Une autre zone d’ombre méthodologique de telles études est la prise en compte des
interactions épistasiques (interactions gene-gene). Nous avons conscience sur ce dernier
point de la grande difficulté méthodologique que pourrait représenter la prise en compte de

¢M¢ conférence de Santorini

tels effets dans une perspective de GWAS. Lors de la 5
‘Functional Genomics Towards Personalized Health Care’ qui a eu lieu en Grece en
Septembre dernier, le Professeur loannidis exposait que la prise en compte de toutes les

combinaisons possibles dans 12 000 000 variants génétiques correspondait 3 mener 102°%

2087 Dans ces

analyses et porterait donc le seuil de genome-wide significance a p=10
conditions, force est de constater que les approches géene-candidat ne font pas encore partie

du passé.

Enfin, les GWAS permettent d’identifier des variants génétiques associés a des traits ou a des
pathologies mais a ce jour, seulement 12% des SNPs identifiés sont localisés a proximité de
régions codant pour des protéines [Hindorff et al. 2009]. Quarante pourcent se trouvent
dans des régions intergéniques et 40 autres pourcent dans des introns. Ce phénomene peut
bien sdr signifier que ces zones introniques et intergéniques pourraient avoir un role

régulateur de I'expression de certains genes impliqués [Hardy et al. 2009].
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Ceci souligne la nécessité de placer les GWAS dans une démarche intégrée permettant de
passer a une approche géne-candidat lorsqu’un design plus complexe est nécessaire a une
meilleure compréhension des associations observées (et ce en attendant les avancées
technologiques a venir), et allant jusqu’a une approche transcriptomique comme cela a été

le cas pour notre étude pangénomique du VEGF.
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4.1. Approche épistasique de la variabilité génétique de la pression artérielle.

PUBLICATION N°6

Comme nous l'avons expliqué dans le paragraphe introductif de ce chapitre, une GWAS
prenant en compte les effets épistasiques serait irréalisable a I'état actuel des connaissances
et des outils a notre disposition. Néanmoins, pour illustrer le fait que la prise en compte de
ces interactions gene-gene peux permettre de mettre en évidence des associations non
significatives en individuel, nous avons entrepris d’étudier les interactions épistasiques de
100 genes candidats de diverses voies métaboliques liées aux facteurs de risque
cardiovasculaires : la régulation de la pression artérielle, I'inflammation, le métabolisme
lipidique, le métabolisme de ’homocystéine, I'adhésion cellulaire et la thrombose en rapport
avec la pression artérielle chez 1 912 individus d’age moyen et d’origine francaise issus de
notre CRB IGE-PCV (Tableau 16). Ces sujets étaient soit non hypertendus ne prenant donc
aucune médication antihypertensive, soit hypertendus et dans ce dernier cas de figure, leur
données cliniques étaient déterminées avant I'administration de médication. Ce sont ces

données sans effet de la thérapie qui ont été utilisées dans notre étude.

Dans un premier temps, nous avons mené des études d’association individuelle de chaque
variant ayant une MAF supérieure ou égale a 2% et ayant un HWE conforme. La puissance
statistique de chaque analyse (1-B) a été calculée a posteriori et seules les associations
observes pour des puissances supérieures ou égales a 80% ont été considérées significatives.
Nous avons ainsi pu mettre en évidence neuf SNPs significativement associés a la pression
artérielle dont 5 fonctionnels: les rs5742910 et rs6046 dans le géne FVII (p<0,024), le
rs1800469 dans TGFB1 (p<0,001), le rs1800590 dans le LPL (p<0,003) et le rs2228570 dans
VDR (P<0.001).

Par la suite, nous avons analysé les interactions épistasiques de la totalité des variants
guelgues soient leur MAF. Toutes les combinaisons deux a deux possibles ont été testées et
ceci nous a permis de mettre en évidence les interactions épistasiques fonctionnelles
suivantes : LPL (rs1801177)*PON1 (rs662) (p<0,032), VCAM1 (rs1041163)*APOB (rs1367117)
(p<0,04), SCGB1A1 (rs3741240)*LPL (rs1800590 et rs1801177) (p<0,031). Il était a noter que

les variants rs3741240 et rs1801177 n’étaient pas significativement associés a la pression
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artérielle lors des analyses d’association individuelles et que c’est leurs combinaisons
épistasique qui ont permis de mettre en évidence leur réle sur la pression systolique et

diastolique.
Cette étude a ainsi pu démontrer les interconnexions existant entre différentes voies

métaboliques et de ce fait mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques impliquées

dans la physiopathologie de I'HTA.
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Tableau 16 : Caractéristiques phénotypiques de la population étudiée

Characteristiques
Age (années)
IMC (kg/m?)
PAS (mmHg)
PAD (mmHg)
PP (mmHg)
Classes tensionnelles (%)
<120/80
120-139/80-89
140-159/90-99
>160/100
Tabagisme (%)
Actuel
Ancien
Jamais
Cholestérol total (mmol/L)
LDL-C (mmol/L)
HDL-C (mmol/L)
Triglycérides (mmol/L)
Glucose (mmol/L)

Total (n=1912) Men (n =932) Women (n =980) p
51,13 + 10,02 51,21 + 9,31 51,06 + 10,66 0,740
26,01 + 3,75 26,70 + 3,26 25,35 + 4,06 <0,001
142,86 + 21,47 144,62 + 19,69 141,18 + 22,92 <0,001
87,49 + 14,26 89,10 + 13,10 85,96 + 15,14 <0,001
62,18 + 15,11 61,89 + 14,34 62,46 + 15,81 0,414
18,5 12,4 24,3
21,1 25,3 17,1
25,9 26,5 25,3
34,5 35,7 33,3
18,3 22,8 14,1
20,6 30,6 11,0
61,1 46,6 74,9
5,89 + 1,00 5,93 + 0,97 5,85 + 1,01 0,082
3,60 + 0,88 3,70 + 0,88 3,52 + 0,88 <0,001
1,64 + 0,43 1,50 £ 0,40 1,77 £ 0,41 <0,001
1,37 + 1,20 1,55 + 1,00 1,20 + 1,34 <0,001
5,25 + 0,78 541 + 0,83 5,10 + 0,71 <0,001
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4.2. Etude d’association pangénomique du VEGF et identification des variants
responsable de sa forte héritabilité génétique. Vers une approche intégrée en
transcriptomique.

PUBLICATION N°7

Nous avons vu précédemment que le VEGF, qui a été dosé dans un échantillon restreint de la
cohorte STANISLAS, avait une tres forte héritabilité génétique (60,6%). Cette héritabilité ne
s’expliquait pas par les génes candidats dont nous disposions a I'époque et nous avons donc

choisi de les identifier par une approche ‘hypothesis free’.

Nous avons ainsi entrepris une GWAS chez 3 546 sujets issus de la Framingham Heart Study
(discovery set). Cent quarante SNPs localisés dans les régions 6p21, 8g23.1 et 9p24.2 ont
atteint la ‘genome-wide significance’, dont le plus significatif : le rs6921438 sur le
chromosome 6p21.1 (p=6,11x10"") localisé & 171 kilo bases du géne VEGF et proche du
géne de la Mitochondrial Ribosomal Protein L14 (MRPL14) et de MCG45491 (Cé6orf223)
(Figure 16).

Les régressions conditionnées ont permis d’identifier trois SNPs supplémentaires ayant un
effet propre sur la variabilité interindividuelle du VEGF: rs4416670 (p=1,47x10"%),
rs6993770 (p=2,50x10*°) et rs10738760 (p=1,96x10>*).

Ces quatre variants (rs6921438, rs4416670, rs6993770 et rs10738760) ont permis

d’expliquer 47,6% de I’héritabilité génétique globale du VEGF.

Lors d’'une seconde phase, nous avons mené une étude de réplication dans deux échantillons
indépendants : 859 adultes issus de la cohorte STANISLAS et 868 adultes Suédois issus de la
cohorte PIVUS (Tableau 17). A la suite des méta-analyses, 19 SNPs restaient associés a la
concentration en VEGF (p<0,05). Ces associations étaient inchangées apres ajustement sur

I’'HTA, le tabagisme, I'obésité centrale et le SM dans les 3 populations.
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Figure 16 : Organisation génomique du géne VEGF

rs699947 rs833061 rs6921438 rs4416670
5’ 3’
— ML IT——————
Géne VEGF
[ ] promoteur Il UTR5 et 3’ I exons
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Nous avons précédemment déploré le manque d’information sur la fonctionnalité des
variants identifiés dans le cadre des GWAS. Nous avons donc intégré a notre approche une
étude transcriptomique et quantifié I'expression de deux variants d’epissage de I’ARNm
correspondants a deux isoformes du VEGF : VEGF;,; et VEGF;¢5. Cette expression a été
guantifiée dans les PBMCs de 220 sujets issus de la cohorte STANISLAS et la corrélation des
variants VEGF;,; et VEGF;65 a donc été testée avec les 24 variants génotypés avec succes
dans la cohorte STANISLAS (Tableau 18). Ainsi, le rs910611 localisé sur le chromosome
6p21.1, les rs16873365, rs16873402, rs6993770 (indépendamment associé au VEGEF,
p=2,50x10"°) et rs16873291 sur le chromosome 8q23.1 et le rs2375980 sur le chromosome

9p24.2 ont été significativement associés au variant VEGF,;.

Ces résultats soulignent donc la nécessité d’investiguer plus avant les facteurs de risque
cardiovasculaires dont I’héritabilité, connue, ne s’explique pas par I'approche gene-candidat
mais aussi la nécessité d’intégrer les approches pangénomiques dans des démarches

globales permettant de déterminer la fonctionnalité de chaque variant génétique identifié.
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Tableau 17 : SNPs ‘genome-wide significants’ a la suite de la réplication

Meta-p

SNP Chr  Positon® MAF MA  brin  betat (FHS)  SE (FHS) p (FHS) p (STAN) p (PIVUS) Meta-p (replication) (to) Gene1 Distance (kb) Gene2 Distance (kb)
rs6921438 6 44033585 051 G + 0.72 0.01 6.11x1006  2.93x10-3 NA 2.93x10% 1.38x10%7  MGC45491 427 MRPL14 155.8
rs4513773 6 44033504 047 G + -0.70 0.01 2.08x104e2 NA 6.23x10-1% 6.23x10-1% 4.45x1061°  MGC45491 428 MRPL14 155.8
rs9472159 6 44027673 050 C + 0.76 0.02 4.30x10452  4.11x1035  3.27x10-109 3.99x10-14 6.54x10570  MGC45491 486 MRPL14 161.7
rs9369434 6 44026385 053 C + 0.84 0.02 2.15x1042  531x1028  1.43x1043 2.71x10%6 3.91x104%  MGC45491 499 MRPL14 163.0
rs1776717 6 44059314 021 A + -0.23 0.02 8.10x1020 9.75x10% 3.74x104 1.44x108 2.29x10%  MGC45491 17.0 MRPL14 130.0
rs1776721 6 43998961 031 T + -0.18 0.02 1.52x10-1 0.02 3.43x108 5.17x10%8 6.70x1026  MGC45491 773 VEGF 136.8
rs1886979 6 44012879 041 G + 0.17 0.02 3.71x10° 0.01 3.23x10°6 6.73x107 3.77x102%  MGC45491 634 VEGF 150.7
rs9472155 6 44005705 022 T + -0.20 0.02 4.45x1019 0.01 3.93x10% 7.52x109 2.58x102%6  MGC45491 70.6 VEGF 143.5

rs844294 6 44008685 052 C + -0.15 0.02 1.19x10-4 0.09 2.25x10° 4.25x10% 5.92x10®  MGC45491 67.6 VEGF 146.5
rs4416670 6 44058431 055 T + 0.13 0.02 1.47x10-12 2.87x10+4 0.10 1.41x10+4 1.80x105  MGC45491 179 MRPL14 130.9

rs910611 6 44058829 008 C + -0.26 0.04 2.61x10-10 0.11 6.36x10% 2.83x10° 6.58x10*  MGC45491 175 MRPL14 130.5
rs6993770 8 106650704 032 T + -0.17 0.02 2.50x10-16 0.02 3.99x108 9.96x108 1.51x1022  ZFPM2 0 LRP12 980.4
rs16873402 8 106658423 033 T + -0.15 0.02 1.97x10-4 0.16 9.49x10° 1.86x10% 2.14x10  ZFPM2 0 LRP12 988.1
rs16873365 8 106627411 022 T + -0.16 0.02 5.65x10-12 0.37 2.09x10% 1.57x10+4 4.06x105  ZFPM2 0 LRP12 957.1
rs7013321 8 106662734 049 A + 0.14 0.02 6.75x10-12 0.01 NA 0.0144 9.51x10  ZFPM2 0 LRP12 992.4
rs6993696 8 106650460 046 A + 0.13 0.02 8.54x10-12 0.05 1.49x10+4 6.18x10° 3.33x10%  ZFPM2 0 LRP12 980.1
rs16873291 8 106597206 031 T + -0.13 0.02 5.30x10-" 0.07 7.65x107 4.08x10+ 1.07x105  ZFPM2 0 LRP12 926.9
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rs1349319

rs10738760

rs6475920

rs4741756

rs2375980

rs10122587

rs10967492

rs10967470

8

106625810

2681186

2663933

2658187

2682622

2681951

2671175

2665698

0.39

0.49

0.36

0.28

0.42

0.28

0.21

0.24

0.11

0.28

-0.24

0.25

-0.25

0.22

0.22

0.22

0.02

0.02

0.02

0.02

0.02

0.02

0.02

0.02

3.59x108

1.96x10-%4

3.76x10-%2

2.95x10%

1.30x10%7

3.02x10

1.02x102!

1.17x102!

0.05

0.03

0.02

0.09

0.02

0.02

0.10

0.04

1.32x10°

1.12x10°

2.40x108

8.64x10°

2.25x108

NA

NA

NA

3.03x10+

5.69x108

5.94x108

1.24x104

4.67x10°

0.0243

0.104

0.0442

4.86x10"1

3.91x10%7

6.55x10%7

4.08x103

5.50x106

1.81x10%

6.07x102

1.56x102

ZFPM2

KCNV2

VLDLR

VLDLR

KCNV2

KCNV2

VLDLR

VLDLR

26.3

194

13.7

249

25.6

26.7

212

LRP12

VLDLR

KCNV2

KCNV2

VLDLR

VLDLR

KCNV2

KCNV2

955.5

36.7

43.6

493

38.1

37.5

36.3

418
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Tableau 18 : Corrélations significatives entre les variants génotypés dans la cohorte
STANISLAS et les transcripts VEGF

phénotype SNP Chr position MA MAF beta' SE p ?(yZo)q
ARNm_121 rs16873365 8 106627411 T 0,22 22,71 7,22 0,002 4,73
ARNm_121 rs16873402 8 106658423 T 0,33 12,15 5,10 0,017 2,84
ARNm_121 rs6993770 8 106650704 T 0,32 12,06 5,23 0,021 2,82
ARNm_121 rs16873291 8 106597206 T 0,31 11,95 5,37 0,026 2,47
ARNmM_121 rs2375980 9 2682622 G 042 10,15 4,75 0,032 2,03
ARNmM_121 rs910611 6 44058829 Cc 0,08 -19,47 9,49 0,040 2,13
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CHAPITRE 5 — CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Tout au long des trois années de nos travaux de recherche, nous nous sommes attachées a
acquérir les compétences méthodologiques et logistiques nous permettant d’intégrer I'ere
des études pangénomiques.

Notre équipe d’accueil, I'EA4373 ‘Génétique Cardiovasculaire’, a une longue expérience de
I’épidémiologie étiologique des MCV et a pu mettre en évidence de nombreux variants
génétiques associés aux facteurs de risque de ces pathologies avec comme principal outil
d’investigation la cohorte STANISLAS.

Jusqu’en 2008, I'approche gene-candidat était la principale méthodologie utilisée et notre
intégration dans cette équipe visait donc a initier une approche pangénomique. Cette
approche serait a intégrer dans une stratégie globale de I'’équipe réunissant 'ensemble des
compétences de nos chercheurs au sein du projet Biolntelligence soutenu par I’Agence
d’Innovation Industrielle (A2l) et signé en Avril 2010 avec I'INSERM transfert. Nous sommes
tenus a la confidentialité en ce qui concerne les modalités de ce projet, néanmoins il est
important de noter qu’il s’agit d'un projet collaboratif, financé par OSEO, et visant a
proposer aux industriels des sciences de la vie, et en particulier aux industriels
pharmaceutiques, des biomarqueurs pertinents en  pharmacogénétique et

pharmacogénomique a intégrer dans un environnement logiciel.

Dans un premier temps, nous nous sommes attachées a identifier les manquements
méthodologiques que comportaient de telles approches : I'absence de prise en compte des
interactions gene-gene, pour des raisons de logistique principalement, mais surtout
I'absence de prise en compte des interactions gene-environnement. Ce dernier point étant
complexifié par le fait que les GWAS nécessitent, pour valider les variants mis en évidence,
des phases de réplication dans de trés larges populations indépendantes les unes des autres
et que cette diversité implique une ‘non standardisation’ des méthodologies de
guantification de ces facteurs d’environnement. Notre premier postulat était donc qu’il
serait nécessaire de mener des GWAS dans des populations minimisant I'influence de ces
facteurs environnementaux : les populations pédiatriques. En effet, de telles GWAS menées
sur les facteurs de risque des MCV sont minoritaires et principalement axées sur I'étude des
marqueurs de I'obésité et du diabéte de type 2 [Meyre et al. 2009 ; Bouatia-Naji et al. 2009 ;
Qu et al. 2010 ; Scherag et al. 2010 ; Speliotes et al. 2010 ; Dupuis et al. 2010 ; Meyre et al.
2010].
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Ainsi, sur le plan pratique, nous avons entrepris d’expérimenter les possibilités d’une telle

stratégie en ciblant a la fois des facteurs de risque classiques et largement étudiés des MCV :

les lipides et la pression artérielle, mais aussi des facteurs de risque émergents ou discutés :

I’haptoglobine et le VEGF.

Ceci nous a permis de ‘designer’ et proposer une stratégie d’étude globale en trois phases

intégrant diverses méthodologies et approches expérimentales schématisée dans la Figure

17.

1)

2)

Une phase de détermination de la part d’héritabilité génétique du trait concerné.

Nous avons ainsi quantifié |’héritabilité génétique (ou variance polygénique) du
cholestérol total : 44%, du HDL-C : 32,8%, de I’haptoglobine : 35,3% et du VEGF dans
une étude antérieure : 60,6%. Nous avons également mis en évidence la nécessité de
déterminer cette héritabilité dans diverses populations de facon a identifier les traits
sous forte influence environnementale. En effet, nous n’avons observé aucune
héritabilité génétique pour la pression artérielle dans I'’échantillon de la cohorte
STANISLAS que nous avons étudié pour cette étape, résultat contradictoire avec une

étude antérieure menée sur un échantillon différent de la méme population.

Une phase de GWAS dans des populations pédiatriques.

Lors de ces travaux, nous avons pu prouver que les variants génétiques
antérieurement mis en évidence dans des populations adultes, en particulier pour les
lipides, avaient un effet observable dés I’'enfance et surtout que de nouveaux variants
pouvaient étre découverts. Certains semblaient d’ailleurs spécifiques a I'enfance et
des études confirmatoires sont en cours.

Dans le cas de la pression artérielle, pour laquelle nous avions constaté une forte
variation de [’héritabilité, nous avons testé |'effet de I'obésité et observé une
modulation de I'effet de loci connus sur la pression en fonction de la corpulence des

sujets.
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Figure 17 : Stratégie d’étude intégrative de I'étiologie génétique des MCV
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Cette phase pangénomique nous a également permis de mettre en évidence un
variant génétique semblant étre a la jonction de deux voies métaboliques car ayant
une action a la fois sur I’haptoglobine et sur les lipides (cholestérol total et HDL-C).

Notez que nous avons effectué une GWAS du VEGF sur des populations adultes étant
donné que son héritabilité génétique de 60,6% impliquerait une faible action des
facteurs environnementaux et qu’il était donc moins primordial de les minimiser.

Nous avons d’ailleurs confirmé cette forte héritabilité dans la cohorte Framingham.

Une étape pivot de nos travaux a été la détermination d’une portion importante de
I"héritabilité génétique expliquée par nos GWAS: elle était de 42% pour
I’haptoglobine, et de 48% pour le VEGF.

3) Enfin, nous proposons une phase explicative en deux temps par :

a. La détermination de linfluence des phénomeénes épistasiques et des

interactions gene-environnement qui doivent étre intégrés lors des analyses
futures des variants mis en évidence par les GWAS.
En effet, en utilisant une approche gene-candidat préalable, nous avons pu
démontrer l'existence de phénoménes épistasiques régulant la pression
artérielle et qui n’étaient pas observables lors des analyses d’association
individuelles.

b. Larecherche d’une fonctionnalité par une approche transcriptomique.

Nous avons pu démontrer l'intérét de cette approche en identifiant un
variant, parmi les 4 indépendamment associés au VEGF, lié a '’ARNm VEGF;,;

et présentant ainsi une éventuelle cible thérapeutique.

Un tel design en strates serait a notre sens un bon outil d’élucidation de I’étiologie génétique

des MCV méme si certaines problématiques ne sont pas encore résolues (PUBLICATION N°1)

et permettrait la détermination de clusters a risque en prévention primo-secondaire.
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Une quatrieme étape serait I'expérimentation pharmacogénomique et pharmacogénétique
de notre cheminement et de nos résultats dans le cadre du projet Biolntelligence. Méme si
nous convenons qu’il est prématuré d’imaginer avoir des retombées thérapeutiques dans un
futur proche, nous sommes convaincus que de telles expérimentations doivent avoir lieu

largement en amont.

C’est pour cette raison que nous allons poursuivre la mise en ceuvre de ce design intégré par
la détermination de la proportion d’héritabilité expliquée par les SNPs identifiés dans le cas
des lipides et de la pression artérielle. Nous poursuivrons également notre approche
transcriptomique sur ces deux traits mais aussi sur I’haptoglobine de facon a compléter le

cheminement analytique que nous avons congu et mis en place au cours de notre these.
Bien évidemment, des adaptations sont a prévoir en fonction des avancées

méthodologiques et logistiques constantes, qui sont la caractéristique de I'ére des GWAS, et

gue nous continuerons a acquérir.
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Ndeye Coumba Ndiaye*, Mohsen Azimi Nehzad*, Said El Shamieh*, Sophie Visvikis-Siest*.

Cardiovascular Diseases and Related Quantitative Traits in the Era of Genome-Wide

Association Studies: Where have we Been and What should we Expect? 2010 [soumis]

Du fait de I’'hétérogénéité des phénotypes cardiovasculaires cliniques et des populations
investiguées, les études pangénomique ou Genome-Wide Association Studies des
pathologies cardiovasculaires et des facteurs de risque associés ne sont que partiellement
répliquées, et ce malgré le grands nombre de variants génétiques identifiées ces derniéres
années.

De nouveaux mécanismes physiopathologiques ont certes été mis en évidence mais
I'identification du variant causal reste problématique.

Dans les prochaines années, les approches pangénomiques devraient donc intégrer les
interactions gene-gene-environnement au sein de stratégies globales impliquant des
approches complémentaires telles que la transcriptomique et la protéomique.

L’ere des GWAS est plein de promesses mais nous n’en avons vu que les préludes.

Contribution :

Il s’agit d’une revue de la littérature pour laquelle nous avons effectué des recherches
bibliographiques portant notamment sur les méthodologies en vigueur dans le cadre des
études pangénomiques ainsi que sur les limitations rencontrées par la communauté
scientifique.

Nous faisons également partie de I'équipe rédactionnelle et avons révisé et complété la

version finale de I'article avant transmission au Dr Visvikis-Siest.
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Abstract

Genome-Wide Association Studies on cardiovascular diseases and related quantitative traits
revealed numerous genetic variants only partly replicated, probably due to the
heterogeneity of the clinical phenotypes and populations studied. Even if new mechanisms
have been identified there is still a long way to go to identifying the causal variants.
Genome-Wide Association Studies methodologies should, in the coming years, integrate
gene-gene and gene-environment analyses in a global scientific strategy involving
subsequent transcriptomic and proteomic investigations. The Genome-Wide Association
Studies era holds many promises but we are just at the beginning.
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Review
Cardiovascular diseases: common disorders with important genetic component

Cardiovascular diseases (CVD) are the world’s largest killers claiming 17.1 million lives each
year i.e. 29% of global deaths according to the World Health Organisation (WHO). In 2004,
7.2 million deaths were due to coronary heart disease (CHD) and 5.7 million to stroke, and
their prominence is expected to increase: CVD are projected to remain the leading cause of
death reaching 23.56 million by 2030. Risk algorithms such as the Framingham Risk Score for
absolute risk’, incorporating classical risk factors (age, gender, blood lipid concentrations,
blood pressure, body mass index, family history and smoking habit), have been constructed
for primary prevention strategies the efficacy of which has reached a plateau. It is thus
necessary to integrate new risk factors and DNA-based tests assessing the genetic
predisposition to cvD?in public health policies. This is much more important given the high
genetic component of these diseases and of their related quantitative traits.

The aetiology of CVD results from a complex combination of interrelated environmental and
constitutive risk factors that have been intensively studied in the last decades?. This complex
architecture and its genetic background® > is still poorly understood and substantial
discrepancies remain in estimating the heritability of numerous CVD related traits®.

However, for many years now, developments in genetic analyses have been instrumental in
highlighting important novel biological pathways in CVD susceptibilities and have provided a
far better understanding of the fundamental inherent biological pathway leading to the
development of the pathologies being considered.

Before the Genome-Wide Association Study (GWAS) era, genetics of phenotypes of interest
(diseases or traits) were assessed by candidate gene approaches. Twins, families and
population-based studies were used to estimate heritability, and even to explore
interactions between genetic and environmental factors. Candidate genes were defined
when the physiopathology of a disease was known (e.g. an enzyme deficiency) and all the
results which followed relied on theoretical premises. Innovative discoveries needed a
hypothesis-free approach. As far as this is concerned, since 2005, GWAS designs have
revolutionized the genetic understanding of CVD and their associated quantitative traits’ .
In fact, recent technological advances enabling rapid and accurate genotyping of millions of
single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in large populations have led to conducting GWAS
for different CVD phenotypes and related traits (Figure 1) and to the identification of
hundreds of genetic factors, some robustly replicated (NHGRI Catalog of published genome-

wide association studies, accessed September, 2010, http://www.genome.gov/gwastudies:
10, 11

common disease-common variant hypothesis) with small individual effects. Moreover,

GWAS have revealed previously unsuspected pathological pathways® *?

. However, finding
causal variants explaining the high heritability of the different CVD phenotypes has not yet

achieved satisfactory results®®.
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In this work we review GWAS findings concerning CVD and their related quantitative traits,
missing heritability and future challenges.

Brief overview of Genome-Wide Association Studies on cardiovascular diseases and their
related quantitative traits

To date, at least 650 GWAS focusing on about 150 distinct diseases and traits have reported
more than 800 significant SNP-trait associations (genome-wide significance for P < 5x107%,
http://www.genome.gov/gwastudies). At least, 16 have been conducted on cardiovascular

events and have reported the association of 29 genetic variants found in 20 genes
(supplementary Table 1). However, the scientific community pointed out that some caution
is needed when interpreting data found in GWAS for CVD, given the weak sample size of the
majority of these studies. The genetic variants are very rarely robustly linked to the
cardiovascular events. Similarly, the lack of suggestive associations stressed the value of
having accurate clinical subtype classification and standardised methodology for multicentre
studies.

GWAS of the quantitative traits related to CVD could provide an alternative approach for
better comprehending the phenotypic diversity of a given CVD as stated by the Wellcome
Trust Case Control Consortium (WTCCC)™.

Sixty percent of CVD and related trait GWAS are focused on obesity and have reported the
association of about 60 variants in the vicinity of 35 genes (Figure 1). Less than two thirds of
them, including some appreciable paediatric studies, have been replicated. Interestingly, the
FTO gene was identified as the first locus harbouring common variants with an unequivocal
impact on obesity predisposition and fat mass in population studies and being significantly
associated with diabetes. The most important reports are summarised in Supplementary
Table 1.

More than a quarter, at least, of all GWAS for CVD and related traits have studied fasting
plasma glucose and diabetes mellitus (Supplementary Table 1). Up to ninety percent of them
have been replicated in European, American and Asian populations. In two distinct studies,
Zeggini et al."™ '® reported the association of type 2 diabetes mellitus with 22 SNPs next to
the following genes: CDKN2A, CDKN2B, FTO, HHEX, IGF2BP2, KCNJ11, CDKAL1, TCF7L2,
THADA, TSPANS, LGR5, VEGF, NOTCH2, ADAM30, PPARG, SLC30A8, JAZF1, SYN2, CDC,
ADAMTSY, CDC123, CAMKI1D. Of these, two SNPS in the vicinity of TCF7L2 had the greatest

association with type 2 diabetes (Supplementary Table 1).

Lipid profile and blood pressure (BP) studies represent a considerable part of the GWAS
undertaken (26% and 10% respectively, Figure 1). Concerning lipid profiles, 9 GWAS revealed
97 SNPs in 54 loci (p< 10°®). About two-thirds of SNPs have been successfully replicated,
notably 2 in the vicinity of CETP (Supplementary Table 1).
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It is important to mention that although rs3764261 in CETP was strongly associated with
total cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and triglycerides (TG) (p= 7x10°

38017 this SNP was not related to coronary artery diseases.

It should be noted that caution needs to be exercised with the meta-analyses on

17-19

hyperlipidaemic and diabetic individuals™"”, since they have included some common

subsamples: similar association results will not be surprisingzo.

In addition to lipid profiles, replication studies have been relatively successful in confirming
BP and hypertension (HTN) key loci®. In the largest joint meta-analysis published in May
2009, by CHARGE** and GIobakBPgen4 consortia, researchers discovered 14 loci associated
with systolic BP, diastolic BP and/or HTN. Recently, Takeuchi et al.?

7 loci in Japanese subjects, whereas Liu et al.?”> and Hong et al.”> have confirmed some of

succeeded in replicating

them in Chinese Hans and Koreans respectively. These main findings constitute a milestone
in bringing genome knowledge into BP regulation in diverse populations, as will be discussed
below?.

GWAS strengths and limitations
Current Genome-Wide Association Studies designs

GWAS involve various tiered designs including case-control and cohort studies for the
identification of trait/disease-SNP associations. These tiered strategies allow affordable
procedures to be carried out by conducting a genome-wide scan in a discovery set in order
to select a core of significantly associated SNPs that will be subsequently genotyped in larger
replication sets for confirmation?. Theses intricate designs involve more and more tiers
according to the complexity and originality of the trait of interest?” and allow the elimination
of previous spurious associations (false positives)“. Traditionally, genetic associations having
causal functionality and appearing in multiple populations and studies are considered
reliable™ 2°.

Testing the association for millions of SNPs with a specific trait or disease implies a large
number of statistical tests (at least one per SNP) making nominal significance (0.05)
inappropriate for originally selecting associated variants. Such designs thus require large
populations®® and have led to large international consortia being set up in which substantial
pooled GWAS have been conducted. Indeed, significant progress in the management of the
methodological weaknesses of GWAS has been made under the auspices of large consortia
providing numerous independent populations for pooling analyses and replications in
specific fields, such as the Glucose and Insulin Related Traits Consortium (MAGIC)*°. These
pooling strategies required controls for differences in allele frequencies® to minimise false
positive findings and reinforce the validity of genetic variants found to be associated with
specific traits or pathologies.
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Only 12% of SNPs discovered by all the GWAS performed to date and associated with traits
are located in the vicinity of protein-coding regions of genes, although SNPs in protein-
coding regions are heavily over-represented on genotyping arraysal. Forty percent fall in
intergenic regions, and another 40% are located in introns. Initially raising concern in the
scientific community, the repeated replication of signals falling consecutively in so-called
gene deserts sharpened the focus on the potential roles of intronic, and particularly
intergenic regions in regulating gene expression7.

Future challenges

Over the past few years, GWAS have reported a large number of novel genetic variants
associated with cvD**> *
geographic ancestries that have undergone more mutations and greater recombination

. We now need to perform GWAS on populations with diverse

events. This type of study can give greater degrees of genetic variation and shorter stretches
of linkage disequilibrium allowing better localisation of genome-wide association signaIsB' B
Several different ethnicities such as Japanese21, African Americans®* and mainly Europeans4’
24 \vere examined. European populations are closely related®, their genomes have
undergone less recombination events than those of Africans for example®, an advantage
that has increased the choice of this specific descendent. Will we be able to replicate initial

findings in non-European populations?

It might be asked why numerous worldwide replication studies confirmed loci but not SNPs.
In fact, genetic variants having high occurrence in Europeans can differ in their frequencies
across populations; many SNPs are rare in non—EuropeansSG. Moreover, allelic frequencies
differ even if the same SNP is found in diverse populations®’.

GWAS expansion will ultimately allow us to identify “worldwide genetic variants” that are
capable of influencing CVD and will further define the most suitable ethnicity to reveal a
genotype-phenotype effect.

In this context, GWAS involving African populations are potentially of interest. Low linkage
disequilibrium between genetic variants is one of their main characteristics, due in part to a
long history of recombination and mutations®. When SNPs extend over short genomic
regions, further sequencing may be very effective in defining the true risk variant®.

What will be the application of these findings in clinical practice and for predicting CVD risk?
Kathiresan and colleagues integrated genetics into cardiovascular risk scores on the basis of
nine SNPs associated with cholesterol levels®. But does it add anything more than
algorithms previously constructed on the basis of phenotypes®*? Even strongly associated
with the risk of CVD, after adjustment for standard risk factors, the new score developed by
Kathiresan et al. did not change the receiver-operating-characteristic curve (AUC)®. Similar
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attempts in prostate cancer gave the same result®. Finding the causal variants implicated in
these pathologies could overcome this problem.

Missing heritability in cardiovascular diseases, an Achilles’ heel

Recent GWAS had an enormous sample size (100,000 individuals) but explained only about
10% of heritability'’, the “dark matter” of GWAS.

GWAS have focused on common variants (allelic frequency >5% in the general population)®
and ignored low minor allele frequency (MAF) (0.5% <MAF<5% in the general population)
and rare ones (MAF<0.5%) that are predicted to have a greater risk effect®. In contrast to
common variants thought to be old in the history of humanity, rare variants are more recent
and therefore not geographically extended®. Detecting associations with rare variants will
be the first step to better understanding of their role in CVD. When focusing on rare genetic
variants, GWAS require very large populations and different statistical methods that jointly
analyse variants in a locus instead of testing each variant individually. The next generation of
dense arrays with more genome-wide covering are making this goal feasible.

Structural large variants (>500Kb) such as deletions and duplications (Copy number variants)
represent rare variants that may affect gene expression and pathways in humans’. These
genomic imbalances occur at an allele frequency of <0.05% and are present in about 8% of
the total populations, making them rare but collectively common. Results available suggest
that copy number variants strongly affect gene expression, thereby affecting mRNA splicing
and transcriptional activity*’.

Gene-environment interactions (GxE) are also issues that blind many GWAS. Integrating
gene-environment interactions could help in highlighting different loci effects according to
modifiable risk factors, particularly in CVD. This strategy needs large consortia,
methodological efforts and stratified designs in order to improve the existing tools for GWAS
that do not yet incorporate complex statistics. Although, environmental pathways acting
through epigenetic mechanisms to modify gene expression®* and DNA methylation*’ have
given some fruitful results in other chronic diseases® and exposures*, they are yet to be
studied in CVD. In addition to the usual challenges reported for genetic association studies, a
successful GxE study should take into account sample size, exposure assessment and
heterogeneity, described in full elsewhere®. GxE in GWAS requires enormous populations“.
Smith and Day® explained that detecting an interaction needed a sample size at least four
times greater than that required for detecting a main effect of comparable magnitude.
Although difficult, studying GxE interactions could help in understanding discrepancies due
to heterogeneous exposure.

Gene-gene (epistatic) interactions may also play an important role in discovering genes that
have not yet been found by the consensual single-locus approach. This statement has been
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extensively reviewed® ** * and both parametric and nonparametric multi-locus methods
have been developed to detect such interactions®® in the last years. Epistatic interactions
have been documented for susceptibility to cancer®, morphology50 and autoimmune
conditions>*. However, current epistatic designs do not have genome-wide coverage, so that
their application to high-dimensional genome-wide data including all imaginable SNPs
remains a crucial challenge™?.

Furthermore, we advise that all loci associated with CVD and related traits should be
replicated in paediatric populations, as a common variant could have a continuous impact
throughout life. Epidemiological and pathophysiological evidence suggests that the

d®* % the atherosclerotic process starts in

precursors of CVD originate in childhoo
childhood’® and numerous studies have shown that risk factors such as increased BP levels
during childhood strongly predict HTN in adults®. Isolating genetic variations that may
influence a given risk factor for CVD at childhood, where many environmental factors such as
alcohol intake, stress and smoking are absent, might therefore have major implications for

public health and could be a challenge in designing primary preventive strategies.

Concluding remarks and perspectives

GWAS have revealed many novel genetic risk variants in CVD, making it an auspicious era for
understanding genetics better. For the time being we need to grasp the unexpected
involvement of certain functional and mechanistic pathways identified in CVD processes
involving many quantitative traits. These have to be extensively investigated in parallel with
the pathology itself. Future GWAS must also detect low MAF and rare variants, and include
GxG, GxE and well-designed candidate gene studies (in term of statistical power,
homogeneity, and exposure assessment) and involve subsequent transcriptomic and
proteomic investigations. It is time to pause and think, instead of digging down and down for
more genetic loci that will have even smaller phenotypic effects as the number of individuals
studied rises exponentially.
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Figure 1: Published Genome Wide Association Studies on different cardiovascular diseases
and related traits (http://hugenavigator.net/HuGENavigator/gWAHitStartPage.do ).
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Supplementary Table 1: Published Genome Wide Association Studies on cardiovascular diseases traits (http://hugenavigator.net/HuGENavigator/gWAHitStartPage.do ).
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WC 23 31,373 Caucasian individuals /38,641 Caucasian individuals 5x10-19 - rs1558902-C
PLoS Genet
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Extreme obesit 1,138 French and German extremely obese children, 1,120 French and German
¥ Scherag et al, 2010 normal or underweight children /1,892 European ancestry obese or overweight 7%10-13 1.37 [1.26-1.50] rs1558902-A
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Nat Genet kg/m?2
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L t al, 2008 e T
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Nat Genet
Qi et al, 2010
rs651007 ABO 9q34.2 SELE . 26 1,005 European ancestry women /518 European ancestry women 2x10-82 -17.23 rs651007-T
Hum mol genetic
rs6136 SELP 1q24.2 SELP Barbalic, 2010 Up to 9,813 European descent individuals /NR 4x10-61 22.6 [19.86-25.34] rs6136-T
Human mol genetic
rs1799969 ICAM1 19p13.2 ICAM1 P;Li egzggg% 4,570 women /2,008 women 4x10-47 -28.19 umol/L rs1799969-G
Elli |, 2 17,967 E Indian Asi 13,615 E Indi
. r$7553007 CRP 1923.2 CRP iotteta x 009 ,967 European and Indian 5|§n men and women /13,615 European and Indian 8x10-44 -20.7 [18.9-23.4] r$7553007-A
Circulatory JAMA Asian men and women
inflammatory
markers
CRP Elliott et aI,292009 17,967 European and Indian A5|§n men and women /13,615 European and Indian 5x10-27 21.8 [18.1-25.3] rsA420638-G
JAMA Asian men and women
rs4420638 APOC1 19q13.32 Kathi t 21,2008
LDL-C athiresan et al, ¢ 2,758 individuals /18,544 individuals 1x10-60 0.19[0.15-0.23]  rs4420638-G
Nat Genet
Lp-PLA2 i 201
. 'p PLA Suchindran et alizo 0 6,668 Caucasian individuals /NR 6x10-24 8 nmol/ml/min rs4420638-G
activity and mass PLoS Genet
Elli 2 1 E i i 13,615 E i
rs1183910 HNF1A 12q24.31 CRP [liott et al,2009 7,967 European and Indian Asian men and women /13,615 European and Indian 1x10-30 113.8 [10.9-16.6] rs1183910-T

JAMA %

Asian men and women

M1 : myocardial infarction, CHD : coronary heart disease, HDL-C: high density lipoprotein cholesterol, LDL-C: low density lipoprotein cholesterol, TC: total cholesterol, TG: triglycerides, NR: not replicated, Lp-PLAZ2 : lipoprotein-associated phospholipase A2,
FGRT :fasting glucose-related traits, FBG: fasting blood glucose, HOMA-B: homeostasis model for assessment beta cell function, T2D: type 2 diabetes, T1D: type 1 diabetes, HTN: hypertension, DBP: diastolic blood presure, SBP: systolic blood pressure, BMI:
body mass index, WC:waist circumference, SELE: E selectin, SELP:P selectin, ICAM1: inter cellular adhesion molecule 1, CRP: C-reactive protein.
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Dans cette étude nous avons estimé I'héritabilité génétique et I'environnement partagé de
différents traits liés au syndrome métabolique dans de jeunes familles Francaises issues de la
cohorte STANISLAS par une approche transversale puis longitudinale.

Dix neuf traits assemblés en cing clusters ont été investigués par une analyse factorielle et
nous avons observé de fortes héritabilités génétiques (20 a 44%) pour les lipides, les
lipoprotéines, I'acide urique, le glucose et les clusters associés; et des héritabilités
génétiques modérées (inférieures a 20%) pour les triglycérides, I'adiposité, la pression
artérielle, les enzymes hépatiques et les marqueurs de l'inflammation en transversal
(analyse lors du premier examen de santé). L'environnement partagé avait un effet sur
toutes les variables investiguées.

En longitudinal a court terme (5 ans), les variances polygéniques étaient au contraire toutes
faibles et non significatives et I'environnement partagé trés élevé.

Ainsi, nous avons observé des héritabilités génétiques plus faibles que celles généralement
constatées pour les traits associés au syndrome métabolique tandis que |'effet de

I’environnement partagé était plus élevé.
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Background: We estimated genetic heritability and common environmental influences for various traits
related to metabolic syndrome in young families from France.

Methods: At entrance and after 5 years, nineteen traits related to metabolic syndrome were measured in a
sample of families drawn from the STANISLAS study. In addition, 5 aggregates of these traits were identified
using factor analysis.

Results: At entrance, genetic heritability was high (20 to 44%) for plasma lipids and lipoproteins, uric acid,
fasting glucose, and the related clusters “risk lipids” and “protective lipids”. Intermediate or low genetic
heritability (less than 20%) was shown for triglycerides, adiposity indices, blood pressure, hepatic enzyme
activity, inflammatory makers and the related clusters: “liver enzymes”, “adiposity/blood pressure” and
“inflammation”. Moreover, common environmental influences were significant for all the parameters. With
regard to 5-year changes, polygenic variance was low and not statistically significant for any of the individual
variables or clusters whereas shared environment influence was significant.

Conclusions: In these young families, genetic heritability of metabolic syndrome-related traits was generally
lower than previously reported while the common environmental influences were greater. In addition, only

Keywords:

Metabolic syndrome
Factor analysis
Heritability

shared environment contributed to short-term changes of these traits.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The metabolic syndrome is a complex combination of traditional
cardiovascular risk factors(central obesity, hyperglycemia, insulin
resistance, dyslipidemia and hypertension) [1], and of some novel
additional factors that include inflammation markers (CRP, haptoglobin,
orosomucoid), white blood cells count [2-4], serum uric acid [5,6] and
liver enzymes [gamma-glutamyl transferase (GGT), alanine amino-
transferase (ALAT), and aspartate aminotransferase (ASAT)]| that are
important markers of non-alcoholic fatty liver disease [7]. Several
approaches exist for studying simultaneously numerous factors of the
metabolic syndrome. One is the use of a bivariate genetic/environmental
analysis for pairs of metabolic syndrome-related traits in different family
members [8]. Another one is the use of a dimension reduction technique,
such as factor analysis, that allows the study of aggregates of phenotypes
(clusters) instead of the original phenotypes in variance component

Abbreviations: ALAT, alanine aminotransferase; apo, apolipoprotein; ASAT, aspar-
tate aminotransferase; BMI, body mass index; BWI, body weight index; DBP, diastolic
blood pressure; GGT, gamma-glutamyl transferase; HDL, high-density lipoprotein; hs-
CRP, high sensitivity C-reactive protein; SBP, systolic blood pressure; WC, waist
circumference; WHR, waist-to-hip ratio.

* Corresponding author. Tel.: +33 3 83 68 21 72; fax: +33 3 83 32 13 22.

E-mail address: Bernard.herbeth@nancy.insem.fr (B. Herbeth).

0009-8981/% - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cca.2010.02.070

analysis. This method has been used in family studies for common
metabolic syndrome-related factors [9-12]. However, although some
studies have included novel factors of the metabolic syndrome for
studying their heritability (CRP, WBC, uric acid) [8,9,12-14], no data
exists about clusters of these factors. Likewise, no study has examined
whether genetic or environmental susceptibility may underlie clusters
of short-term changes in these metabolic syndrome-related factors.

Therefore, we aimed to estimate additive genetic heritability and
common environmental effects for clusters and individual quantitative
traits of both common and novel metabolic syndrome risk factors at
baseline and over 5 years. Two subsets of data of the STANISLAS Family
Cohort were used: a sample of 667 families (n=2471 individuals) for
the cross-sectional study and a sample of 353 families (n=1208
individuals) for the longitudinal study.

2. Methods
2.1. Study subjects

This work is based on the STANISLAS Family Study, a 10-year
longitudinal study conducted since 1994 on 1006 families selected at
the Center for Preventive Medicine of Vandoeuvre-lés-Nancy (east of
France) [15,16]. In this work, we present 2 subsets of data, firstly on
metabolic syndrome-related variables measured during the initial
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examination in 1994-95 and secondly on 5-year changes of metabolic
syndrome-related variables. Due to the design of the STANISLAS
Family Study, subjects were of French origin and were free from acute
or chronic diseases such as stroke, myocardial infarction or cancer.
Children at entrance who were younger than 11 years were not in-
cluded in this study.

A total of 667 families with two biological parents and at least one
child (nuclear families) were eligible for the study based on the
baseline check-up in 1994-95 (1334 parents aged 30-64 years at
entrance and 1137 children aged 12-25 years). The response rate of
individuals for the second check-up was 73%. Consequently, 353
families attending a check-up both in 1994-95 and in 1999-2000,
composed of two parents and at least one child, were eligible for the
longitudinal study (706 parents and 502 children).

Each subject gave written informed consent for participating in
this study, which was approved by the local ethics committee (Comité
de Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale de
Lorraine, France).

2.2. Blood samples and data collection

Blood samples were collected after an overnight fast between 8.00
and 9.00 a.m. or between 11.00 and 12.00 a.m. Data were collected by
using relevant questionnaires including, information about lifestyle
such as tobacco, alcohol and drug consumption and personal medical
history. Physical examinations and functional tests were performed
and basic blood constituents were measured as described previously
[15]. Serum concentrations of fasting glucose, total cholesterol,
triglycerides, uric acid and activities of ASAT, ALAT, and GGT were
measured with commercially available kits on an AU5021 apparatus
(all from Merck, Darmstadt, Germany) on fresh aliquots, and within
2 h. Serum apolipoproteins Al and B, hs-CRP, haptoglobin and
orosomucoid were measured by immunonephelometry on a Behring
Nephelometer Analyser (BN II, Siemens Healthcare Diagnostics,
Deerfield IL) within 2 h after sampling. Apolipoprotein E was mea-
sured by turbidimetry and HDL-cholesterol by the precipitation by
phosphotungstate, both on a Cobas-Mira analyzer (Roche).

Metabolic syndrome in adults was defined according to the
International Diabetes Federation (IDF) criteria [17]: waist circum-
ference (WC)>94 cm in men or >80 cm in women plus any two of
the four following criteria (1) triglycerides >1.7 mmol/l or drug
treatment for elevated triglycerides, (2) HDL-C <1.03 mmol/I in men
or <1.3 mmol/l in women or drug treatment for reduced HDL-C, (3)
SBP >130 mm Hg or DBP >85 mm Hg or anti-hypertensive drug
treatment, (4) fasting glucose >5.6 mmol/l or drug treatment for
elevated glucose. For adolescents, specific IDF criteria were used: the
age- and gender-specific cut-points for each metabolic syndrome
component proposed in the literature [18].

For the whole sample, body weight index (BWI) that is as an
appropriate measure of adiposity in children, independently of
growth phenomenon and sexual maturation, was used in analysis
(BWI — [weight/weight reference values for sex and age]/100).
Weight reference values are derived from Rolland-Cachera et al. [19].

2.3. Statistical analysis

Statistical analyses were performed by using the SAS software
package version 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC). Before statistical
analyses, serum concentrations of the above mentioned variables
were adjusted for the effect of time of blood sampling (between 8.00
and 9.00 a.m. or between 11.00 and 12.00 a.m.) and for between-
month variability to remove the effect of daily, monthly (seasonal)
and analytical variations. Briefly, for each variable, levels were
regressed on both time of blood sampling (at the beginning of
morning or at the end) and on monthly truncated means obtained on
selected healthy males aged 20-40 years attending the health check-

up concurrently with the sample population of this study; the variable
used being the sum: residual + crude mean of the overall sample.

Since the distributions of triglycerides and hs-CRP concentrations,
and ASAT, ALAT and GGT activities exhibited a long-tailed positive
skewness and kurtosis, log;o transformation was used. The Gaussian
distribution of transformed variables was verified by using normal
probability plots.

Factor analysis was undertaken to avoid the problem of multiple
comparisons and redundancy of information. Prior analysis, the
nineteen initial metabolic syndrome-related factors measured at
entrance (data from cross-sectional study): BWI, WC, systolic and
diastolic blood pressures; serum concentrations of triglycerides, total
cholesterol, HDL-cholesterol, apo A1, apo B, apo E, fasting glucose, uric
acid, hs-CRP, orosomucoid, and haptoglobin; activities of ALAT, ASAT
and GGT; and white blood cells count were adjusted for age and
specific drug use separately for fathers, mothers, sons and daughters.
Likewise, the 5-year changes in variables (data from longitudinal
study) were adjusted for age, specific drug use and values at entrance,
separately for fathers, mothers, sons and daughters. Factor analysis
was followed by orthogonal (varimax) rotation to assist in interpre-
tation of the factors and to ensure that the factors were uncorrelated.
We determined the number of factors to retain by using both the
proportion of common variance to be accounted for by the retained
factors (=~100%) and the Scree test. The Scree plot is a plot of the
eigenvalues of derived factors. To simplify interpretations, only
variables with factor loadings having absolute values greater than
0.29 were shown. The factor score for each pattern was calculated
by summing levels of metabolic syndrome-related variables weighted
by their factor loadings. Factor scores were standardized to have a
mean of 0 and a standard deviation of 1. The scores reflect how closely
participant's metabolic syndrome-related variables resemble each
identified pattern, with higher scores representing closer resem-
blance. At baseline and for 5-year changes, each individual received a
factor score for each identified cluster.

Variance component analysis was applied to assess the relative
contributions of genetic and environment to metabolic syndrome-
related factors and to clusters (at entrance and for 5-year changes).
Under a pure polygenic model, a phenotype (P) is a function of genetic
(G) and environment (E) effects (i.e., P=G+E), usually expressed
in terms of variance components (0f =0 +o#). The genetic heri-
tability (usually named broad-sense genetic) is defined as the
proportion of the total phenotype variance that is due to genetic
effects (hd=o0&/0#), mainly due to a large number of genes, each
with a small, linear, and additive effect.

The environmental component can be decomposed into common
familial (due to the effect of sharing the same household at the time of
measurement, C) and random nonfamilial (due to individual-specific
factors, R) environmental effects (i.e., of=0¢+0¢+0ow). Thus,
analogous to genetic heritability, the cultural heritability or common
environmental variance component may be defined as (c? = 0&/0#),
which is assumed to be due to a large number of linear and additive
familial environmental effects [20].

The analysis was conducted by using a multivariate normal model
for pedigree analysis as described by Lange et al. [21,22] with the
software FISHER, which also performed goodness-of-fit test of the
underlying multi-normal distribution. These three components were
assumed to be normally distributed with mean equal to 0 and vari-
ance equal to o2, o¢ and oF, respectively. For all tests, statistical
significance was taken at p <0.05.

3. Results

Baseline characteristics of the 667 families (2471 individuals)
included in the cross-sectional study are presented in Table 1. Five-
year changes in characteristics of the 353 families (1208 individuals)
included in the longitudinal study are shown in Table 2.
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Table 1
Baseline characteristics of the 2471 individuals included in the cross-sectional study.
Data from the STANISLAS Family Study: entrance screening of 1994-1995.

835

Variables Adults Children

Father (n=667) Mother (n=667) Son (n=575) Daughter (n=562)
Age (years) 425 (4.6) 404 (4.5) 15.5 (2.9) 15.9 (3.3)
Weight (kg) 77.1 (11.1) 61.4 (10.2) 57.1 (13.3) 53.7 (9.7)
Body mass index (kg/m?) 25.5 (3.2) 23.7 (3.9) 20.1 (3.0) 20.5 (3.1)
Body weight index (%) 102.1 (12.8) 103.0 (17.5) 103.3 (13.1) 104.5 (15.1)
Waist circumference (cm) 88.9 (9.0) 75.1 (9.0) 71.1 (7.4) 66.4 (6.6)
Waist-to-hip ratio 0.91 (0.06) 0.77 (0.06) 0.81 (0.04)¢ 0.73 (0.05)
Alcohol consumption (g/day) 23.9 (25.7) 4.7 (8.9) 1.1 (5.7) 0.3 (1.5)
Tobacco consumption (cig/day) 5.4 (9.4) 2.6 (6.4) 0.8 (3.3) 1.2 (4.2)
Anti-hypertensive use (%) 33 1.7 0.0 0.0
Anti-diabetic use (%) 0.4 0.0 0.0 0.0
Lipid lowering agent use (%) 7.0 1.7 0.5 0.5
Anti-inflammatory use (%) 3.8 2.2 2.6 2.8
Systolic blood pressure (mm Hg) 128.3 (12.5) 120.3 (13.6) 121.2 (11.7) 115.2 (9.6)
Diastolic blood pressure (mm Hg) 78.6 (9.7) 72.7 (10.3) 62.1 (11.1) 61.9 (10.2)
Triglycerides (mmol/l) 1.21 (0.71-2.06) 0.84 (0.55-1.29) 0.74 (0.48-1.14) 0.82 (0.54-1.23)
Total cholesterol (mmol/I) 5.99 (1.10) 5.52 (0.91) 4.49 (0.82) 485 (0.84)
HDL-cholesterol (mmol/1) 1.39 (0.35) 1.73 (0.42) 1.43 (0.36) 1.55 (0.35)¢
Apolipoprotein B (g/1) 1.15 (0.26) 0.98 (0.22) 0.79 (0.19) 0.85 (0.19)
Apolipoprotein A1 (g/1) 1.55 (0.23) 1.71 (0.26) 1.44 (0.21) 1.53 (0.24)
Apolipoprotein E (mg/l) 41.3 (144) 37.0 (10.6) 36.2 (9.8) 39.1 (10.7)
Fasting glucose (mmol/I) 5.19 (0.56) 4.88 (0.40) 492 (0.34) 4.79 (0.39)
Uric acid (pmol/1) 319.5 (67.7) 230.1 (48.6) 293.0 (61.2) 242.6 (45.7)
Hs-CRP (mg/1) 1.00 (0.35-2.87) 0.97 (0.31-3.02) 0.45 (0.15-1.34) 0.47 (0.16-1.38)
Haptoglobin (g/1) 1.09 (0.49) 1.07 (0.42) 0.72 (0.41) 0.89 (0.41)
Orosomucoid (g/1) 0.79 (0.19) 0.71 (0.18) 0.71 (0.21) 0.69 (0.20)

ASAT (U/1) 23.4 (16.6-33.0) 17.3 (13.0-23.0) 23.3 (16.7-32.8)
ALAT (U/1) 30.2 (18.7-48.8) 17.6 (10.9-28.1) 19.2 (12.6-29.3)
GGT (U/1) 30.4 (16.6-55.7) 16.2 (9.7-27.1) 13.9 (10.1-19.2)
White blood cells (10°/1) 6.92 (1.86) 7.05 (1.84) 6.58 (1.66)
Metabolic syndrome (%) 14.8 6.4 0.5

18.7 (14.3-24.4)
155 (10.6-22.7)
113 (8.4-15.2)
7.12 (1.79)
1.1

Values are arithmetic mean of crude data (SD), geometric mean (range of 1SD) or proportion (%).

Metabolic syndrome was defined according to IDF criteria (see Methods).

ALAT alanine aminotransferase, ASAT aspartate aminotransferase, GGT gamma-glutamyl transferase, HDL high-density lipoprotein, hs-CRP high-sensitivity C-reactive protein.

Table 2

Five-year changes in characteristics of the 1208 individuals included in the longitudinal study.

Data from the STANISLAS Family Study: check-up of 1994-95 and 1999-2000).

Variables Adults Children
Father (n=353) Mother (n=353) Son (n=248) Daughter (n=254)

A Weight (kg) 2.41 (4.07) 2.10 (4.44) 13.99 (10.11) 6.22 (7.52)
A Body mass index (kg/m?) 0.85 (1.33) 0.86 (1.70) 2.15 (1.80) 1.53 (2.35)
A Body weight index 2.22 (5.23) 0.98 (7.26) —0.72 (8.03) 0.21 (10.83)
A Waist circumference (cm) 2.40 (4.70) 1.75 (4.65) 6.58 (5.19) 2.87 (5.58)
A Waist-to-hip ratio 0.02 (0.04) 0.02 (0.04) 0.01 (0.05) —0.01 (0.05)
A Alcohol consumption (g/day) —0.70 (16.51) 0.89 (7.63) 3.70 (8.71) 1.06 (3.06)
A Cigarette consumption (cig/day) —0.52 (5.63) —0.03 (3.35) 3.28 (6.41) 2.39 (5.49)
A Systolic blood pressure (mm Hg) —0.07 (12.72) 0.27 (13.01) 3.62 (12.05) 0.70 (9.98)
A Diastolic blood pressure (mm Hg) —1.17 (11.25) —0.63 (11.70) 4.86 (13.03) 4.37 (12.46)
A Triglycerides (mmol/l) 0.11 (0.93) 0.03 (0.41) 0.08 (0.41) 0.01 (0.48)
A Total cholesterol (mmol/l) 0.04 (0.89) 0.08 (0.76) —0.11 (0.68) 0.10 (0.78)
A HDL-cholesterol (mmol/I) 0.02 (0.28) 0.05 (0.33) —0.15 (0.31) 0.09 (0.34)
A Apolipoprotein B (g/1) —0.03 (0.21) —0.03 (0.17) —0.03 (0.14) 0.00 (0.18)
A Apolipoprotein A1 (g/1) —0.01 (0.18) —0.01 (0.23) —0.08 (0.21) 0.07 (0.27)
A Apolipoprotein E (mg/1) 1.78 (12.08) 2.59 (8.76) —2.62 (7.40) —3.16 (9.69)
A Fasting glucose (mmol/l) 0.22 (0.86) 0.11 (0.53) —0.04 (0.92) —0.06 (0.51)
A Uric acid (pmol/l) 3.64 (55.06) —3.21 (40.43) 30.84 (63.54) —16.50 (43.92)
A Hs-CRP (mg/1) 0.01 (7.39) 0.15 (5.53) 0.83 (5.87) 0.66 (2.66)
A Haptoglobin (g/1) 0.05 (0.35) 0.07 (0.34) 0.29 (0.40) 0.18 (0.39)
A Orosomucoid (g/1) 0.00 (0.16) 0.02 (0.17) 0.04 (0.23) —0.01 (0.24)
A ASAT (U/l) 0.61 (13.88) 1.24 (7.99) —3.55 (12.09) —1.20 (6.52)
A ALAT (U/1) 0.22 (19.67) 0.59 (15.96) —0.47 (18.55) 0.25 (10.61)
A GGT (U/1) 4.75 (22.94) 2.69 (19.12) 2.96 (6.13) 2.14 (5.61)
A White blood cells (10%/1) 0.01 (1.53) 0.10 (1.67) 0.24 (1.81) 0.25 (1.96)
Metabolic syndrome

Inclusion 14.2% 7.1% 0.0% 1.2%

5-year later 20.7% 7.9% 0.8% 0.4%

Values are arithmetic mean of crude data (SD) or proportion (%).

Metabolic syndrome was defined according to IDF criteria (see Methods).

A, change over 5 years; ALAT, alanine aminotransferase; ASAT, aspartate aminotransferase; GGT, gamma-glutamy! transferase; HDL, high-density lipids; hs-CRP, high-sensitivity

C-reactive protein.
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Parents who did not attend the follow-up examination after five
years were significantly younger than responders. In couples who did
not respond, fathers had significantly higher mean values for waist-
to-hip ratio (WHR), cigarette consumption, fasting glucose, triglycer-
ides, uric acid, haptoglobin, orosomucoid, and activities of ALAT and
GGT; mothers had significantly higher weight and BMI. Children of
both sexes not attending the second examination were older than
those who responded, and consequently had significantly higher
weight, BMI, waist circumference (WC), alcohol intake and cigarette
consumption. In addition, sons had higher SBP and levels of uric acid
and haptoglobin and lower level of apolipoprotein A1 and high-
density lipids (HDL)-cholesterol and daughter had higher DBP and
GGT activity.

3.1. Factor analysis

At baseline, factor analysis identified five major factors (“risk

” o« ” ow

lipids”, “adiposity/blood pressure”, “protective lipids”, “liver enzymes”

Table 3

Results of factor analysis with metabolic syndrome-related variables and factor loadings.

and “inflammation”) explaining 39.9%, 22.6%, 15.6%, 12.5%, and 9.4% of
variance, respectively (Table 3). The first five largest positive eigen-
values accounted for 100.0% of the common variance. The Scree plot
displayed a sharp bend at the sixth eigenvalue, reinforcing the pre-
ceding conclusion. The “risk lipids” factor included total cholesterol,
apo B, triglycerides and apo E; the “adiposity/blood pressure” factor
included WC, BWI, uric acid, and diastolic and systolic blood pressures;
the “protective lipids” factor included HDL-cholesterol, and apo Al;
the “liver enzymes” factor included ALAT, ASAT and GGT activities and
“inflammation” factor hs-CRP, haptoglobin, orosomucoid, and WBC.
Fasting glucose did not attain threshold for factor loading (>0.29).
With regard to the 5-year changes in metabolic syndrome-related
variables, the factor analysis (Table 3) identified the same precedent
five major clusters: “risk lipids”, “body mass/blood pressure”, “liver
enzymes”, “inflammation”, and “protective lipids” accounting for
36.6%, 21.8%, 17.5%, 13.0% and 10.5% of the total variance in the data
set, respectively (99.4% of the common variance). The clusters at
entrance and for 5-year changes included the same variables, except

Factor-loading patterns Risk lipids

Adiposity/blood pressure

Protective lipids Liver enzymes Inflammation

A. Cross-sectional study: 2471 individuals

Total cholesterol 0917 o
Apolipoprotein B 0.895 =
Triglycerides 0.444 -
Apolipoprotein E 0.402 -
Waist circumference - 0.786
Body weight index - 0.774
Systolic blood pressure - 0.435
Diastolic blood pressure - 0.404
Uric acid - 0.297
Fasting glucose - -
HDL-cholesterol - -
Apolipoprotein Al - -
ALAT - -
ASAT - -
GGT - -
Haptoglobin - -
Hs-CRP - -
Orosomucoid - -
White blood cells = -

% of explained variance 39.9 22.6

- - 0.641
- - 0.618
- - 0.609
- - 0.392
15.6 12.5 9.4

Factor-loading patterns Risk lipids

Adiposity/blood pressure

Liver enzymes Inflammation Protective lipids

B. Longitudinal study: 1208 individuals

A Total cholesterol 0.814 -
A Apolipoprotein B 0.787 =
A Apolipoprotein E 0.612 -
A Triglycerides 0.576

A Body weight index =

A Waist circumference - 0.789
A Systolic blood pressure - 0.381
A Diastolic blood pressure - 0.344
A Fasting Glucose - -

A Uric acid - -

A ALAT - -

A ASAT - -

A GGT - -

A Orosomucoid = -

A Haptoglobine - -

A Hs-CRP - -

A White blood cells - -

A HDL-cholesterol - -

A Apolipoprotein Al - -

% of explained variance 36.6 21.8

- - 0.308
0.841 - -
0.783 - -
0.411 - -

= 0.726 -

- 0.722 -

- 0.518 -

- 0.344 -

= = 0.779
- - 0.696
17.5 13.0 10.5

All variables were adjusted for age and specific drug use, separately for fathers, mothers, sons and daughters for the cross-sectional study and for age, specific drug use and values at
entrance for the longitudinal study. Log;o transformed values were used for triglycerides, hs-CRP, ALAT, ASAT and GGT.
A, change over 5 years; ALAT, alanine aminotransferase; ASAT, aspartate aminotransferase; GGT, gamma-glutamyl transferase; HDL, high-density lipids; hs-CRP, high-sensitivity

C-reactive protein.
2 Factor loadings represent the correlations between the variables and the factors.
b Factor loading <0.29.



B. Herbeth et al. / Clinica Chimica Acta 411 (2010) 833-839 837

uric acid that was no longer included in the ‘adiposity/blood pressure’
factor in the longitudinal study.

3.2. Genetic heritability and common environmental variance

We used the model that assumed three independent components
(polygenic, common (familial) environmental and random non famil-
ial) with no differences in parts of component variances according to
generation for all clusters and individual traits. Only the estimates of
genetic heritability and common environmental variance are shown in
Table 4 for baseline and 5-year changes, respectively. At entrance,
polygenic variance was statistically significant for total cholesterol,
apolipoprotein B, apolipoprotein E, uric acid, fasting glucose, HDL-
cholesterol, apolipoprotein A1, ALAT, haptoglobin and three clusters
(“risk lipids”, “protective lipids” and “liver enzymes”); values varied
from 18.4% to 44.0%. Conversely, for triglycerides, waist circumference,
body weight index, systolic and diastolic blood pressure, activities of
ALAT and GGT, hs-CRP, orosomucoid, WBC and two clusters (“adiposity/
blood pressure” and “inflammation”), polygenic variance was not
statistically significant. At entrance, common environmental variances
were statistically significant from zero for all individual variables and
clusters with a range of 7.8-25.8%. With regard to 5-year changes,
polygenic variance was no longer statistically significant for any of the
individual variables or factors (Table 4). Common environmental vari-
ance was statistically significant for all variables except for triglycerides,
hs-CRP, ASAT activity and “liver enzyme” cluster.

4. Discussion
The “STANISLAS Family Study” was planned in order to estimate
genetic heritability and common environmental influence for risk

factors of complex diseases such as the metabolic syndrome, taking
advantage of specific features of this unique sample of French nuclear

Table 4

families, including parents of middle age and young children in good
health. In this paper, with regard to metabolic syndrome-related
factors: 1) we added to the literature with our specific data about
components of familial aggregation of traditional traits and clusters;
2) we estimated heritability of novel associated traits and clusters (to
our knowledge, no data exists for these traits); 3) we estimated
components of familial aggregation for short-term changes of these
associated traits and clusters. In addition, due to the design of the
STANISLAS Family Cohort, subjects of this study were not excluded on
the basis of elevated risk factors or drug use. Including such subjects
make the results about familial aggregation potentially applicable to
general population of the east of France.

4.1. Factor analysis

The factor analysis approach has been used in previous studies of
the metabolic syndrome [23-28], including family aggregation [9-12]
and has yielded a variety of possible models. We identified five
summary factors named as “risk lipids”, “adiposity/blood pressure”,
“protective lipids”, “inflammation” including inflammatory markers
and “liver enzymes” including three important markers of liver
metabolism. Noteworthy, these two last clusters were reported only
in the STANISLAS Study. Likewise, when using patterns of changes of
these metabolic variables, the same five summary clusters were
revealed and confirmed, suggesting a relationship between these
variables and their changes over time.

In our population, blood pressure was loaded with BWI and WC,
contrary to most previous studies. Our results suggest a strong
relationship of adiposity with blood pressure regulation, or the
existence of a common causal factor that underlies the different
components of the metabolic syndrome. These findings are in
agreement with a familial study on metabolic syndrome on supposed
healthy individuals [10]. Interrelationships between adiposity and

Variance components for individual variables and the 5 factor scores in the 667 families included in the cross-sectional study (entrance variables) and in the 353 families included in

the longitudinal study (5-year changes).

Entrance variables

5-year changes

o (polygenic variance, %)

o0¢ (common environmental

o (polygenic variance, %) o¢ (common environmental

variance, %) variance, %)
Total cholesterol 44,0%** 7.8* 0.0 12.9%*
Apolipoprotein B 38.5"* 12.6™* 0.0 16.5*
Triglycerides 11.7 16.8*** 3.7 5.9
Apolipoprotein E 34.7** 10.6™* 0.0 22.4%*
Risk lipid cluster 40.5*** 8.9%* 0.0 10.2%**
Waist circumference 4.1 258" 0.0 15.8"**
Body weight index 7.0 226" 0.0 11,170
Systolic blood pressure 10.9 8.8%* 0.0 13.4%
Diastolic blood pressure 0.0 12.2%* 7.1 16.1**
Uric acid 37.8"* 12.0%* 8.1 23.7%*
Adiposity/blood pressure cluster 6.8 21.0%* 0.0 14.3**
Fasting glucose 20.8*** 17.6"** 0.0 24.0%**
HDL-cholesterol 328" 16.3*** 0.0 27.2%
Apolipoprotein A1 30.0"** 23.4%* 0.0 25.5%*
Protective lipid cluster 35.0%** 14.9%* 0.0 18.3"
ALAT 18.8** 9.0** 0.0 5.7*
ASAT 13.6 14.3%** 0.0 2.6
GGT 8.4 11.9%* 0.0 10.4***
Liver enzyme cluster 18.4* 9.8** 0.0 29
Haptoglobin 35.3%** 10.0** 73 9.9*
Hs-CRP 5.9 11.0** 0.0 5.6
Orosomucoid 8.9 16.7* 0.0 7.4%*
White blood cells 44 16.8™** 0.0 8.3
Inflammation cluster 7.6 14.2%* 0.0 9.0

*p<0.05, **p<0.01, “*p<0.001, else: non significant.
Variance components were expressed as percentage.

All variables were adjusted for age and specific drug use for the cross-sectional study and, for age, specific drug use and values at entrance for the longitudinal study, separately for
fathers, mothers, sons and daughters except for clusters. Log;o transformed values were used for triglycerides, hs-CRP, ALAT, ASAT and GGT.
ALAT, alanine aminotransferase; ASAT, aspartate aminotransferase; GGT, gamma-glutamyl transferase; HDL, high-density lipids; Hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein.
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blood pressure could be different in healthy individuals as compared to
patients with insulin resistance or diabetes. In contrast, we did not find
the common cluster named “glucose/insulin resistance” [9,10,25-28];
this is probably due to lack of biological parameters related to glucose
metabolism such as fasting insulin, as well as to the healthy state of our
sample of population.

4.2. Heritability

In order to compare our data, we collected the main worldwide
results from twin and family studies (nuclear or of complex pedigree)
where genetic and common environmental variances were estimated
(see online Supplementary material). Values of genetic heritability in
this table are not absolute measurements, but rather reflect the amount
of genotypic variation as compared to environmental variation. The
estimates are specific to a given population and are generally larger
when the genetic background is more diverse (increasing of the genetic
variance) or when environmental effects are minimized (decreasing of
the environmental variance). Consequently, heritability for the same
trait may vary quite widely across populations where the relative
importance of these components is very different [20]. Comparison of
data of the literature should take into account important criteria such as:
design (twins, nuclear families or more complex pedigrees), origin and
characteristics of the population (age, sex, lifestyle, genetic background,
genetic isolate, with or without risk factors, acute or chronic diseases),
number and type of traits studied, adjustment for covariates, method
used to estimate heritability (path analysis or analysis of variance). As an
example, the online table (see Supplementary material) shows that
genetic heritabilities from twin studies are higher than those estimated
from nuclear family studies or complex pedigrees.

With regard to genetic heritability our results are high (20 to 44%)
and close to the estimates or within the ranges described by other
family studies for plasma lipids and lipoproteins (total cholesterol,
apo B, apo E, apo A1, HDL-cholesterol), uric acid and fasting glucose.
Conversely, genetic heritability for triglycerides, adiposity indices
(waist circumference and body weight index), blood pressure (both
diastolic and systolic), hepatic enzyme activity (ALAT, ASAT, GGT) and
inflammatory markers (hs-CRP, orosomucoid and white blood cells)
is low (less than 19%), smaller than published data and often not
statistically significant. Genetic heritability of haptoglobin level repre-
sents about a third of global variance and seems to be an exception.
However, in spite of no data exists about familial resemblance of this
protein, haptoglobin has been described as polymorphic with three
major phenotypes that are associated with differences in serum
concentrations [29].

Estimates of genetic heritability at entrance for the five clusters
are consistent with those of the related individual trait: high for “risk
lipids” and “protective lipids” (40% and 35%, respectively), interme-
diate for “liver enzymes” (18%) and low for “adiposity/blood pressure”
and “inflammation” (about 7%). However, triglycerides and uric acid
appear as exceptions, probably due to low factor loadings with their
respective clusters. Discordance between heritability estimates of
“inflammation” cluster and haptoglobin remains unexplained. Higher
genetic heritability for “risk lipids”, “protective lipids” and related
individual traits is consistent with the success to date in identifying
genetic polymorphism associated with raised cholesterol, apo- and
lipoproteins in general population [30]. On the contrary, small genetic
components for “adiposity/blood pressure” and “inflammation fac-
tors” could reflect the difficulties to identify genomic regions involved
in the regulation of these related factors in the general population (for
instance, for body weight and obesity, [31]). Generally, the genetic
component is lower and environmental influence is higher in nuclear
families including young parents and children than those including
older subjects [32,33].

When comparing common environmental influence with previous
studies (see online Supplementary material), our estimates are often

higher or close to the upper range and more than 14% for triglycerides,
waist circumference, body mass index, adiposity/blood pressure cluster,
glucose, HDL-cholesterol, protective lipid cluster and apo A1; risk factors
that are generally influenced by long-term lifestyle interventions [34].
Common environmental influence observed in our study for orosomu-
coid, white blood cells count and the related cluster could be due
to familial aggregation of various benign infections. Unfortunately,
for numerous factors, no data exists about common environmental
influence for comparison with our results.

With regard to 5-year changes, polygenic variance was low and
not statistically significant for any of the individual variables or factors
whereas shared environment influence was significant for most
factors and clusters except for triglycerides, hs-CRP, ASAT and related
cluster. Our findings highlight the impact of the common familial
environment and lifestyle in the short-term change of metabolic
syndrome components. While genetic factors have only an effect at
baseline, only environmental factors seem to influence substantially
changes of metabolic syndrome-related variables over short time.
Data about change of these factors are very scarce and hard to com-
pare with ours. For instance, a recent family study showed that changes
in BMI over 8-10year period appear to be genetically influenced
(heritability of 36%), while heritability estimates for changes in waist
was lower (21%) [35]. Similarly, a 12-year follow-up in the Quebec
Family Study suggested that 36% of the phenotypic variability of BMI
was transmissible [36]. Discrepancies with our data could be due to
difference in methodology: the first study used complex pedigree (80
families and 379 subjects) with about 73% of subject aged 45 years
and more [35]; in the second study, only global heritability due to
both genetic factors and the shared common familial environment was
estimated [36].

4.3. Strengths and limitations

The major strengths of our present study were that the parti-
cipants were young (including children and adolescents), stemmed
from nuclear families (without complex pedigrees), at low-risk of
cardiovascular diseases, drawn from the general population of the
east of France without genetic isolation phenomenon. No study about
familial aggregation of MS factors was ever done in this area. More-
over, both cross-sectional and short-term longitudinal approaches
were studied and both individual traits and clusters were analyzed.
For these reasons, our data specific of young, healthy and unselected
French families are unique.

Several limitations of our study have also to be addressed. First,
estimates of genetic heritability didn't take into account major gene
effects that are largely or entirely nonadditive, gene-gene interactions
(epistasis) and gene-environment interactions. Second, as in our
study in samples of nuclear families, consisting of parents and off-
spring, the genetic and familial environmental effects could be re-
solvable with difficulties because these relatives share both genes and
environments. Third, various factors could affect the estimation and
interpretability of heritabilities, for example, assumptions regarding
linearity and additivity, assortative mating, and the underlying
distribution of the data (non Gaussian distribution of the data can
lead to errors in hypothesis testing) [20]. Nevertheless, the software
FISHER performed goodness-of-fit test of the underlying multi-
normal distribution. Lastly, genetic heritability estimates from
clusters could be under or overestimate due to individual traits
included in there computation (for instance triglycerides).

In conclusion, in these young families from the east of France,
estimates of genetic heritability at entrance were generally lower than
previously reported while the common environmental influences
were greater. Only common environmental factors are related to
short-term changes. Our data highlight the importance of lifestyle, at
least for short-time periods, on the evolution of the metabolic syndrome-
related traits.
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Les antécédents familiaux des pathologies cardiovasculaires sont des facteurs de risque
connus des maladies cardiovasculaires. Le but de notre étude était donc d’évaluer I'influence
des niveaux de risque parentaux sur le niveau de ces mémes facteurs de risque chez leurs
enfants dans une cohorte familiale d’origine Francaise : la cohorte STANISLAS dans laquelle
des familles biparentales avec au moins deux enfants biologique avaient été suivies pendant
cing ans a I'occasion de deux examens de santé. Les facteurs de risque des enfants (pression
artérielle, traits lipidiques, glycémie, indice de masse corporelle et tour de taille), étaient
comparés en fonction du niveau de risque des parents dans 693 familles. A I'exception de la
glycémie, tous ces traits, bien qu’infracliniques, étaient plus élevés dans les familles ayant les
deux parents a risque pour le trait considéré a tpet a ts.

Ainsi, il serait opportun d’envisager des stratégies préventives familiales pour mieux repérer

les enfants a risque cardiovasculaire et ainsi mener des interventions précoces.

Contribution :
Lors de cette étude exploratoire, nous avons congu le design, effectué la totalité des analyses
statistiques, construit les tables et figures ainsi qu’interprété les résultats. Nous avons

également rédigé la premiére version de I'article.
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Parental precocious influences on offspring

cardiovascular risk markers: an exploratory study in

the STANISLAS Cohort

:'_'Famlhai hlstory of cardlovascular disease’is acknowiedged as a risk’ indicator in offsprlng The alm of thls_-
- Ustudy was to assess whether the card:ovascular risk factorsin parents predlcted the nsk of their chlldren_.'__
" developing cardiovascular-disease’in'a French’ population: the STANISLAS Cohort, in which Caucasian .
‘biparental families with at least two siblings were followed for 5 years. Silent risk factors (blood pressure,
lipid traits, glycemia, BMI and waist clrcumference) of chlldren were compared according to their parents’
risk'status in a subsample of 693 families. All of these traits, with the exceptlon of glucose, were mgmﬁcan’dy '

hlgher |n chlldren who had parents ata hlgh rlsk than'i |n chlidren wnth parents at a Eow rlsk at the flrst_‘_'

3 Thus 5|Ient cardlo metabollc risk factors can be’ screened i |n children according to the rlsk status of thelr'i
parents for. early _prevention The influence of parents’ variants on their offspring underlined the need to -

initiate. fam _ |ai p evention strategtes thh a part;cular fol[ow~up of young mdmduals between chlldhood

"EKEYWORDS cardlovascular precocmus rlsk personallzed preventlon o

sﬁent rlsk factor

Cardiovascular disorders are still the major cause
of mortality and morbidity in Western tountries,
and the instatlation of its risk factors begin dur-
ing childhood 11]. Moreover, familial influence in
cardiovascular diseases can begin early, even in
healthy families, and rarger-organ damage may
occur in children with elevated risk factors [2].
This highlights the importance of seudying both
genetic and environmental factors in order to
improve primaty prevention straregies focused on
young popularions at high risk. Indeed, it seems
impaortant o identify silent cardio—merabolic risk
fxcrors in childhood.

In this study, we examined whether cardio-
vascular risk factors in parents predicted the risk of
their children developing cardiovascular disease.

Methods

# Study design

The STANISLAS Family Study consists of
1006 biparental families wicth at least two
siblings over the age of 4 years. They were
recruited between 1993 and 1995 at the Centre
of Preventive Medicine of Vandoeuvre-lés-Nancy
(eastern France) and underwent health exam-
inations every 5 years [3]. Individuals suffering
from acute or chronic disorders or with a pre-
vious personal history of cardiovascular disease
were excluded. All participants gave their written
informed consent and the study was approved
by local ethics committees. This cohort was

designed to assess, in a healthy population, the
role of genetics and environmental factors in the
variability of cardiovascular risk faceors.

Initially, we performed a preliminary
unpublished study including the adults and
adolescents of the STANISLAS Cohort using
the Framingham prediction equation for coro-
nary disease at 10 years [41. However, since the
Framingham equation was developed with
an American popuiation, it overestimates
risk assessment in European populations [s);
in parcicular, the influence of age was too
strong in the model, making the classification
of individuals biased. Therefore, we chose to
study ‘the following cardiovascular risk fac-
tors in children: systolic and diastelic blood
pressure (SBP; DBP), total cholesterol (TC),
low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C),
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C),
trighycerides (T'G), glucose, BMI and waist cir-
cumference (WC) according to their parental
risk status. Thus, the metabolic pathways high-
lighted in this study will allow the future integ-
ration of genetic and nongenertic information
into medical decisions [6}.

@ Study population

The current study includes cross-sectional
and longitudinal analyses of data collected
berween 1993-1995 and 1999-2000 (cor-
responding to two health examinations) on

part of
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2580 individuals belonging to 693 biparental
families (693 fathers and mothers, 585 sons and
609 daugheers).

& Data collection

Blood pressure was measured under standardized
conditions (supine position) with a sphygmo-
manometer. Three readings were taken and the
mean value was used for analysis.

Blood samples were collected berween 8:00 and
9:00 am or 11:30 am and 12:30 pm by venipunc-
ture after overnight fasting, TC, HDL-C, TG and
glucose were assayed using enzymatic methods
{AUG40 [Olympus, Watford, UK]) and LDL-C
was calculated using the Friedewald formula.

Weight and height were measured while the
participants were standing in light clething
without shoes. BMI was calculated as weight in
kg divided by height in m?, and the WC was
measured at the level of the umbilicus.

8 Parental risk status definition

In the first step, parents at risk were determined
according to thresholds defined by international
guidelines and recommendarions:

= SBP grearer than 130 mmHg for pre-
hypertension and above 140 mmHg for hyper-
fension [71;

= DBP greater than 85 mmHg for pre-
hypertension and above 90 mmHg for hyper-
tension [71;

x TC of 6 mmol/l or more [8];

e LDL-C of 5.16 mmeol/] or more fio1);
= HDL-C of 1 mmol/l or less poi;

# TG of 2 mmol/l or more No1;

= Glucase greater than 6.2 mmol/i [o};
= BMI of 25 kg/m? or 'mo;c;'

= WC greater than 80 cm for fathers and 94 cm
for mothers paj.

& Child risk status

Children’s blood pressure, lipid traits, glycemia,
BMI and WC were analyzed in a second step
according to their parent’s risk status. Three
groups of children were studied:

= Children with neither parent at risk - groups 0;

= Children wich only one parent (father or
mother} at risk - groups 1;

= Children with both parents ac risk — groups 2.

# Statistical analyses
Risk factors among children and parents were
described by the mean = srandard deviation.
Differences between groups were tested at the
first health examination (t0) and 5 years later
at the second health examination (t5) using
the Srudent’s t-test, and analysis of variance
adjusted results for sex and age, taking into
account possible interacrions berween sexes
and groups. Variation between the two healch
examinations was also assessed among groups.
Continuous variables were log-transformed to
approach normality and the Levene test estab-
lished the homogeneity of variance berween
groups. The SPSS? statistical software version
16.0 (SPSS Inc., 1L, USA) was used and the

level of significance (p-value) was 0.01.

Resuits

Phenotypic characteristics of the popula-
tion studied ar t0 and 5 and longitadinal
variations are summarized in Tsase 1 {mean
values + standard deviation of all variables
assessed by family members). The mean age of
fathers was 42.85 years, mothers 40.75 years,
sons 13.35 years and daughters 13,58 years of
age at t0. Fathers compared with mothers had
significantly higher levels for all measurements
with the exception of HDL-C. Among children,
SBP, pulse pressure, mean blood pressure, TC,
LDL-C, TG, glucose and WC were signifi-
cantly higher in male versus female siblings at
£0. A rotal of 5 years later, HDL-C became sig-
nificantly lower in daughters and TG srabilized
among genders. '

& Comparisons between

children’s groups

Children’s parameters significantly differed
between groups (p < 0.001) at t0 and ¢5, except
for DBP (hypertension threshold} and glucose
(Tasix 2). Lower values for all parameters were
observed in groups ¢ and higher values in
groups 2, except for HDL-C (Picuzss 1 &2). No
interactions between gender and groups were
observed. Differences in blood pressure within
groups were influenced by age and gender for
SBP at t0 and 5. The gender effect was signifi-
cant for TC and HDL-C at ¢5 and the age effect
became apparent at the second examination for
TC and LDL-C, but nort for HDL-C. TG levels
were modulated by age but not by gender. The
age effect was also significanc in BMI and WC,
although gender modulated this last variable

only, Longitudinai variations differed among
groups for SBP and TG.
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Phenotypes:

Age (years)

SBP (mmHg)

DBP (mmHg)

PP {mmHg)

MPB {(mmHg)

TC (mmoi/l)

LDL-C (mmoi/l)

HDL-C (mmol/l)

TG {(mmoi/l)

Glucose {mmol/T)

= Health
7 examination

0
5
0
t5
A

0
15
fa)

13
t5
A

0
5
A

0
15
A

0
t5
A

to
ts
A

to
3
A

t

3
A

‘Mean x standard deviation.
A Variation between two health examinations; DBP: Diastolic blood pressure; HDL: High-density lipoprotein; LDL: Low-density lipoprotein; MBP: Mean biood pressure; n: Sample size; PP: Pulse pressure; SBP: Systolic
blood pressure; t0: Values at first heafth examination; t5: Values at second health examination; TC: Total cholesterol; TG: Triglycerides; W(: Waist Circumference.
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Discussion

It is now well established that cardiovascular
disorders have roots in childheod [2], with both
genetic and environmental components.

Thus, prevention efforts should begin pre-
cociously with the early detection of silent
cardiovascular risk factors. In this respect, our
resilts demonstrated associations berween cardi-
ovascular risk factors in children and their paren-
tal risk status in a healthy French population.
These relationships were maintained through
time and concerned almost atl the cardiovascular
risk markers studied: blood pressure, lipid traits,
BMI and WC. This enables us to confirm that
the different metabolic pathways implicared in
the genesis of cardiovascular pathophysiology
take asset early on through the combination
of parental genetics and a shared environment,
even in families without any personal history of
cardiovascular disease.

The effect of gender on physiological traits
related to the genesis of cardiovascular disor-
ders was also confirmed, with a higher risk in
male than in female adules [11]. Indeed, males
and females represented two different targets for
prevention strategies.

Differences berween groups observed for
blood pressure were in the same range as results
generally obtained by prevention strategies using
antihypertensive therapy igt. Obviously, genetic
vatiations also determine our phenotypic observ-
ations, since some evidence suggests that genetic
contribution to blood pressuse is approximately
30-50% [12].

The evolution of lipid traits over 5 years sug-
gests that those traits are dependant on hormonal
differences berween sons and daughrers [131. We
observed thar the gender effect became significant
for TC and LDL-C.

Since BMI and WC traits are strongly
influenced by lifestyle, results on BMI and
WC may blur the boundaries berween genet-
ics and environmental factors. However, the
FTQ polymorphism, previously associated
with early-onset and morbid adult obesity
[14.15], was recently linked to the interindi-
vidual variation of BMI within a subgroup of
391 adules aged 3054 years and 430 children
and adolescents aged 5—20 years extracted from
the STANISLAS Cohort ne2). Other stud-
ies have also been conducted on this subject:
the Quebec Family Study demonstrated that
genes influenced the propensity to store fat in
the abdominal area ¢}, and the cardiovascu-
lar component of the European Prospective
Investigation into Cancer and Nutrition f171,
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Figure 1. Investigation of 11 parental clinical parameters between children groups (0, 1 and 2) at t0. Comparisons between
the three groups were all significant with p < 0.001, unless reported on the histograms as NS. Mean values in each group with

95% Cl are represented.

DBP: Diastolic blood pressure; HDL-C: High-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: Low-density lipoprotein cholesterol;
MBP: Mean blood pressure; NS: Nonsignificant; PP: Pulse pressure; SBP: Systolic blood pressure; t0: First health examination;
TC: Total cholesterol; TG: Triglycerides; WC: Waist circumference.
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‘Mean = SI p-value

Risk factors = ;
S i group

S e : -p-value
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SBP — preHT t0 633 477 82 1109106 114.6+11.0 1209+ 116 0.000 0.000 0.000 0.057
(mmHg) :

15 117598  1199+11.1 1236+ 11.0 0.000 0.000 0.000 0.042

A 65+105  532x113 27122 0.005 0.018 0.046 0.145
SBP — HT 10 961 214 17 M11.9+10.8 M7Z5+11.3 1246109 0.000 0.002 0.000 0.449
(mmHg)

t5 1183+101 1210119 1245+ 11.2 0.002 0.000 0.000 0.130

A 6.4+ 108 35x117  -01x74 0.000 0.029 0.047 0.503
DBP ~ preHT 10 840 313 39 565+ 106 60.1+10.8 626=x12.8 0.001 0.027 0.000 0.111
{mmHg)

15 624=102 658+10  67.2£10.2 0.000 0.342 0.000 0.551

A : 590+123 57+124 46125 0.208 0.287 0.311 0.070
DBP - HT 10 1.053 132 7 572=10.8 6132102 61.1x16.2 0.021 0.001 0.000 0.006
(mmHg) ‘ _

15 631103 662498 66.2x9.5 0.108 0.735 0.000 0.590

A 594124 50113  51x177 0.584 0.004 0.393 0.004
TC (mmol/l) 10 471 565 158  4.46+078 4.87x076 521079 0.000 0.000 0.124 0.905

t5 4312078 470£090 5.04+0.87 0.000 0.000 0.000 0.925

A -015+058 -017£073 -0.18x0.80 0.808 0.000 0.000 0.984
LOL-C (mmol/) 0 965 202 7 287072 341+077 368+0095 0.000 0121 0.781 0.774

15 252x074 298x089 3.22£078 0,000 0.017 0.000 0.293

4 -0.35+ 060 -0.43£0.69 -0.47 %0.45 0.192 0.370 0.000 0.620
HOL-C (mmol/li 10 880 272 30 148035 1.27+030 1.05%0.26 0.000 0.735 0.00C 0.396

15 156+0.39 1.40+034 1212022 0.000 0.000 0.544 0.480
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A Variation between two health examinations; DBP: Diastofic blood pressure; HDL: High-density lipoprotein; HT: Hypertension thresholds used fo gather groups, LDL: Low-density lipoprotein; n: Sample size;
preHT: Pre-hypertension thresholds used to gather groups; SBP: Systolic blood pressure; t0: Values at first health examination, t5; Values at second heaith examination,; TC: Totaf cholesterof; TG: Trighycerides;
WC: Waist circumferance,
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“" N of chitdren per _ p-value sex p-value'age

Risk factors

" examination . .group - group’ r
S R S : S - p-value
C 0 12 ez
t5 477060 479x060 483064 0.954 0.219 0.955 0.790
A -0.12 067 -0.26+0.84 -0.46=x0.23 0.366 0.628 £.000 0.307
BMI (mmol/1} t0 441 537 215 17625 19.4 +£3.2 20,237 0.000 0.620 0.000 0.694
=] 19924 21633 22640 0.000 0.143 0.000 0.164
& 23+16 22+2.1 2426 0.700 0.002 0.00 0.158
WC (mmol/l) 10 196 858 38 61.5x63 64.8 83 69.1 £8.5 0.000 0.000 0.000 0.265
5 67.4+6.2 71.3+83 74.8 9.3 0.000 0.000 0.000 0.302
o 57 +5.0 64 %57 56x85 0.163 0.000 0.010 0.053

A! Variation between two health examinations, DBP: Diastoli€ Mood pressure; HDL: High-density lipoprotein; HT: Hypertension thresholds used to gather groups, LDL: Low-density lipoprotein; n: Sample size;
PreHT: Pre-hypertension thresholds used to gather groups; SBP: Systolic blood pressure; t0: Values at first heafth examination; t5: Vilues at second health examination, TC: Total cholesterol, TG: Triglycerides;

W Walst circumference.

exx group : Power of
interaction ' _ analysis

0.757
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Figure 2. Investigation of 11 parental clinical parameters between children groups (0, 1 and 2) at t5. Comparisons between
the three groups were all significant with p < 0.001, unless reported on the histograms as NS. Mean values in each group with 95% Cl
are represented.

DBP: Diastolic blood pressure; HDL-C: High-density lipoprotein cholestercl; LDL-C: Low-density lipoprotein cholesterol; MBP: Mean blood
pressure; NS: Nonsignificant; PP: Pulse pressure; SBP: Systolic blood pressure; t5: Second health examination; TC: Total cholesterol:

TG: Triglycerides; WC: Waist circumference.
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Parental precocious influences on offspring cardiovascular risk markers

which is in progress and includes ten European
countries, arempes to assess coronary mortality
using several prominent dietary hypotheses.

It is also important to note that the valid-
ity of BMI, reflecting composite phenortype,
varies across the life curve according to gender
as a relevant cardiovascular risk marker. Some
recent evidence suggests that adiposity is a better
indicator of at-risk obesity [18]. Moreover, this
trait should be closely monitored since BMI
changes dynamically during childhood and
adolescence [19].

Conclusion
Current prevention strategies are primarily
based on adule populations and there is a rela-
tive consensus thar individuals should be tar-
geted at 20, 50 and 70 years of age 20,21]. Indeed,
international gnidelines did not address preven-
tion in children, whereas pathological studies
have demonstrated that both the presence and
extent of atherosclerotic lesions at autopsy after
the unexpected death of children and young
adules correlate positively and significantly with
LDL-C, TG, SBP, DBP and BMI [2.231. The
Bogalusa Heart Study underlined the familial
nature of the insulin resistance syndrome [24] and
the early natural history of Type 2 diabetes [23].
Since the cardiovascular disorder process
begins in childhood and adolescence, early pre-
vention in childhood is critically imporeant.
Thus, prevention strategies should be focused

on ‘at risk’ families and interventions should be

undertaken in young individuals, a group for

whom primary prevencion should hold the most

promise (26).

A recent study performed on 2720 German
child—parent pairs affirmed chat risk screen-
ing in children may serve for eatly prevention

in high-risk families by targeting young par-

ents [27]. On the contrary, our methodology
supposes that children requiring early-risk
screening should be targeted before any clini-
cal manifestations of cardiovascular risk factors
according to thelr parents’ parameters.

Future perspective

With regard ro public health practice, screening
silent risk factors using the familial environment
could be a cost-effective method of identifying
children and adolescents needing intensive and
early preventive care in the ambition to reduce
the future burden of adult cardiovascular disease.
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s The persistent progression of cardiovascular disease morbidity and mortality in developing countries, in spite of the general effort in
prevention, implies a better focalization is required in differant target populations.
= Cardiovascular disease processes begin early in childhood through a synergy of genetic factors and environmental exposure, all
depending on the parents’ risk status.
= Parental variations of most cardiovascular risk markers {blood pressure, lipids and corpulence) influence their children's cardiovascular
disease risk. )

= Silent risk factors in children should be screened according to their parental risk status in order to initiate early prevention strategies.
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Philippe Froguel*, Ndeye Coumba Ndiaye*, Nabila Bouatia-Naji, Cécile Lecoeur, Gérard
Siest, Bernard Herbeth, Jean-Brice Marteau, Rosa-Maria Rodriguez-Guéant, Marion
Marchand, Eliane Albuisson, Anita Morandi, Yann Labrune, Vincent Vatin, Claudio Maffeis,
Paul Elliott, Marjo-Riita Jarvelin, George V Dedoussis, David Meyre, Sophie Visvikis-Siest.

GWAS LDL and total cholesterol associated rs2000999 in Haptoglobin Related Protein

explains 42% of the Haptoglobin Levels Genetic Variability in children: a putative biological

link between inflammation and cardio-vascular risk factors. 2010 [soumis]

Une étude d’association pangénomique initialement effectuées sur 631 enfants non
apparentés issus de la cohorte STANISLAS et suivie par une réplication chez trois cohortes
Européennes a permis d’identifier le SNP rs2000999 dans le gene Haptoglobin Related
Protein expliguant une grande part de I'héritabilité génétique de I’haptoglobine (Pmeta-
ar16,|yse=8.1><10'59, 42 % de I'héritabilité génétique).

Ce méme variant a récemment été associé chez I'adulte au cholestérol total et au LDL-C dans
de larges GWAS. Nous avons répliqué ces résultats chez 8 946 enfants Européens et ainsi mis
en évidence un lien putatif entre inflammation et ces facteurs de risque cardiovasculaire

connus.

Contribution :

Cette étude pangénomique porte sur I’haptoglobine dont I'investigation a été initiée par
I’EA4373. Nous avons effectué les analyses au sein de la ‘discovery cohort’ STANISLAS et
sélectionné les variants génétiques a répliquer par SNPlex. Nous avons également effectué
les analyses au sein des populations de réplication en double aveugle avec un collaborateur
statisticien de Lille. Deux méthodologies distinctes et deux logiciels différents avaient été
utilisés pour ce faire. La méta-analyse a été effectuée a Lille et nous avons réalisé les
régressions conditionnées nous permettant de déterminer l'indépendance des variants

génétiques retenus.
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Nous avons également construit les tables et rédigé la premiére version du manuscrit et les
‘supplementary data’.

Notez que I’haptoglobine est un trait rare qu’il a donc fallu doser dans les populations de
réplication sélectionnées. Nous avons participé a la préparation des échantillons a doser ainsi

que de ceux a génotyper a Lille.

175



GWAS LDL and total cholesterol associated rs2000999 in Haptoglobin Related
Protein explains 42% of the Haptoglobin Levels Genetic Variability in children:
a putative biological link between inflammation and cardio-vascular risk
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Abstract

A GWAS initially conducted in 631 French children followed by replication in three European
pediatric samples, identified rs2000999 in the Haptoglobin Related Protein gene as a strong genetic
determinant of Haptoglobin levels (Povera|.:8.1X10'59, 42 % of its genetic variability).

Recent GWAS meta-analyses have concluded that rs2000999 associates with cholesterol levels in
adults, a finding we replicated in 8,946 European children. This study provides a putative biological

link between inflammation and cardio-vascular risk factors.
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Human haptoglobin (Hp) is an acute inflammatory protein, essentially synthesized by the liver, which
is up-regulated by cytokines as the other acute phase proteins®. Hp binds hemoglobin (Hb) released
from the erythrocytes®. Hp-Hb complexes are further eliminated from the circulation, mainly by the
liver Kupffer’s cells, preventing the generation of oxygen reactive species’. Hp plasma levels can
increase up to 200% during the ten days following acute inflammation onset.

In a prospective study (11.8 years follow-up), Holme et al® demonstrated that Hp is a significant risk
factor of acute myocardial infarction, stroke and heart failure in 342,125 individuals from the
Apolipoprotein Mortality RISk study (AMORIS). Very recently, the same authors® stressed the
importance of a combination of commonly available inflammatory markers, Hp included, as
predictors of major cardio-vascular events in a subset of 65,050 individuals, suggesting that these
routinely assessed inflammation markers should be incorporated in daily medical practice to
evaluate cardio-vascular risk.

Hp is composed of two pairs of an o and a [ chains. A duplication of 1.7 kb in the Hp gene modifies
Hp a-chain polypeptides causing three common gel migration protein profiles: Hp1-1, Hp2-2 and
Hp2-1°. Several studies have shown that diabetic individuals with the Hp2-2 phenotype were at four
to five times greater risk of cardio-vascular events® and prone to carotid atherosclerosis’. The Hp2-2
phenotype was associated with reduced clearance of macrophage-Hp-Hb complex, favoring iron
deposition, oxidative stress, and active macrophage accumulation in the atherosclerotic plaque®. A
role for this Hp polymorphism was also proposed in the development of many other human diseases
such as malaria, tuberculosis and HIV®.

We conducted a genome-wide association study (GWAS) in 631 children of the STANISLAS Family
Study (SFS) cohort of French European origin, to identify DNA variations contributing to the inter-
individual variability of Hp levels and to assess their putative associations with cardio-vascular risk
factors. The GWAS strongest signal was located in a 218-kb linkage disequilibrium (LD) block on
chromosome 16 that includes both the Haptoglobin (Hp) and the Haptoglobin Related Protein (HPR)
genes. HPR shares more than 90% of nucleotide-sequence homology with HP and forms a 30-kb
cluster with this latter gene on chromosome 16g22.3%.

With the squared root transformed haptoglobin measurement adjusted for gender, age and InBMI,
under the additive model, we identified in this region two genome-wide significant association
signals distant of 90-kb: rs2000999 (3=0.123 with G as effect allele; P=6.32x10"*) and rs10492825
(B=0.0876 with A as effect allele; P=5.50x10") (Table 1). rs2000999 and rs10492825 polymorphisms
display a moderate LD (r?=0.48, HapMap CEU release 27). In order to assess the redundancy between

these two signals, we run conditional regression analyses for both SNPs adjusted for each other and
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found that rs2000999 is driving alone the association observed on the HP/HPR locus (rs2000999
Padjusted by rs10492825=1.9x107, rs10492825 P adjust by 200009=0.91).
We further replicated the association between rs2000999 and Hp levels in three additional European
cohorts including 2 pediatric cohorts: the GENDAI study from Greece and a subset of obese children
from East of France (Ny,:=1,435); and a familial subset (Ni,=3,167) of the SFS (P,epication=3.5%x10",
Poveral= 8.09x10™°, Table 1). We estimated that adjusted squared root transformed Hp levels increase
by 0.09 g/L per rs2000999 allele A in average.
We determined that 24.9% of the Hp variance components was under polygenic control in 656
nuclear families (2,680 individuals) from the STANISLAS cohort and that rs2000999 is the major
genetic determinant of Hp levels explaining alone 10.5% of its global variance and thus controlling
42% of the polygenic variability of this trait (Supplementary Table 2).
SNP rs2000999 is located in the third intron of the HPR gene, 2.2 kb downstream of the HP gene. It is
in the vicinity of the well known and frequent Hp1 polymorphism, causing three protein gel
migration profiles (Hp1-1, Hp1-2 and Hp2-2). This polymorphism generates a short (Hp1:83 amino
acids) and a long (Hp2:142 amino acids) a chain. Hp2 is caused by a duplication of 59 o chain amino
acid residues resulting to an intragenic duplication of 1.7 kb°. To assess the degree of independency
of rs2000999 from the Hp1 polymorphism, we genotyped this latter in a subset of 341 children from
the GWAS first stage children sample. We found no evidence for high LD neither between Hp1 and
rs2000999 (r2=0.135) nor with the other SNPs that were genotyped by the Illumina array within the
218 kb LD block that includes both Hp1 and rs2000999 (0.001<r?<0.137; N=31 SNPs). In this
subsample, we found that Hp1 polymorphism (MAF=0.46) and rs2000999 (MAF=0.20) are highly
associated with Hp levels, as expected (P=4x10" and P=1x10" respectively). When both variants were
included in the same regression model, we found that both variants are significantly and
independently contributing to the association (Pyp;=0.001 and P,c2000995=5%107). These data indicate
that the association of rs2000999 we identified here is novel and not redundant with the well known
Hp1 polymorphism.
In addition to Hp1, the homozygosity for a very rare deletion in Caucasians (~0.1%)"! of more than 20
kb in this region causes the HpO anhaptoglobinemia phenotype with complete absence of serum Hp”.
Importantly, rs2000999 is located in the region of the HPR covered by this deletion which suggests
that the DNA sequence around this SNP is critical for Hp levels.
SNP rs2000999 has been recently reported to associate with total cholesterol in 4,200 adults from
the EUROSPAN consortium® and to total cholesterol and LDL-cholesterol in more than 100,000
adults of European and non-European ancestry®®, with a p-value that reaches genome-wide
significant levels (P=3x10%). This study did not assess the effect of rs2000999 in pediatric cohorts but
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prompted us to do so in five independent pediatric cohorts gathering 8,946 European children. Total
cholesterol was In-transformed and we normalized the LDL cholesterol by computing the square
root. Both measurements were adjusted for gender, age and In-BMI and we tested the association
under an additive model. Our data showed that rs2000999 was associated with total
cholesterol.(Piotal cholestero=0.002, Table 2) and LDL cholesterol (p=0.0008, Table2).

Consistent and compelling evidence has already demonstrated the association between raised
plasma levels of inflammatory markers with incidence of cardiovascular diseases, impaired cardiac
function and worse prognosis. Among these inflammatory markers Hp has already been consistently
linked to cardiovascular diseases and very recently it was demonstrated to give additive predictive
information for risk of major cardiovascular events®. SNP rs2000999 is located on the HP/HPR cluster
and influences lipid levels. This SNP thus represents a major biomarker linking inflammation via Hp
and cardio-vascular risk. In the light of our findings, we hypothesize that rs2000999 effect on LDL and
total cholesterol may be mediated by the regulatory function of HPR on circulating Hp levels. Hp
binds apolipoprotein A-1** and protects the Apo A-I effector domain for lecithin-cholesterol
acyltransferase against oxidative stress, and consequently, impairs the high-density lipoprotein
function. Hp also binds the Apo E and influences cholesterol esterification™. These structural
characteristics confer to Hp a possible role in the reverse transport of cholesterol between peripheral
cells and the liver for degradation which, with endothelial repair by progenitor cells and plaque
neovascularization, is a preservation system of vessel wall integrity.

In summary, we identified rs2000999 as a strong contributor to Hp genetic heritability (explaining
42% of the global genetic heritability of Hp). We also demonstrated in childhood its role in the
modulation of lipid levels, extending adults data. This study provides therefore a putative biomarker
linking inflammation to major cardio-vascular risk factors. In clinical practice, rs2000999 genotyping
could be used to correct Hp values for assessment of risk in different pathologies in which Hp is

implicated, especially at younger age for early identification of individuals at cardio-vascular risk.
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Table 1 - Discovery and replication of rs2000999 association data for Hp levels

P adjusted
SNP Gene Population Stage N MAF 11 12 22 B SE raw P with rs10492825
rs2000999 HPR SFS - unrelated children Discovery 601 0.21 0.736 t 0.406 0.532 t 0.321 0.361 t 0.180 -0.123 0.017 6.32E-13 1.95E-07 *

SFS - families Replication 3,145 0.20 1.056 t 0.467 0.819 t 0.445 0.549 t 0.330 -0.138 0.007 1.17E-75
Obese children Replication 1,015 0.22 1.261 t 0.492 1.064 t 0.455 1.002 t 0.534 -0.088 0.013 1.20E-11
GENDAI Replication 419 0.25 0.811 t 0.450 0.813 t 0.558 0.731 + 0.319 -0.021 0.021 0.306

Replication sample Replication 4,579 0.22 3.49E-41
Overall meta-analysis Replication 5,180 8.09E-59
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Table 2 — Association of rs2000999 with lipid traits

Total cholesterol

LDL-cholesterol

Lipid traits N MAF B SE  p-value B SE p-value
SFS 1,644 0.202 -0.003 0.008 0.73 0.0004 0.010 0.967
Obese Children 1,015 0.216 -0.008 0.011 0.439 -0.009 0.013 0.507
NFBC86 5,310 0.186 -0.013 0.004 0.002 -0.022 0.006 8.96E-05
GENDAI 409 0.253 -0.023 0.012 0.055 -0.031 0.013 0.022
Verona Cohort 401 0.200 -0.011 0.014 0.446 -0.011 0.016 0.515
Overall meta-analysis 8,779 -0.011 0.003 0.002 -0.017 0.004 0.0008

184



References

1. Gabay C, Kushner | (1999) Acute-phase proteins and other systemic responses to inflammation. N
Engl ) Med 340:448-454

2. Okazaki T, Yanagisawa Y, Nagai T (1997) Analysis of the affinity of each haptoglobin polymer for
hemoglobin by two-dimensional affinity electrophoresis. Clin Chim Acta 258:137-144

3. Holme |, Aastveit AH, Hammar N, Jungner |, Walldius G, (2009) Haptoglobin and risk of myocardial
infarction, stroke, and congestive heart failure in 342,125 men and women in the
Apolipoprotein MOrtality RISk study (AMORIS). Ann Med 41:522-532

4. Holme I, Aastveit AH, Hammar N, Jungner |, Walldius G (2010) Inflammatory markers, lipoprotein
components and risk of major cardiovascular events in 65,005 men and women in the
Apolipoprotein MOrtality RISk study (AMORIS). Atherosclerosis

5. Koda Y, Soejima M, Yoshioka N, Kimura H (1998) The haptoglobin-gene deletion responsible for
anhaptoglobinemia. Am J Hum Genet 62:245-252

6. Asleh R, Blum S, Kalet-Litman S, Alshiek J, Miller-Lotan R, Asaf R, Rock W, Aviram M, Milman U,
Shapira C, Abassi Z, Levy AP (2008) Correction of HDL dysfunction in individuals with diabetes
and the haptoglobin 2-2 genotype. Diabetes 57:2794-2800

7. Ryndel M, Behre CJ, Brohall G, Prahl U, Schmidt C, Bergstrom G, Fagerberg B, Olson FJ (2010) The
haptoglobin 2-2 genotype is associated with carotid atherosclerosis in 64-year old women
with established diabetes. Clin Chim Acta 411:500-504

8. Levy AP, Levy JE, Kalet-Litman S, Miller-Lotan R, Levy NS, Asaf R, Guetta J, Yang C, Purushothaman
KR, Fuster V, Moreno PR (2007) Haptoglobin genotype is a determinant of iron, lipid
peroxidation, and macrophage accumulation in the atherosclerotic plaque. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 27:134-140

9. Carter K, Worwood M (2007) Haptoglobin: a review of the major allele frequencies worldwide and
their association with diseases. Int J Lab Hematol 29:92-110

10. Maeda N (1985) Nucleotide sequence of the haptoglobin and haptoglobin-related gene pair. The
haptoglobin-related gene contains a retrovirus-like element. J Biol Chem 260:6698-6709

11. Peretti de Albuquerque Wobeto V, Zaccariotto TR, de Fatima Sonati M (2008) Polymorphism of
human haptoglobin and its clinical importance. Genet Mol Biol 31:602-620

12. Igl W, Johansson A, Wilson JF, Wild SH, Polasek O, Hayward C, Vitart V, Hastie N, Rudan P,
Gnewuch C, Schmitz G, Meitinger T, Pramstaller PP, Hicks AA, Oostra BA, van Duijn CM,
Rudan I, Wright A, Campbell H, Gyllensten U (2010) Modeling of environmental effects in
genome-wide association studies identifies SLC2A2 and HP as novel loci influencing serum
cholesterol levels. PLoS Genet 6:e1000798

13. Teslovich TM, Musunuru K, Smith AV, Edmondson AC, Stylianou IM, Koseki M, Pirruccello JP, et al.
(2010) Biological, clinical and population relevance of 95 loci for blood lipids. Nature
466:707-713

14. Braeckman L, De Bacquer D, Delanghe J, Claeys L, De Backer G (1999) Associations between
haptoglobin polymorphism, lipids, lipoproteins and inflammatory variables. Atherosclerosis
143:383-388

15. Salvatore A, Cigliano L, Carlucci A, Bucci EM, Abrescia P (2009) Haptoglobin binds apolipoprotein
E and influences cholesterol esterification in the cerebrospinal fluid. J Neurochem 110:255-
263

185



Supplementary information

GWAS LDL and total cholesterol associated rs2000999 in Haptoglobin Related
Protein explains 42% of the Haptoglobin Levels Genetic Variability in children:
a putative biological link between inflammation and cardio-vascular risk

factors.

Philippe Froguel****¥, Ndeye Coumba Ndiaye**, Nabila Bouatia-Naji"?, Cécile Lecoeur"?, Gérard
Siest®, Bernard Herbeth”, Jean-Brice Marteau®, Rosa-Maria Guéant-Rodriguez’, Marion Marchand"?,

1,2,6

Eliane Albuisson®, Anita Morandi*®, Yann Labrune®?, Vincent Vatin®?, Claudio Maffeis®, Paul Elliott’,

Marjo-Riita Jarvelin®°, George V Dedoussis'?, David Meyre?, Sophie Visvikis-Siest**

1. UMR 8199, CNRS, Institut Pasteur de Lille, F-59019, France

2. University Lille Nord de France, F-59000, France.

3. Department of Genomics of Common Disease, School of Public Health, Imperial College London,
Hammersmith Hospital, W12 ONN, London, UK.

4. “Cardio-vascular Genetics” Research Unit, EA4373, Université Henri Poincaré - Nancy 1, F-54000
Nancy, France.

5. Inserm, U954, Genetics and Environmental Risk Exposure, Faculty of Medicine, Nancy-Université
Vandoeuvre-les-Nancy, F-54511, France.

6. Regional Centre for Juvenile Diabetes, Obesity and Clinical Nutrition, Verona, Italy

7. Department of Epidemiology and Public Health, Imperial College London, W2 1PG London, UK.
8. Institute of Health Sciences, University of Oulu, Finland

9. National Institute for Health and Welfare, Oulu, Finland, Biocenter Oulu, University of Oulu,
Finland.

10. Department of Nutrition—Dietetics, Harokopio University, Athens, Greece.

* Equal first authors

186



¥ Corresponding authors

Philippe Froguel
Genomic Medicine, Imperial College London, Hammersmith Hospital, Room E306, Burlington-Danes

building, Du Cane Road, London, W12 ONN , United Kingdom

Tel.:+442075946520

p.froguel@imperial.ac.uk

and

Sophie Visvikis-Siest

“Cardiovascular Genetics” Research Unit, EA4373, Université Henri Poincaré - Nancy 1, F-54000

Nancy, France.

Tel: +33383682184 / +33607602569

Fax: +33383321322

Sophie.Visvikis-Siest@inserm.fr

187


mailto:p.froguel@imperial.ac.uk
mailto:Sophie.Visvikis-Siest@inserm.fr

Study populations

The STANISLAS Family Study (SFS)

The SFS is a 10-year longitudinal survey involving, since 1993-1995, 1,006 volunteer families of
European ancestry whose members were free of chronic disease (cardio-vascular or cancer)*. The SFS
samples and data are part of the Biological Resources Bank (BRC) “Interactions Géne-Environnement
en Physiopathologie CardioVasculaire” (IGE-PCV) in Nancy, France. Genome-wide genotyping was
performed on a subset of 685 unrelated lean children constituting the discovery cohort as described
previouslyz. The 3,145 remaining individuals after quality control (1,937 adults and 1,208 children)
were involved in the replication studies. Hp levels,BMI and cardio-vascular risk traits were available

for all participants.

Obese Children

We studied obese children (defined as BMI > 97" percentile for age and sex according to a French
cohort ®) ascertained from 449 nuclear families with at least one obese offspring, recruited in the
Paediatric Endocrine Unit of Jeanne de Flandres Hospital, Lille or through national media campaign.

We analyzed 922 children with Hp, BMI and cardio-vascular risk related traits available.

The GeNe and Diet Attica Investigation (GENDAI)

* From

The GENDAI pediatric cohort comprised children living in the Attica region of Greece
November 2005 to June 2006, 1,138 peri-adolescent children (53% girls; mean age: 11.2+0.7 years)
were recruited from randomly selected elementary schools of Attica. This research study was
approved by the Institutional Review Board of Harokopio University, the Greek Ministry of Education
and the Ethics Committee of Harokopio University. We analyzed 401 children with Hp, BMI and

cardio-vascular risk related traits available.

The Northern Finland 1986 Birth Cohort (NFBC86)

The NFBC86 is a prospective birth cohort including all Finnish mothers of European ancestry with
children whose expected date of birth fell between July 1, 1985 and June 30, 1986 in the two
northernmost provinces in Finland °. Clinical examination at 15-16 years follow-up was conducted
between August 2001 and June 2002. All cohort members living in Finland with known address
(n=9,215) were invited, and 6,798 participated (74%). We analyzed 5,285 adolescents successfully

genotyped in the NFBC86 cohort with BMI and cardio-vascular risk related traits available.

The Verona cohort
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Verona cohort are Italian children (43% girls; mean age: 10.75+1.22 years) recruited from the general
population of Verona, Italy, whose families were randomly extracted from the registry office
database of the town, and contacted by post. We analysed 401 children successfully genotyped with
at least BMI total and LDL-cholesterol available.

All the populations involved were recruited in accordance with the latest version of the Declaration
of Helsinki. All participants and their parents gave a written informed consent. The study protocols

were approved by the local ethics committees for the protection of subjects for biomedical research.

Genotyping

Genome-wide genotypes were generated in the 685 STANISLAS children using the Illumina Human
CNV370-Duo array as described previously 2. Briefly; we used 750 ng of genomic DNA following
Illumina’s protocol and BeadStation genotyping solutions (lllumina), based on the GenCall software
application (lllumina) to automatically cluster, call genotypes, and assign confidence scores using the
GenTrain clustering algorithm (lllumina). We discarded 2,552 SNPs that had extreme Hardy-Weinberg
HW disequilibrium (P < 0.001), low genotyping calling rates (<95%) or low minor-allele frequencies
(<1%). We retained 318,237 SNPs for analysis. Genomic control Agc was 1.01.

We used the Applied Biosystems SNPlex™ technology to replicate the association of rs200099 in the
SFS replication set, obese children, GENDAI, NFBC1986 and Verona cohort DNAs.

SNPlex is based on the Oligonucleotide Ligation Assay (OLA) combined with multiplex PCR target
amplification (http://www.appliedbiosystems.com). Allelic discrimination was performed by capillary
electrophoresis analysis using an Applied Biosystems 3730xI DNA Analyzer and GeneMapper 3.7
software. Genotyping call rate was above 95% in all populations studied and rs2000999 was in HW
equilibrium (p>0.001).

We used the previously reported PCR based method ° to genotype Hp1 polymorphism in a sub-
sample of the 685 children (N=341) to allow LD assessment between Hpl and common variants at
the HP/HPR locus. Only genotypes that were concordant following a double blind genotyping call by

two independent readers were retained for statistical analyses.

Haptoglobin dosage

Hp was measured by high sensitivity immunophotometry analyses with BN™ Il Siemens analyzer and
Siemens reagents. Levels in children were low (0.65 g/L + 0.39 in the SFS unrelated children) in
accordance with reference distribution for Hp reporting significant fell of its levels during the first

decade of life’.
189



Statistical analyses

Heritability estimate of Hp levels in the SFS

The relative contribution of genetic (G) and environmental (E) factors to the inter-individual
variability of Hp (P) was assessed on a subsample of 656 nuclear families (2,680 individuals)
ascertained from the SFS. This contribution is expressed, under a pure polygenic model, in terms of
variance components: 6%P = 62G + ¢2E. This yields to the determination of the genetic heritability of
Hp defined as the proportion of the total phenotype variance due to additive polygenic effects (h%G =
0%G / 6 ?P). The environmental component is decomposed into common familial (household sharing,
C) and random non familial (individual-specific factors, R) environmental effects (i.e., 6>P = 6°G + ¢2C
+ 0°R). Thus, the environmental heritability of Hp is defined as c>=0%C / o?P. The analysis was
conducted using a multivariate normal model for pedigree analysis ®° with the FISHER software and
the variance components were assumed to be normally distributed with mean equal to 0 and
variance equal to 0%G, 02C, and o?R respectively. Heritability estimate was assessed unadjusted, then
adjusted for age and gender. The contribution of rs2000999 and Hp1-1 polymorphism to the genetic
heritability of Hp levels were assessed using the same methodology aforementioned.

The Hp polygenic variance represented 24.9% (P < 0.001) of total variance. Shared (within families)

and random environmental variances were 13 and 62.1% respectively (supplementary table 1).

Genome-wide association and replication analyses

We carried out genome-wide association (GWA) (Hp levels) and replication for rs2000999 (Hp and all
metabolic quantitative traits) analyses using linear regression models under the additive genetic
model with one degree of freedom, with adjustment for age, gender and BMI using PLINK *°. The
summary statistics were combined in the meta-analyses using the inverse normal method with equal
weight for each population. In this method, P values of each study are transformed into their inverse
normal z score and the weighted sum, over all studies, is compared to a normal N(0,1), provided the
sum of squared weights equals 1. The estimates of variants effect on Hp and their standard errors for
each separate analysis were combined in the meta-analysis using the weighted inverse normal
method, and the overall effect and its confidence interval were estimated using the inverse variance
method implemented in ‘meta.summaries’ function of R RMETA package. No major heterogeneity in
effects was observed (P < 0.02). We used mixed model to analyse the association of genetic variants

with Hp levels and metabolic traits in related individuals in the SFS and the obese children.
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Softwares

For general statistical analysis, we used SPSS 14.0, R statistical environment version 2.11.1 or

PLINK1.07. To draw the LD map, we used Haploview software.

URLs.

PLINK1.07, http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/; R package 2.11.1, http://www.r-
project.org/; Haploview, http://www.broadinstitute.org/haploview/haploview.

191


http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/
http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/
http://www.broadinstitute.org/haploview/haploview

Supplementary Table 1 — Phenotypic characteristics of the studied populations

Sample size Age BMI Haptoglobin | LDL cholesterol | Total cholesterol

Population male/female (y) (kg/m?) (g/L) (mmo/L) (mmol/L)

Mean Mean Mean Mean Mean
[95% Cl] [95% CI] [95% Cl] [95% CI] [95% Cl]

890/842 12.95[12.82-13.08] | 18.82[18.67-18.97] 0.71 2.96 4.69

SES [0.69-0.73] [2.92-2.99] [4.65-4.73]
489/537 11.07 [10.86-11.27] | 28.24 [27.84-28.64] 1.18 2.74 4.47

Obese Children [1.15-1.22] [2.70-2.79] [4.42-4.52]
2613/2697 16 21.27 [21.17-21.37] NA 2.54 4.27

NFBCS6E [2.52-2.56] [4.24-4.29]
VERONE 246/189 10.90 [10.75-11.04] 18.01 [17.78-18.23] NA 241 4.21

[2.40-2.47] [4.15-4.28]
GENDAI 201/228 11.16 [11.10-11.23] 19.76 [19.46-20.07] 0.81 3.12 4.79

[0.76-0.85] [3.06-3.17] [4.73-4.86]
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Supplementary Table 2 — Heritability estimate of Hp levels in the STANISLAS Family Study — Fisher’s variance component

c’C )
oG Common .9 ,E . Alternate model
Model . . . Specific environmental Total variance
Polygenic variance (%) environmental . o x? (df) P
variance (%) variance (%)

Model 1* 0.0478 £0.0120 0.0250 + 0.0065 0.1194 + 0.0078 0.1922

24.9% 13.0% 62.1%
Model 2** 0.0253 £0.0112 0.0275 £ 0.0059 0.1224 £ 0.0076 0.1752 Model 1: 213.86 (4)

14.4 % 15.7 % 69.9 % p<0.001

* Unadjusted
** Adjusted on rs2000999
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Les associations entre profils génétiques et données biologiques ou cliniques ne sont pas
clairement établies, surtout en ce qui concerne les sujets supposés sains. Nous avons ainsi
utilisé une analyse multivariée de 24 polymorphismes associés aux principales voies
métaboliques des pathologies cardiovasculaires au sein de 1551 sujets sains issus de la
cohorte STANISLAS pour déterminer des profils génétiques a tg et ts.

Nous avons identifié six clusters génétiques permettant une assignation correcte de 99,6%
des sujets dont un cluster impliquant le géne SELE qui pourrait avoir un réle protecteur et le

gene APOC3 associé a une augmentation du risque cardiovasculaire.

Contribution :

Lors de cette étude nous avons participé a la recherche bibliographique et a l'interprétation
des résultats. Nous avons également fait partie de I'équipe rédactionnelle et fait le suivi des
modifications demandées par les reviewers qui concernaient en particulier des analyses

statistiques supplémentaires.
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Genetic profiling in healthy subjects from the Stanislas
cohort based on 24 polymorphisms: effects on biological

variables
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Abstract

Background: The association of genetic profiles with
biological or clinical assessments is not clearly estab-
lished especially among apparently healthy subjects.
Methods: A multivariate statistical analysis was per-
formed on 24 polymorphisms related to the main
metabolic pathways involved in cardiovascular dis-
eases (CVDs). They were collected among 1551
healthy subjects of the Stanislas cohort to obtain
genetic profiles. Association with biological variables
was then studied at baseline (t;) and 5 years later (ts).
Results: Six genetic clusters were identified with rel-
evant profiles and five polymorphisms from the selec-
tin, apolipoprotein C3 and lipoprotein lipase genes
(SELE98G/T,  APOC3-3175C/G, @ APOC3-482C/T,
APOC3-1100C/T, LPL-93T/G) were sufficiently char-
acteristic to associate 99.6% of the subjects with their
corresponding cluster. A 5-year follow-up showed
that clinical and biological measurements in relation
to CVD risk factors already differ with triglyceride
(p=0.009 for t, and p=0.005 for t5) and high-density
lipoprotein cholesterol (p=0.014 for t, and p=0.003
for tg) for these previous genetic clusters.
Conclusions: This study presents the hypothesis that
SELE could be protective, whereas APOC3 could be
associated with risk. It remains to be seen whether
these polymorphisms will be predictive of CVD events
among the selected clusters of different metabolic
subtypes after a 10-year follow-up.

Clin Chem Lab Med 2008;46:64-72.

Keywords: cardiovascular diseases; clusters; multi-
variate analysis; polymorphisms; predisposition.

Introduction

For many years, we have investigated gene-environ-
ment interactions in healthy subjects, searching for
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relevant genetic markers for cardiovascular risk pre-
diction (1-3). A large number of single nucleotide poly-
morphisms, primarily based on case control studies,
are identified in the literature, and this list must be
updated regularly (4-6). Thanks to the Human
Genome Project (7) and the International HapMap
Consortium, comprehensive websites provide a
wealth of readily accessible sequence and polymor-
phism data. Proteomics investigators are employing
a similar approach. The simultaneous development of
systems biology (8) and the accompanying systems
literature analysis (9) has opened up a new era that
is critical to the success of preventive medicine (10).
Above all, cardiovascular diseases (CVDs) are espe-
cially complex, with multifactorial determinants in
occurrence and aetiology. Factors may or may not
correlate, and there is still no clear understanding of
the role of genetic polymorphisms as a basis for dif-
ferences and contradictions in outcome in genetic-
based studies (11, 12).

The aim of this study was to identify genetic pro-
files among healthy subjects from the Stanislas
cohort and then to study the usefulness of this profil-
ing as a marker of clinic and/or biological differences
or tendencies in the CVD domain.

A total of 24 polymorphic genes were selected from
the main biological pathways involved in cardiovas-
cular risk and disease: lipid metabolism, thrombosis,
blood pressure, inflammation, adhesion and homo-
cysteine cycle. These genes were measured in a large
cohort of healthy families (13) constituted in 1993 and
composed of initially apparently healthy subjects. Sta-
tistics included a combination of multivariate analysis
performed using a similar strategy as described in a
previous study (14).

Materials and methods

Study population

The Stanislas cohort was constituted in 1993 and designed
to investigate factors related to CVD. Details of the Stanislas
cohort have been previously described (1). Individuals were
recruited during a detailed check-up examination, and
informed consent was obtained from all participants. A total
of 1551 individuals (772 men and 779 women), not under
treatment with lipid-lowering, antihypertensive or anti-
inflammatory drugs, were selected from the cohort. In this
relatively young population, with a mean age of 40.5 years
(SD 4.6 years), all women were premenopausal.

Data collection

Personal and medical history, medication, smoking habits
and alcohol consumption were recorded using a standard-
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ised questionnaire. Smokers were defined as those who
were current smokers. Blood pressure (calculated as the
mean of three measurements taken under standardised con-
ditions, in a supine position with a sphygmomanometer)
was also measured. All the biochemical measurements have
been described in full in a previous paper (13). Blood sam-
ples were collected after an overnight fast. Serum glucose,
cholesterol and triglyceride (TG) levels were measured using
standard enzymatic methods (Merck, Darmstadt, Germany),
automated on au5021 (Olympus, Rungis, France). Serum
apolipoproteins Al (APOAI) and B (APOB) were determined
by immunonephelometry on a Dade-Behring Nephelometer
Analyser, using Dade-Behring reagents (Rueil-Malmaison,
France). Serum APOE, which is a therapeutic target (15), was
determined by turbidimetry and serum high-density lipopro-
tein cholesterol (HDL-C) by phosphotungstate precipitation
on a Cobas-Mira (Roche Diagnostics, Meylan, France). Low-
density lipoprotein cholesterol (LDL-C) was calculated by the
Friedwald formula: LDL-C=TC-HDL-C-TG/2.18, where TC is
total cholesterol. Genomic DNA was extracted from peri-
pheral blood samples by the salting-out method (16), and
then genotyping for 27 polymorphisms (Table 1) was per-
formed by a multiplex assay, which has been described pre-
viously (17, 18).

Statistical strategy and methods

Multivariate analyses were used to avoid univariate multiple
testing, to improve the statistical power and to take into
account the genetic information as a whole. The ratio of the
number of subjects/number of studied genetic polymor-
phisms (1551/27 =57.4) gave statistical power to the analysis
and made it possible to use a multivariate strategy. Given
our aim, the study of genetic data is essentially descriptive
and is not looking to give a general model by building an
equation or suggesting coefficients. This is why the whole
sample is analysed at one time and not by successive sub-
samples selected at random. The pertinence of the clusters
was tested by a logistic regression able, in addition, to select
the most discriminating genetic data. As only genetic infor-
mation was considered to obtain the genetic clusters, results
of multivariate analysis are not shaped by the biological
results. The whole procedure took six steps: description and
selection of genetic data, computation of factorial continu-
ous data, identification of the clusters, evaluation of the
pertinence and discrimination among variables, characteri-
sation of the clusters, and biological comparisons among

clusters. Analysis was performed using SPSS statistical soft-
ware version 14.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Step 1: Description and selection of genetic data A descrip-
tive analysis was performed on the 27 genetic polymor-
phisms obtained for the 1551 subjects. The upper limit of
1549 subjects out of 1551 (99.87%) represented by only one
occurrence was chosen to exclude the corresponding varia-
ble. Data with a very low variability were then excluded from
the study. We did not exclude genotypes that had a high
probability of correlation with one another, because the
choice of a threshold to identify these correlations, and con-
sequently the selection of the corresponding data would
have been arbitrary.

Step 2: Computation of factorial continuous data To gather
genetic variables that were closely linked together, factorial
combinations were obtained by multiple correspondence
analysis [HOMALS-SPSS: homogeneity analysis by means of
Alternating Least Squares. HOMALS Version 1.0 by Data
Theory Scaling System Group (DTSS), Faculty of Social and
Behavioural Sciences, Leiden University, The Netherlands.].
These factorial combinations decrease the dimension of the
information’s subspace from its initial value (equal to the
initial number of variables), and consequently reduce the
number of data to be used in the following step of the anal-
ysis. As each variant had three possible genotypes, except
for the APOE with six possible genotypes, a three-dimen-
sional and then a six-dimensional multiple correspondence
analysis was performed. Therefore, we obtained two sets of
results, one with three factorial combinations and one with
six factorial combinations, for each of the 1551 subjects.
HOMALS was performed on initial nominal variables, but
generated continuous factorial data enabling a hierarchical
classification.

Step 3: Identification of the clusters An ascendant hierar-
chical classification using the squared Euclidean distance
was performed on the factorial combinations previously
obtained. This classification gave a dendogram reflecting the
proximities of the 1551 subjects. The optimum number of
clusters was determined by the level of the cut-off in the tree
structure of the dendogram. A cut-off of six clusters was cho-
sen for each dendogram according to the main dimension
of the factorial data injected in the classification. The two
sets of factorial data previously obtained were separately

Table 1 Allele frequencies for the polymorphisms at the beginning of the study.

Gene Allele (A/a) a% Gene Allele (A/a) a%
APOB Thr71lle 32.8 PON1 GIn192Arg 29.9
APOB Arg3500GIn* 0.05 ACE I/D 56.4
APOC3 -482C—>T 27.1 AGT Met235Thr 41
APOC3 —455T - C 37.7 CBS 11e278Thr 7.7
APOC3 1100C—->T 26.7 CBS Gly307SER* 0.05
APOC3 3175C—G 9.2 MTHFR 677C—>T 36.7
APOC3 3206T—G 36.8 GPllla Leu33Pro 15.7
CETP lle405Val 29.1 FGB —-455G - A 20.6
CETP Aspd42Gly* 0.05 FvV Arg506GIn 2.2
LPL -93T—-G 2 SELE 98G—->T 8.1
LPL -39T->C* 0 SELE Ser128Arg 8.1
LPL Asp9Asn 1.8 SELE Leub54Phe 4.3
LPL Asn291Ser 1.6

LPL Serd47Ter 12.1

APOE codons (112/158) €2, 8.6 e3,78.5 e4,12.5

Data are presented as percentages. *Excluded from the analysis.
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used and produced two separate dendograms. The coher-
ence between the number and the composition of the clus-
ters obtained for these two dendograms was a condition for
the continuation of the study. A reasonable number of clus-
ters with firm aggregations of subjects were necessary to
enter the following step.

Step 4: Evaluation of the pertinence of the profiling and dis-
crimination among variables Based on the identified clus-
ters and using the initial nominative genetic variables, a
multiple logistic regression was performed to identify
among the genotypes which were the most useful for dis-
criminating between clusters. The redundant information,
difficult to select a priori, due to variables that were closely
linked together was then removed to test the pertinence of
this profiling. The total percentage of individuals correctly
classified accepted here was not less than 95%.

Step 5: Characterisation of the clusters To label each clus-
ter, confidence intervals (Cls) calculated on the whole sam-
ple were used as references and a graphical representation
was proposed. The relative frequencies of each genetic poly-
morphism among the 1551 subjects and the corresponding
95% Cls were calculated for each allele. The sample size was
large enough to obtain precision in the estimates and to pro-
vide ranges of plausible values likely to include the unknown
population parameters. Width and confidence limits of these
Cls calculated on the 1551 subjects were used as references.
For each cluster, relative frequencies were calculated for
each genetic allele and compared to the lower and the upper
boundaries of the corresponding Cl previously obtained
from the whole sample. If the Cl contained the relative fre-
quency, a zero value was associated with the allele (called
y-value here and equal to 0). If the relative frequency was
greater than the upper bound, it showed an excess of sub-
jects, and the difference between these two values was
considered as positive (positive y-value). If the relative fre-
quency was lower than the lower bound, it showed a lack of
subjects, and the difference between these two values was
considered as negative (negative y-value). A chart on two
axes was then created for each cluster. On the x-axis, with-
out scale, the 22 genetic variables with their distributions are
indicated as follows: homozygous for the common allele,
heterozygous, homozygous for the less frequent allele. On
the y-axis, in percentages, are the y-values previously com-
puted. The higher the absolute y-value, the greater the dis-
tance from the baseline (above or below according to the
y-value sign). To characterise the profile/signature of each
cluster, only the genotypes for which the absolute
y-value of at least one allele was 20% or more in this cluster
were taken into account. Thus, a list of genotypes was estab-
lished for each cluster.

Step 6: Study of clinical and biological measurements
between the clusters att, andt,; Clinical assessments and
biological measurements were compared among the clus-
ters at inclusion and 5 years later. According to the nature
and the distribution of each variable, we performed para-
metric (Student’s t-test or analysis of variance) or non-
parametric (Mann-Whitney test, Kruskal-Wallis test or
Friedman’s test) comparisons. A p-value <0.01 was consid-
ered statistically significant, because many variables were
potentially linked.

Results

Step 1: Description and selection of genetic data

Table 1 presents the genetic polymorphisms selected
at the beginning of the study. APOB-Arg3500GIn,
CETP-Asp442Gly, LPL-39T/C and CBS-Gly307Ser poly-
morphisms with a frequency of the rare allele <1%
were excluded.

Steps 2 and 3: Computation of factorial continuous
data and identification of the clusters

The six clusters of the three-dimension solution were
of the following sizes: 1465 subjects, 44 subjects, 24
subjects, 16 subjects, 1 subject and 1 subject. The six
clusters of the six-dimension solution were of the fol-
lowing sizes: 1467 subjects, 56 subjects, 10 subjects,
16 subjects, 1 subject and 1 subject. Results are coher-
ent (Table 2) and eight clusters can be clearly indivi-
dualised. Only the six containing more than 1 subject
each were analysed, and in reference to their respec-
tive sizes they will be called C,453, Cus, Cig Cia Cia
and C,,.

Step 4: Evaluation of the pertinence of the profiling
and discrimination among variables

The multiple logistic regression selected SELE-98G/T
(p<0.0001), APOC3-3175C/G (p<0.0001),
APOC3-482C/T (p<0.0001), APOC3-1100C/T
(p<0.0001) and LPL-93T/G (p<0.0001). These five
genetic polymorphisms were sufficient to classify
99.6% of the 1552 subjects in their group and, more
importantly, 95.8% of the subjects in the smaller
groups, (1451/1453 or 99.9% for Ci4s3, 8/12 or 66.7%
for C,,, 44/44 or 100% for C,4, 14/14 or 100% for C,,,
10/10 or 100% for C,o, and 16/16 or 100% for Cg).

Table 2 Crossing of the six clusters ascendant hierarchical classification with the HOMALS three-dimensional solution and

the HOMALS six-dimensional solution.

HOMALS 6 dimensions/ 1 2 3 4 5 6

HOMALS 3 dimensions

1 1453 12 1465

2 44 44

3 14 10 24

4 16 16

5 1 1

6 1 1
1467 56 10 16 1 1 1551

Results are presented as frequencies.
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Step 5: Characterisation of the clusters

The Cls computed among the whole population (1551
subjects) provide ranges of plausible values in agree-
ment with the Hardy-Weinberg equilibrium. In the
graphical representation (Figure 1), only C,5, C44, Cys,
C,0 and C,5 are shown, because all of the allele rela-
tive frequencies of C,,s3 had zero y-values. As the
crossing of the results predicted (Table 2), C;, and C,,
are similar, as are C,, and C,,, C,¢ is definitely distinct.
The numbers and the percentages of individuals
observed in a cluster for the main genotypes of its list
are presented below.

C,, is characterised by Heterozygosity for LPL and
SELE: 100% (12/12) for the LPL polymorphism -93T/
G; 58% (7/12) for LPL-Asp9Asn, SELE- 98G/T and
Ser128Arg.

C,4 is characterised by 1/Heterozygosity for LPL and
CETP: 100% (44/44) for LPL -93T/G and LPL Asp9Asn;
59% (26/44) for CETP lle405Val. 2/Homozygosity for
the common allele for SELE: 100% (44/44) for SELE
98G/T and Ser128Arg.

C.4 is characterised by 1/Homozygosity for the less
frequent allele for APOC3 (except the 3175C/G poly-
morphism) and APOB: 100% (14/14) of APOC3 -482C/
T, —-455T/C, —1100C/T and -3206T/G polymorphisms;
35.7% (5/14) for the APOB Thr71lle polymorphism.
2/Heterozygosity for the APOC3 gene -3175C/G poly-
morphism: 78.6% (11/14). Additionally, a lack of
homozygosity for the less frequent allele (0/14 or 0%)
for the AGT Met235Thr polymorphism can be noted.

C,o is characterised by 1/Homozygosity for the less
frequent allele for APOC3: 100% (10/10) for —482C/T,
—-455T/C, -1100C/T, -3175C/G and -3206T/G. 2/Homo-
zygosity for the common allele for the GIn192Arg
polymorphism of the PON1 gene: 80% (8/10); and for
the AGT Met235Thr polymorphism: 60% (6/10).

C,¢ is characterised by 1/Homozygosity for the less
frequent allele of the SELE gene: 100% (16/16) of indi-
viduals for the 98G/T and for the Ser128Arg polymor-
phisms. 2/Homozygosity for the common allele of the
lle405Val polymorphism of the CETP gene: 75% (12/
16); and for GPllla Leu33Pro: 93.8% (15/16); 3/Hetero-
zygosity for APOC3 polymorphisms.

As a whole, C,, and C,, have similarities (hetero-
zygous) for the LPL gene and dissimilarity for the
SELE gene. C,, and C,, have similarities (homozygous
for the less frequent allele) for APOC3 polymorphisms
except for APOC3-3175C/G. C,¢ is characterised by
individuals homozygous for the less frequent allele of
SELE polymorphisms.

Step 6: Study of clinical and biological
measurements between the clusters at t, and t_ 5

Results are summarised in Tables 3 and 4. Table 3
displays the results obtained at t,, whereas Table 4
displays results from 5 years later (t.s). The given
p-values are associated with statistical tests carried
out on the six clusters. There was no difference for
gender among the clusters (p=0.22, ns). At t, the six
clusters differ significantly for TG (p=0.009), HDL-C

(p=0.014) and are nearly significant for diastolic
blood pressure (DBP, p=0.020), APOB (p=0.042), TC
(p=0.059) and LDL-C (p=0.059). At t,5, the six clus-
ters differ significantly for TG (p=0.005), HDL-C
(p=0.003) and are nearly significant for APOAI
(p=0.054). Overall, the results obtained at t, are in
coherence with the results at t. 5. C,, presents the
highest mean values for DBP and concentrations of
TGs, TC, APOB and APOE (LDL-C at t,) and the lowest
mean values for APOAI and HDL-C concentrations. C,¢
presents the highest mean values for HDL-C and
APOAI concentrations and the lowest mean values for
concentrations of TC, APOB and LDL-C at t, and TG
at t,.5. C,4 is the least individualised cluster. It asso-
ciates with the less addictive habits (alcohol con-
sumption and smoking) at t, 5. C,, associates with the
lowest mean values for waist, hip, body mass index
(BMI), weight, and glucose level. The C,, group mem-
bers are thinner, with the lowest glucose, TC and
APOB concentrations at t,5. The association of clus-
ters with biological variables is independent of age.

Discussion

Considering the homogeneity resulting from inclusion
and non-inclusion criteria of the 1551 initially appar-
ently healthy subjects from the Stanislas cohort, we
obtained a genetic homogeneity for most of the indi-
viduals (C,,s3), but five other groups have clearly
emerged at the same time. Despite the fact that these
groups are relatively small, their genetic profiles can
be clearly individualised and five genetic polymor-
phisms were sufficient to separate them. Clinical and/
or biological differences already exist among these
clusters. Some results are significant and others are
of borderline significance, but it is important to note
that most of them are coherent among the clusters at
t, and 5 years later.

Considering the CVD marker values, two groups are
especially interesting: C,s and C,,. The genetic sig-
nature of C,s consists of the E-selectin gene (SELE
98G/T and Ser128Arg) and the CETP gene (lle405Val
polymorphism). The genetic profile of C,, is charac-
terised by the APOC3 gene (-482C/T, -455T/C, 1100C/T,
3175C/G and 3206T/G), the PON1 gene (GIn192Arg
polymorphism) and the AGT gene (Met235Thr poly-
morphism). On the one hand, traditional risk factors
for CVD are highest in C,o and the least high in Cqg
(significant for TC, APOB and LDL-C at t, and for TGs
at t,5). On the other hand, the biological parameters
that are linked to a protective cardiovascular profile
are observed in the reverse order for these clusters
(HDL-C and APOAI concentrations at t, and t,g).
Therefore, individuals that belong to C,, present a risk
profile for CVD, whereas individuals of C,s cluster
seem to have a protective profile. In the C,4 cluster,
all the individuals are SELE-98TT and Arg128Arg and
75% are CETP 405VV. Information in the literature is
sparse concerning the SELE- 98G/T polymorphism.
Here, we confirm results from a previous study in
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Figure 1 Genetic signatures/profiles of the clusters.

For each of the five clusters named C,,, C,,, Cq4, Cqo and C,g, the 22 genetic variables on the x-axis are represented. apb71:
APOB Thr71lle; apc482: APOC3-482C/T; apc455: APOC3-455T/C; apc1100: APOC31100C/T; apc3175: APOC33175C/G; apc3206:
APOC3 3206T/G; cet405: CETP lle405Val; Ipl93: LPL —-93T/G; Ipl9: LPL Asp9Asn; Ipl291: LPL Asn291Ser; Ipl447: LPL Ser447Ter;
pon192: PON1 GIn192Arg; ace: ACE I/D; agt235: AGT Met235Thr; cbs278: CBS 11e278Thr; mth677: MTHFR 677C/T; gp333: GPllla
Leu33Pro; fib455: FGB —455G/A; fab506: FV Arg506GIn; ela98: SELE 98G/T; ela128: SELE Ser128Arg; elab54: SELE Leu554Phe.
The distribution of each genetic variable is represented on the y-axis (plus and minus 100%) by three potential bars in the
following order: homozygous for the common allele, AA (white bar); heterozygous, Aa (stippled bar); homozygous for the
less frequent allele, aa (black bar). The dimension and the sign of each bar depend, respectively, on the value and on the
sign of its y-value. The cluster C,,s5 is not represented, because all its y-values are equal to 0. See Materials and methods for
the calculation of y-values.

which the 98T (and by extension 128Arg, because it HDL-C concentration in women only (13, 19). More-
is in strong linkage disequilibrium with the 98G/T over, our findings are in agreement with results from
polymorphism) allele was associated with higher the EARS Il study, which was performed on European
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men and showed that individuals homozygous for the
rare V405 allele had the highest HDL levels (20). Con-
cerning the C,q cluster, all the individuals are homo-
zygous for the less frequent alleles of the APOC3
polymorphisms studied. We demonstrated previously
that APOB, LDL-C and TC concentrations were higher
in women with the APOC3 1100TT genotype who do
not smoke. Additionally, the T allele was related to
higher TG, APOCIII and APOB-related traits, i.e., TC,
LDL-C and APOB in men. The TT genotype was relat-
ed to lower levels of APOAI and HDL-C only in male
non-smokers (13). The genetic signature of this clus-
ter was very close to that of C,,. The difference
between the two groups came especially from an
over-representation of APOC3 3175GG in C,,. There-
fore, this polymorphism, in addition, but to a lesser
extent to the other CETP polymorphisms, may be
important in the pathophysiology of CVD. Previous
studies have shown that the rare allele of the 3175C/
G (also called Sstl) polymorphism of the APOC3 gene
is associated with elevated TG and APOCIIl concen-
trations (21, 22), higher blood pressure (23) and
increased risk of myocardial infarction (24). In the Fra-
mingham Offspring Study, the 3175G allele was asso-
ciated with elevated fasting insulin concentrations in
men only (25). We observed that most of the subjects
in C,, are homozygous for the common allele of the
PON1 GIn192Arg polymorphism. The GIn192 allele is
associated with low paraoxon activity (26). Moreover,
low PON1 activity was suggested to be associated
with coronary heart disease (27, 28). Conversely, sub-
jects with the Arg192 allele were found to be at higher
risk for CVD than subjects with the GInGIn genotype
(29, 30). Other investigations, involving French and
Irish (31), Finnish (32) and Japanese subjects (33) did
not show any significant association between the
PON1 GIn192Arg polymorphism and CVD. Moreover,
GIn homozygotes were found to be more advanced
in age compared to Arg allele carriers in the Stanislas
cohort (34), and being homozygous for 192 ArgArg
was linked to enhanced survival (35). One possible
explanation for the observed discrepancies could
come from the incomplete concordance between
PON1 phenotypes and PON1 genotypes (36). Finally,
concerning the AGT Met235Thr polymorphism,
results have suggested that the ThrThr genotype
could be a genetic marker for arterial stiffness in
patients with never-treated hypertension (37). The risk
of developing hypertension is higher for MetThr and
ThrThr genotypes compared to MetMet genotypes
(38). Moreover, homozygosity for the angiotensino-
gen 235T variant was found to increase the risk of
myocardial infarction in patients with multi-vessel
coronary artery disease (39). On the other hand,
results from a study by Gardemann et al. showed that
blood pressure levels and the prevalence of high
blood pressure did not vary according to M235T geno-
types, and the M235T genotype distributions did not
differ between survivors of myocardial infarction and
controls (40). Other studies did not find that the 235T
allele was a risk factor for coronary heart disease (41,
42). Our previous results on the AGT Met235Thr poly-

morphism did not show any association between this
variant and carotid intima-media thickness (43).

In summary, the results of this study are in agree-
ment with the literature, especially with studies
involving confirmed CVD. Of course, this work con-
cerns the CVD risk factor-related measurement and
not the disease itself. We cannot show today, whether
the gene clusters identified do really contribute to the
confirmed disease, but we have produced strong evi-
dence, according to biological results, that SELE may
be linked to a cardiovascular protective profile, while
APOC3 polymorphisms, and 3175C/G in particular,
may increase the CVD risk. This profiling allows accu-
racy in the description and in the follow-up of the
cohort: analysis of future events according to previ-
ously identified genetic groups.
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Notre objectif était d’étudier les interactions épistasiques de 100 variants génétiques
appartenant a 65 genes candidats de différentes voies métaboliques (pression artérielle,
inflammation, métabolisme lipidique, métabolisme de I'homocystéine, adhésion cellulaire,
thrombose).

Nous avons donc génotypé 1912 adultes de facon a effectuer des études d’association
individuelles.

Neuf SNPs ont montré une association significative avec la pression artérielle systolique,
diastolique ou la pression pulsée. Cing étaient fonctionnels : rs5742910 et rs6046 dans le
FVII (P<0,024), rs1800469 au sein du géne TGFB1 (P<0,001) et potentiellement responsables
d’une diminution de la pression artérielle. Le rs1800590 dans le géne LPL (P<0,003) et le
rs2228570 dans le VDR (P<0,001) avaient quant a eux une potentielle fonction d’altération
de la structure protéique.

Nous avons également observé les interactions épistatiques suivantes: LPL
(rs1801177)*PON1 (rs662) (P<0,032) pour tous les traits de pression artérielle mais aussi des
interactions spécifiques a la pression systolique: VCAM1 (rs1041163)*APOB (rs1367117)
(P<0,04), ou diastolique: SCGB1A1 (rs3741240)*LPL (rs1800590 et rs1801177) (P<0,031).

Une étude in silico nous a permis de déduire la fonctionnalité de ces interactions.

Contribution :
Lors de cette étude, nous avons participé a I'élaboration du design. Nous avons effectué la

totalité des analyses statistiques et pris en charge la rédaction du premier manuscrit.
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Abstract

Objectives: To investigate epistatic interactions of 100 candidate genes from various biological

pathways in regard to blood pressure.

Background: In spite of candidate gene and genome-wide association studies, only a small number of
genetic variants regulating blood pressure have been identified. This could be partly due to gene-

gene interactions: epistasis.

Methods: One hundred genetic variants in 65 candidate genes from various biological pathways
(blood pressure regulation, inflammation, lipid metabolism, homocysteine metabolism, cellular
adhesion, and thrombosis) were genotyped in 1,912 French middle-aged individuals in order to study

their combined effects on blood pressure regulation.

Results: Among 9 SNPs significantly associated with systolic, diastolic blood pressure and pulse
pressure, 5 were functional. rs5742910 and rs6046 in FVII (P<0.024), rs1800469 in TGFB1 (P<0.001)
may be responsible for blood pressure defects modifying their plasma protein levels, whereas
rs1800590 in LPL (P<0.003) and rs2228570 in VDR (P<0.001) may act via altering protein structure.
When combinatory analyses were performed, one epistatic interaction was common for the 3 blood
pressure traits investigated: LPL (rs1801177)*PON1 (rs662) (P<0.032). In addition, specific
interactions were found for systolic blood pressure: VCAM1 (rs1041163)*APOB (rs1367117) (P<0.04),
as well as diastolic blood pressure: SCGB1A1 (rs3741240)*LPL (rs1800590 and rs1801177) (P<0.031).

An in silico search yielded functional roles for these epistatic interactions.

Conclusions: The present findings provide insight into pathways such as lipid metabolism which may

act synergistically with genes in the same or other pathways to modify hypertensive risk. This
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strategy reveals novel pathophysiologic mechanisms underlying hypertension and potential

therapeutic targets.

A Table listing all the investigated genetic variants is provided in supplementary material.

Key words: blood pressure, epistasis, single nucleotide polymorphism, epidemiology
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Introduction

Blood pressure (BP) is a continuous, consistent and modifiable risk factor for cardiovascular diseases
(CVD) such as ischemic heart disease (IHD) and stroke which are major causes of mortality and
morbidity in the world (1). Population-based studies showed that 972 million adults worldwide were
hypertensive in 2005 and it is predicted to increase by about 60% to 1.56 billion in 2025 (2).

Existing evidence suggests that BP heritability ranges from 30 to 60% (3). Despite the identification of
specific causal genes involved in the regulatory pathways of rare familial forms of hypertension (4),
both BP and hypertension are still considered polygenic traits involving a number of metabolic
pathways (5,6).

The complex architecture of BP regulation may account for the numerous discrepancies found
among studies of genetics underlying hypertension. Inflammation, thrombosis, cellular adhesion
molecules and lipid metabolism all appear to play a role (7-9). While aspects of BP regulation may be
the product of an inflammation stimulus (7,10,11), thrombin is also known to induce several
intracellular pathways (8), modulate vascular tone (12) and have pro-inflammatory effects. Mounting
evidence also suggests that cellular adhesion molecules and apolipoproteins are closely related to
hypertension (9,13). All of these properties may be involved in initiating and maintaining elevated BP
levels (8). Overall, however, genetic factors associated with BP are poorly characterized and these
pathways remain unclear.

In the Genome-wide association studies (GWAS) era, technological advances facilitated the
genotyping of more than two million single nucleotide polymorphisms (SNPs). Researchers have
since attempted to identify susceptibility loci of BP (5,14) but limited progress has been made thus
far (15,16). A possible explanation is the significant genetic and phenotypic heterogeneity for this
phenotype and the modest effect size of risk alleles (17). Besides, GWAS have not incorporated
epistatic interactions, though examining such interactions may be essential (18) in identifying the

genes involved in BP regulation.
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To our knowledge, no previous study has been conducted on European individuals in assessing the
epistasis of cardiovascular candidate genes on BP regulation. Thus, the purpose of this study was to
investigate 100 genetic variants in 65 cardiovascular candidate genes from various biological
pathways in regard to BP traits, and their epistatic interactions. Based on previous findings
(15,16,18), we hypothesize that epistatic interactions among candidate SNPs may be more

informative than individual SNPs analyses in influencing BP regulation.
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Methods

Ethics statement

The participants are part of a human sample storage platform: the Biological Resources Bank (BRC)
“Interactions Géne-Environnement en Physiopathologie CardioVasculaire” (BRC IGE-PCV) in Nancy,
East of France. Each individual involved gave his written informed consent and the project’s
populations were approved by the local ethics committee (Comité Consultatif de Protection des

Personnes se prétant a une Recherche Biomédicale — Lorraine, France).

Study population

The present study enrolled 1,912 middle-aged French subjects (51.3 % women) selected from the
BRC IGE-PCV on the basis of the following criteria: (1) subjects were Caucasians born in France since
three generations; (2) no antihypertensive drugs administration or, for hypertensive patients, the BP
phenotypes were measured at baseline before drug administration; and (3) complete clinical and

genotypic data available.

Clinical and biological data collection

Systolic blood pressure (SBP) and diastolic blood pressure (DBP) was measured under constant
temperature (19°C to 21°C) and standardized conditions (supine position) with a manual
sphygmomanometer by expert nurses. The values reported were the means of 3 readings at each

examination on 20 min intervals. Pulse pressure (3) were calculated as the difference between SBP
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and DBP. All individuals underwent complete medical examination including anthropometric and

biochemical measurements collected with standardized methods(19).

Genotyping

Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples by the salting out method (Miller SA,
1988). Genotyping was performed by using multilocus assay with an immobilized probe approach
previously described(20) (Roche Molecular Systems, Pleasanton, California, USA).

After PCR amplification using pooled biotinylated primers and hybridation to sequence-specific
oligonucleotide probes, genotype assignments were performed by two independent observers using
proprietary Roche Molecular Systems image processing software.

Discordant results (< 3% of all scoring) were resolved by a third observer and if necessary, by a joint
reading.

Blinded replication of the fragment analysis was performed with 10% of the selected samples on an
automated high-performance liquid chromatography instrument (Wave system™; Transgenomics Inc.

NC, USA), both sequencing and restriction analyses fully matched.

PolyPhen analysis of nonsynonymous SNPs

The prediction of possible impact of nonsynonymous (ns) SNPs on the structure and function of their

specific protein was performed using PolyPhen(21).

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the SPSS® statistical software version 16.0 (SPSS, Inc,

Chicago, lllinois).
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Polymorphisms with minor allele frequencies (MAF) less than 2% were excluded from individual
analyses. However, for interaction analyses we included all SNPs as low MAF may identify an

epistatic phenomenon. HWE was tested using an exact method.

Separate models were constructed to determine the independent effect of each genetic variant on
SBP, DBP, and PP assuming additive models with the common wild type (WT) as the reference group.
Age, sex and body mass index (BMI)-adjusted linear regressions were performed for individual

association analyses after ensuring that the gender did not interact with the genotype.

The variants individually associated in our study were compared to previous findings in the literature,

notably on previous GWAS, by imputation analyses using plink(22).

Epistasis of variants that were independently associated with BP was established by interaction

terms existing between genetic variants on linear additive models.

Power of all analyses (1-) was determined a posterior and we considered significant associations
only if it was greater than 80%. Type 1 error coefficient (o) was fixed a 5% and statistical significance
was reached where p-values were less than 0.05 as we performed individual tests on each genetic

variant.
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Results

Phenotypic characteristics of the studied population

Phenotypic characteristics of the 1,912 French middle aged participants (51.13 years * 10.02) are
shown in Table 1. SBP, DBP, total cholesterol, low density lipoprotein-cholesterol (LDL-C) and glucose
levels were higher in men compared to women (P<0.001). Women had higher PP and high density
lipoprotein-cholesterol (HDL-C) levels (P<0.001). 18.5% of participants had normal BP (SBP<120 and
DBP<80mmHg), 21.1% were prehypertensive (SBP and/or DBP between 120 and 139mmHg and/or
80 and 89mmHg), 25.9% had a stage 1 hypertension (SBP and/or DBP between 140 and 159mmHg
and/or 90 and 99mmHg) and 34.5% were at stage 2 (2160/100mmHg) according to the Seventh

Report of the Joint National Committee (23).

Investigated genetic variants

Genotype and allele frequencies of all investigated genes of MAF quality control were consistent with
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE, data available upon request).The full details of investigated
genetic variants are listed in Supplementary Table 1: the analysis included 100 SNPs that belong to 65
cardiovascular candidate genes selected according to our cardiovascular genetics background (19).
Among the included SNPs, 50 were nonsynonymous, and according to Polyphen, 5 were damaging

for their protein structure.

Individual association analysis

The results of individual association analyses of genetic variants with BP traits are shown in Table 2.

Thirty SNPs in 25 genes including various metabolic pathways were significantly associated with SBP,
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DBP or PP: APOA4, APOB, APOC3, LIPC, LPL, PON1, PON2 and LDLR (lipid metabolism), VCAM1 and
SELP (cellular adhesion), FVII (coagulation factor), GNB3, ATR1, AGT and NOS3 (BP regulation), TNF,
IL10, IL1B, C5, CSF2, TGFB1, CCL11, C3, LTA and VDR (inflammatory pathways). Fourteen SNPs were
associated with at least 2 or the 3 BP traits investigated. rs854560 in PON1 (P=0.047) was associated
with only SBP (Table 2A), and rs675 in APOA4 (P=0.024), rs1367117 in APOB (P=0.024), rs2542052
and rs2854116 in APOC3 (P<0.024) respectively were specific for DBP (Table 2B). Nine SNPs
rs1800590 in LPL (P<0.003), rs5742911 in LDLR (P<0.009), rs5742910 and rs6046 in FVII (P<0.007 and
P<0.024 respectively), rs1800469 in TGFB1 (P<0.001), rs1143634 in /L1B (P<0.005), rs25882 in CSF2
(<0.001), rsrs1129844 in CCL11 (P<0.001) and rs2228570 in VDR (P<0.001) were associated with the 3

BP traits.

All genetic variants associated with a BP trait had an age and BMI cumulative effect (P<0.001, Table

2).

We performed imputation analyses in order to compare our results with the literature, but did not
find any genetic variant in linkage disequilibrium with previous reports (all correlation coefficients

<80%).

Epistatic interaction with BP

Epistatic interactions with BP are shown in Table 3. All genetic markers previously associated with at
least one BP trait showed epistatic interactions influencing BP. One epistasis was common for the 3
BP traits: LPL (rs1801177)*PON1 (rs662), and 2 were specific to SBP and DBP: VCAMI
(rs1041163)*APOB (rs1367117) and SCGB1A1 (rs3741240)*LPL (rs1800590 and rs1801177) (Tables
3A and 3B). Interestingly, rs3741240 in SCGB1A1 and rs1801177 in LPL were not individually

associated with SBP and DBP (LPL was initially excluded from individual analyses tables as its MAF
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was 1.82 but was associated with PP), but their epistatic combinations significantly influenced SBP

and DBP (P = 0.013 and 0.026 respectively, Tables 3A and 3B).
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Discussion

Even at early stages, hypertension is a major cause of disabilities and death for millions throughout
the world (1). Observational studies involving more than 1 million adults from 61 prospective studies
have indicated that death from hypertension associated diseases (both IHD and stroke) increases
linearly from levels as low as 115/75mmHg among middle and elderly age individuals (23). Therefore,
isolating genetic variations that may influence BP at middle age might have major implications for
public health; however, individual genes have so far shown a weak genetic effect (11,24). It is
therefore essential that epistatic gene interactions be studied to identify gene combinations that
synergistically influence BP regulation and, by extension, dysregulation.

In the current study composed of 1,912 French middle aged individuals, we identify 30 SNPs in 25
genes involved in various biological pathways including lipid metabolism (L/IPC, LPL, PON1, PON2,
APOA4, APOB and LDLR), cellular adhesion molecules (VCAM1 and SELP), coagulation factors (FVII),
BP regulation (AGTR1, AGT and NOS3) and inflammation (/L10, IL1B, C5, CCR3, CSF2, CCL11, TNF,
TGFB1, C3, LTA and VDR) that were associated with at least one of the 3 BP trait investigated (P<0.05,
Table 2). Whereas 14 SNPs were associated with at least 2 BP traits, rs854560 in PON1 (P=0.047) was
associated with SBP only (Table 2A) and rs675 in APOA4 (P=0.024), rs1367117 in APOB (P=0.024),
rs2542052 and rs2854116 in APOC3 (P<0.024), and rs361525 in TNF (P=0.01) were specific for DBP
(Table 2B). Interestingly, the following 9 SNPs were associated with the 3 BP traits (Table 2):
rs1800590 in LPL (P<0.003), rs5742911 in LDLR (P<0.009), rs5742910 and rs6046 in FVI/ (P<0.007 and
P<0.024 respectively), rs1800469 in TGFB1 (P<0.001), rs1143634 in /L1B (P<0.005), rs25882 in CSF2

(P<0.001) rsrs1129844 in CCL11 (P<0.001) and rs2228570 in VDR (P<0.001).

It is noteworthy that all 25 genes associated with at least one of the 3 BP traits overlapped with loci
previously reported in BP GWAS (25-30). For example, in a genome-wide linkage analysis study

conducted on 2,259 Nigerian individuals (26), Cooper et al associated chromosome regions 5q and 7q
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with DBP, whereas others showed the association of 19q with SBP (26). In addition, Camp et al (25)
reported the importance of loci on chromosome 11q and 12q in PP regulation in American
individuals (25). All these chromosome regions contain the genes identified here (Supplementary

Table 1).

Genetic variation may be responsible for defective BP phenotypes by altering either the structure of
encoded proteins or gene expression (15). Among genetic variants commonly associated with SBP,
DBP and PP, 5 were functional SNPs. For rs1800469 in TGFB1, there is evidence to suggest altered
gene expression (31,32) as this SNP has been reported to be associated with increased TGFB1 gene
transcription and plasma protein concentration (32). For rs5742910 and nsSNP rs6046 in FVII, we
have previously reported that both are associated with a one third decrease in FVII levels (8). It is
important to emphasize that for both rs6041 and rs5742910 in FVIl, we have previously shown
similar associations in another sample population of the BCR (8). Together with previous data, our
finding that FVII and TGFB1 polymorphisms are associated with BP may be due to modifications of

gene expression and resulting alterations in plasma protein levels.

Another mechanism through which polymorphisms may affect gene expression is by disrupting
microRNA binding (miRNA). MicroRNAs inhibit gene expression by base pairing with complementary
mMRNA sequences. SNPs located within such targets can affect this base pairing. For example in the
present study, rs5186 (1166 A/C) in AGTR1 is located in the 3’UTR, a region associated with both SBP
and DBP (P<0.05). The C allele polymorphism of AGTRI may disrupt binding of miR155 to its
complementary AGTRI mRNA (33)—resulting in an overall increase in gene expression. In agreement
with our finding, Wang et al (34) and Kobashi et al (35) reported this allele in case-control studies to

be significantly increased in hypertensive patients compared to normotensive ones (34,35).

In contrast to the above AGTR1, FVII and TGFB1 polymorphisms, other polymorphisms may also

influence genetic variation through altered protein structure and resulting protein activity. For
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example, it is reported that the rs1800590 polymorhism in LPL affects lipoprotein lipase enzyme
function (36,37). Similarly, the coding nsSNP rs2228570 in VDR introduces an amino acid substitution
(Met1Thr) that may be damaging for the structure of its encoded protein, according to Polyphen
(21). Thus, the influences of LPL and VDR polymorphisms on BP may be the result of modifications in

their protein structures and resulting changes in protein activities.

Epistatic interactions may also play pivotal roles in the discrepancies found across genetic studies.
Numerous studies reported that these interactions may identify genetic markers that are not
captured by individual marker analysis tests and/or revealed by the combinatory effect of loci in
other pathways (14,38). Herein we showed that all genetic markers individually associated with at
least one BP trait also had epistatic interactions influencing BP phenotypes (Table 3). Interestingly,
among epistatic interactions, one was common for all BP traits: LPL (rs1801177)*PON1 (rs662)
(P<0.032, Table 3) and 2 were specific for SBP and DBP: VCAM1 (rs1041163)*APOB (rs1367117) and

SCGB1A1 (rs3741240)*LPL (rs1800590 and rs1801177) (Table 3A and 3B), respectively.

A number of potential mechanisms mediating the observed genetic associations were identified with
an in silico search. First, the PON1 gene encodes the 355 amino acid protein paraoxonase, an enzyme
that hydrolyzes paraoxon. The genetic variant rs662 (Argl92GIn) of PONI1 results from the
replacement of Arg by GIn of amino acid 192; the protein has been shown to have lower
paraoxonase activity (39) resulting in an increase of oxidative stresss (40)—a characteristic closely

linked to elevated BP (41).

The genetic variant rs1801177 in LPL is also a functional nsSNP, resulting from the conversion of
aspartic acid to asparagine of amino acid 9 in the mature protein,. This SNP has been shown to
partially affect LPL enzymatic activity (42). Putatively, oxidative stress coupled with partially

inactivated LPL would result in elevated BP levels. The positive B coefficients for LPL
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(rs1801177)*PON1 (rs662) (0.072 and 0.057 respectively) strengthened our hypothesis (data

available on demand).

Another epistatic interaction was found between SCGB1A1 (rs3741240) and LPL (rs1800590).
rs3741240 in SCGB1A1 is a nonfunctional SNP that has been shown to inhibit phospholipase A2 (43)
and decrease plasma levels of HDL-C (44). Taken together, LPL and SCGB1A1 may interact through
HDL-C to influence BP. The present study also showed epistatic interactions between VCAMI
(rs1041163)*APOB (rs1367117). Whereas rs1041163 in VCAM1 is a nonfunctional SNP, rs1367117 in
APOB is possibly damaging for its protein structure. Human studies have reported significant
correlations between APOB, the main component of LDL-C, and VCAM1 in the context of
hypertension. Hubel et al (45) have reported significant correlations between soluble levels of APOB

and VCAM1 in women with endothelial dysfunction and hypertension as a result of preeclampsia.

Importantly, previous candidate gene studies have revealed other epistatic interactions in modifying
the BP phenotype (38,46). In a cross-sectional study conducted on 402 middle aged and elderly
Japanese individuals, Misono et al (38) demonstrated that individuals carrying a combination of
ADRB2 Gly/Gly and NOS3 Glu/Glu genotypes had higher hypertensive risk. Moreover, Kohara et al
(46) replicated a case-control study conducted on 9,700 participants and reported that epistatic
interactions are associated with increased risk of developing hypertension. Combined with our
findings, there is clear evidence that numerous epistatic interactions involving multiple physiological

pathways influence hypertensive risk.

Strengths and limitations

The present findings are strengthened by the fact that, compared with previous epistatic interaction
studies, that the current investigation gives a biological validity in an ethnically homogenous

population (French origin). However some limitations should be mentioned: (1) caution must be
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taken in interpreting the identified epistatic interactions, as they were observed in the same
population in which the genetic markers were discovered and results in different populations might
be replicated; (2) consistency of our results should be underwent on a Genome-wide association
study design on a large population; and (3) as the participants in this study are of French origin, our

findings must be confirmed in different ethnic groups.

Conclusions and perspectives

In summary, we identify (1) susceptibility genes directly influencing BP including LIPC, LPL, PON1,
PON2, APOA4, APOB and LDLR (lipid metabolism), VCAM1 and SELP (cellular adhesion molecules),
FVII (coagulation factors), AGTR1 and AGT and NOS3 (BP regulation), IL10, IL1B, C5, CCR3, CSF2,
CCL11, TNF, TGFB1, C3, LTA and VDR (inflammation); (2) biologically validated pathways involved in
lipid metabolism such as LPL (rs1801177) and PON1 (rs662), SCGB1A1 (rs3741240) which may modify
the risk of hypertension through epistatic interactions. Our findings may provide insight into novel
pathophysiologic mechanisms underlying hypertension and potential therapeutic targets.

Confirmation in different ethnic groups is currently underway.
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Table 1: Phenotypic characteristics of the studied population.

Characteristics
Age (years)
BMI (kg/m?3)
SBP (mmHg)
DBP (mmHg)
PP (mmHg)
Baseline BP category (%)
<120/80
120-139/80-89
140-159/90-99
>160/100
Smoking (%)
Current
Former
Never
Total cholesterol (mmol/L)
LDL-cholesterol (mmol/L)
HDL-cholesterol (mmol/L)
Triglycérides (mmol/L)
Glucose (mmol/L)

Total (n=1,912) Men (n =932) Women (n = 980) p-value
51.13 + 10.02 51.21 + 9.31 51.06 * 10.66 0.740
26.01 £ 3.75 26.70 + 3.26 25.35 + 4.06 <0.001
142.86 + 21.47 14462 + 19.69 141.18 + 22.92 <0.001
87.49 + 14.26 89.10 + 13.10 85.96 + 15.14 <0.001
62.18 + 15.11 61.89 t+ 14.34 62.46 t+ 15.81 0.414
18.5 12.4 24.3
21.1 25.3 17.1
25.9 26.5 25.3
345 35.7 33.3
18.3 22.8 14.1
20.6 30.6 11.0
61.1 46.6 74.9
589 + 1.00 593 + 0.97 585 + 1.01 0.082
3.60 + 0.88 3.70 £+ 0.88 3.52 + 0.88 <0.001
1.64 + 043 1.50 + 0.40 1.77 + 041 <0.001
1.37 £ 1.20 1.55 + 1.00 1.20 £ 1.34 <0.001
5.25 £ 0.78 541 + 0.83 5.10 £ 0.71 <0.001

BMI: body mass index, SBP: systolic blood pressure, DBP: diastolic blood pressure, PP: pulse pressure
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Table 2: Genetic variants associated with blood pressure.

2A - Systolic Blood Pressure

Gene SNP ID MAF p-value (snp) béta p-value (10) p-value (sex) p-value (bmi)
LIPC rs1800588 20.958 0.010 0.055 <0.001 0.182 <0.001
LPL rs1800590 2.586 <0.001 0.076 <0.001 0.198 <0.001

PON1 rs854560 36.391 0.047 0.044 <0.001 0.096 <0.001

PON1 rs662 30.294 0.008 0.059 <0.001 0.520 <0.001

PON2 rs6954345 / rs7493 23.462 0.056 0.043 <0.001 0.043 <0.001
LDLR rs5742911 32.308 0.009 0.06 <0.001 0.158 <0.001

AGTIR rs5186 28.933 0.026 -0.051 <0.001 0.513 <0.001
Fvii rs5742910 15.024 0.003 -0.028 <0.001 0.137 <0.001
Fvii rs6046 12.874 0.001 -0.028 <0.001 0.254 <0.001

VCAM1 rs1041163 18.006 0.006 0.062 <0.001 0.044 <0.001

SELP rs6133 13.943 0.050 0.024 <0.001 0.867 <0.001

TGFB1 rs1800469 29.048 0.000 -0.026 <0.001 0.051 <0.001
IL1B rs1143634 19.397 0.002 -0.044 <0.001 0.842 <0.001
c5 rs17611 40.759 0.055 0.049 <0.001 0.150 <0.001
CSF2 rs25882 25.596 <0.001 0.124 <0.001 0.300 <0.001

CCL11 rsrs1129844 13.778 <0.001 -0.119 <0.001 0.818 <0.001
LTA rs909253 31.859 0.053 0.037 <0.001 0.331 <0.001
VDR rs2228570 40.139 <0.001 -0.012 <0.001 0.155 <0.001
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2B - Diastolic Blood Pressure
Gene SNP ID MAF p-value (snp) béta p-value (10) p-value (sex) p-value (bmi)
APOA4 rs675 18.536 0.024 -0.048 <0.001 0.237 <0.001
APOB rs1367117 31.301 0.024 -0.029 <0.001 0.031 <0.001
APOC3 rs2542052 37.970 0.014 -0.045 <0.001 0.001 <0.001
APOC3 rs2854116 37.017 0.024 -0.038 <0.001 0.001 <0.001
LIPC rs1800588 20.958 0.058 0.047 <0.001 0.032 <0.001
LPL rs1800590 2.586 0.003 0.076 <0.001 0.565 <0.001
PON1 rs662 30.294 0.020 0.056 <0.001 0.032 <0.001
LDLR rs5742911 32.308 0.002 0.071 <0.001 0.008 <0.001
AGTIR rs5186 28.933 0.050 -0.045 <0.001 0.254 <0.001
Fvii rs5742910 15.024 0.001 -0.042 <0.001 0.068 <0.001
Fvii rs6046 12.874 <0.001 -0.045 <0.001 0.110 <0.001
TGFB1 rs1800469 29.048 <0.001 -0.038 <0.001 0.002 <0.001
IL1B rs1143634 19.397 0.005 -0.052 <0.001 0.948 <0.001
CSF2 rs25882 25.596 <0.001 0.148 <0.001 0.013 <0.001
CCL11 rsrs1129844 13.778 <0.001 -0.142 <0.001 0.807 <0.001
TNF rs361525 6.830 0.010 0.053 <0.001 1.000 <0.001
VDR rs2228570 40.139 <0.001 -0.009 <0.001 0.037 <0.001

228



2C — Pulse Pressure

Gene SNP ID MAF p-value (snp) béta p-value (10) p-value (sex) p-value (bmi)
LPL rs1800590 2.586 <0.001 0.06 <0.001 0.311 <0.001
LDLR rs5742911 32.308 0.007 0.068 <0.001 0.004 <0.001
AGT rs699 42.978 0.007 0.069 <0.001 0.007 <0.001
GNB3 rs5443 33.533 0.034 0.006 <0.001 0.017 <0.001
Fvii rs5742910 15.024 0.007 -0.029 <0.001 0.098 <0.001
Fvii rs6046 12.874 0.024 -0.032 <0.001 0.309 <0.001
TGFB1 rs1800469 29.048 <0.001 -0.016 <0.001 0.032 <0.001
IL1B rs1143634 19.397 0.004 -0.05 <0.001 0.269 <0.001
c3 rs2230199 22.708 0.031 -0.014 <0.001 0.232 <0.001
CSF2 rs25882 25.596 <0.001 0.094 <0.001 0.146 <0.001
NOS3 rs1799983 35.775 0.051 0.046 <0.001 0.011 <0.001
CCL11 rsrs1129844 13.778 <0.001 -0.118 <0.001 0.028 <0.001
LTA rs909253 31.859 0.005 0.05 <0.001 0.005 <0.001
TNF rs1800629 13.316 0.013 0.026 <0.001 0.245 <0.001
TNF rs361525 6.830 0.002 0.056 <0.001 0.129 <0.001
VDR rs2228570 40.139 <0.001 -0.034 <0.001 0.014 <0.001
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Table 3: Epistatic interactions between Genetic variants associated with blood pressure.

3A - Systolic Blood Pressure

APOA4 | APOB LIPC LPL LPL | PON1|AGTR1| AGT |GNB3| FVil Fvil TNF | ICAM1| VCAM1 | CSF2
rs5110 | rs1367117 | rs1800588 | rs1800590 | rs1801177 | rs662 | rs5186 | rs699 | rs5443 | rs5742910 | rs6046 | rs1800629 | rs5491 | rs1041163 | rs25882
MAF | 8.01 313 21.1 2.6 1.82 30.3 | 289 | 429 | 33,5 15.1 |12.87| 13.1 0.56 18.01 | 25.6

PON1 rs662 30.3 0.03 0.017

GNB3 rs5443 | 33.5 0.05 0.039

Fvil rs6046 | 12.87 0.039

ICAM1 rs5491 | 0.56 0.034

VCAM1 | rs1041163 | 18.01 0.04

SCGB1A1 | rs3741240 | 46.9 0.02 0.013 0.033

TGFB1 | rs1800469 | 29.1 0.05 0.03

CSF2 rs25882 | 25.6 0.003

LTC4S rs730012 | 44.8 0.03

TNF rs1800629 | 13.3 0.02 0.04 0.05 0.002

TNF rs361525 | 6.8 0.02

VDR rs2228570 | 40.1 | 0.01 0.039 0.03
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3B - Diastolic Blood Pressure

APOB | APOC3 | APOC3 LPL LPL PON1 AGT GNB3 FVII CCL11 TNF ICAM1 | VCAM1
rs1367117 | rs2542052 | rs2854116 | rs1800590 | rs1801177 |  rs662 rs699 rs5443 | rs5742910 | rsrs1129844 | rs1800629 | rs5491 | rs1041163
MAF 31.3 37.9 37.01 2.6 1.82 30.3 42.9 33.5 15.02 28.1 13.1 0.56 18.01
PON1 rs662 30.3 0.032
GNB3 rs5443 33.5 0.044
Fvil rs5742910 | 15.02 0.022 0.035
VCAM1 |rs1041163 | 18.01 | 0.027 0.032 0.048
SCGB1A1 | rs3741240 | 46.9 0.03 0.026
TGFB1 | rs1800469 [ 29.1 0.004
TNF rs1800629 | 13.3 0.021 0.003
VDR rs2228570 | 40.1 0.044 0.036
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3C — Pulse Pressure

APOA4 APOB APOC3 LPL LPL LDLR GNB3 Fvil TNF VCAM1
rs675 rs1367117 rs2854116 rs1800590 rs1801177 rs5742911 rs5443 rs6046 rs1800629 | rs1041163
MAF 18.5 31.3 37.01 2,600 1.82 32.3 33.5 12.87 13.1 18.01
PON1 rs662 30.3 0.041 0.007
PON2 rs6954345 23.5 0.048
AGTR1 rs5186 28.9 0.026
Fvii rs6046 12.87
VCAM1 rs1041163 18.01 0.039
SCGB1A1 | rs3741240 46.9 0.01 0.024
CSF2 rs25882 25.6 0.047
LTC4S rs730012 44.7 0.009
TNF rs1800629 13.1 <0.001
VDR rs2228570 40.1
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Le VEGF a un impact sur I'angiogenése, I'athérosclérose et le cancer. Malgré sa forte
héritabilité, sa génétique est peu connue. Notre objectif était donc d’identifier les variants
génétiques associés aux niveaux circulants du VEGF par une approche pangénomique.

Dans un premier temps, nous avons effectué une GWAS sur 3 546 sujets issus de la troisieme
génération de la cohorte Framingham puis une réplication dans 1 727 sujets issus de deux
populations indépendantes : la cohorte STANISLAS et la Prospective Investigation of the
Vasculature in Uppsala Seniors study (PIVUS). Quatre variants génétiques situés dans trois
régions chromosomiques distinctes avaient une association indépendante avec le VEGF au
terme de la régression conditionnée : rs6921438 et rs4416670 (6p21.1, p=6,11x10"% et
p=1,47x10"2), rs6993770 (8q23.1, p=2,50x107"°) et rs10738760 (9p24.2, p=1,96x10>%). Ces
variants expliquaient 48% de la variabilité génétique du VEGF.

Dans une étude transcriptomique, six variants genome-wide significant ont été associés aux
ARN messager du VEGF dans les cellules mononucléaire de sang périphérique.

Ainsi, nous avons pu mettre en évidence des variants génétiques expliquant prés de la
moitié de I'héritabilité génétique du VEGF et donnant des pistes importantes sur les voies

métaboliques régulant ce trait.

Contribution :
Cette étude a été effectuée en collaboration avec I’équipe Framingham et la cohorte

STANISLAS était une population de réplication. Nous avons aidé a la sélection et a la
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préparation des échantillons de cette population pour les réplications. Nous avons également
préparé le fichier de transcriptomique.

Nous avons participé a la recherche bibliographique, aux différentes conférences
téléphoniques et échanges donnant la direction du manuscrit ainsi qu’a la rédaction de ce

papier pour lequel nous sommes troisiéme auteur.
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Background: VEGF impacts angiogenesis, atherosclerosis and cancer. Although the heritability of
circulating VEGF levels is high, little is known about its genetic underpinnings. Our aim was to identify
genetic variants associated with circulating VEGF levels using an unbiased genome-wide approach.
Methods and results: We undertook a genome-wide association study (GWAS) of serum VEGF levels
in 3,546 participants of the Framingham Heart Study (FHS), with pre-planned replication in 1,727
participants from two independent samples, the STANISLAS Family Study (SFS) and the Prospective
Investigation of the Vasculature in Uppsala Seniors study (PIVUS). One hundred and forty SNPs
reached genome-wide significance (p<5x10-8). We found evidence of replication for the most significant
associations in both replication datasets. In a conditional GWAS 4 SNPs mapping to 3 chromosomal
regions were independently associated with circulating VEGF levels: rs6921438 and rs4416670
(6p21.1, p=6.11x10-5% and p=1.47x10-"2), rs6993770 (8923.1, p=2.50x10-16) and rs10738760 (9p24.2,
p=1.96x10-34). A genetic liability score including these four SNPs explained 48% of the heritability of
serum VEGF levels. Six of the SNPs that reached genome-wide significance in the GWAS were
significantly associated with VEGF mRNA levels in PBMCs.

Conclusions: Genetic variants explaining up to half the heritability of serum VEGF levels were
identified. These new insights provide important clues to the pathways regulating circulating VEGF
levels and could be used to study whether emerging VEGF and anti-VEGF based therapies should be

tailored according to the genetic background.
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Vascular endothelial growth factor (VEGF, also referred to as VEGFA in contrast to other members of
the VEGF family) is pivotal in many physiological and pathological processes.! It is primarily known for
its key role in the stimulation of angiogenesis, with a potent mitogenic effect on vascular endothelial
cells from arteries, veins and lymphatics.2 VEGF also promotes vasodilatation by inducing the
production of nitric oxide and prostacyclin by endothelial cells.? In addition, VEGF is involved in
hematopoietic development and chemotaxis of monocytes, regulation of osteoclast differentiation,
stimulation of surfactant production,' and has neurotrophic and neuroprotective effects on neuronal and
glial cells.# Elevated circulating VEGF levels have been observed in vascular disease (ischemic heart
disease,> ¢ heart failure,” stroke®), and in various other disorders, including diabetes,® cognitive decline
and dementia, 0. " reproductive, 214 immune-inflammatory disorders, 516 and neoplastic diseases.!” 18
Administration of VEGF promotes angiogenesis in patients with critical leg ischemia, as well as in
animal models of coronary and limb ischemia.'® VEGF inhibitors such as bevacizumab and sorafenib
have been successfully used to inhibit angiogenesis in several tumors, 2021 in macular degeneration2?
and in rheumatoid arthritis.23 However, despite the considerable toxicity associated with VEGF inhibitor
drugs,?* there have been no pharmacogenomic studies to identify potential subgroups of responders
partly because the genetic determinants of VEGF concentrations remain poorly understood.

Indeed, although the heritability of circulating VEGF levels is very high, ranging between 60 and 80%,2>-
27 few studies have assessed the relation between circulating VEGF levels and genetic variants, yielding
inconsistent results. The aim of the present study was to identify genetic variants associated with

circulating VEGF levels using an unbiased genome-wide approach in a large community-based sample.
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Methods

Study populations

The Framingham Heart Study (FHS)

The FHS, initiated in 1948, is a three-generation, community-based, prospective cohort study conducted
in Framingham, MA, USA.33-35 Serum VEGF levels were measured in third generation cohort
participants (2002-2005) and genome-wide genotyping was performed on these individuals at Affymetrix
(Santa Clara, CA) through an NHLBI funded SNP-Health Association Resource (SHARe) project. After
excluding participants who had prevalent cardiovascular disease or failed to meet quality control
standards, 3,546 participants were enrolled.

The STANISLAS Family Study (SFS)

The SFS is a 10-year longitudinal survey involving 1,006 volunteer families from Vandoeuvre-lés-Nancy,
France, whose members were free of chronic disease (cardiovascular or cancer) between 1993-1995.28
Plasma VEGF levels were measured at the second examination cycle (1998-2000) in a randomly
selected subsample; of these 859 persons from 217 families, who also had DNA and met genotyping
quality control criteria, were included.

Prospective Investigation of the Vasculature in Uppsala Seniors (PIVUS) study

The PIVUS study is a population-based study that enrolled 1,016 70-year old individuals living in the
community of Uppsala, Sweden (2001-2004).2° Of these, 999 persons provided DNA for genetic studies
and after exclusions for prevalent cardiovascular disease and inadequate genotyping quality, 868
participants were eligible.

Further details of the study samples are available in the Supplemental Methods, section 1.

Laboratory measurements of VEGF levels
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VEGF levels were measured in serum for the FHS and PIVUS and plasma for the SFS (Supplemental

Methods, section 2).

Genotyping

FHS

Genome-wide genotyping in the FHS was performed on the Affymetrix GeneChip Human Mapping 500K

Array Set® and 50K Human Gene Focused Panel®. Genotyping, quality control and imputation
methods are detailed in the Supplemental Methods, section 3.

SFS

The SNPs were genotyped by Genoscreen using a Sequenom® iPLEX Gold assay — Medium
Throughput Genotyping Technology.30

PIVUS study

The SNPs were genotyped as part of a 96-plex assay at the SNP technology platform in Uppsala
University (http://www.genotyping.se/) using the lllumina BeadXpress system from lllumina Inc.3’

Genotyping calls were done with lllumina BeadStudio software.

Statistics
VEGF levels were natural log-transformed to normalize their distribution.

Genome-wide association analysis in the FHS

A linear mixed effects model accounting for familial relatedness was used to evaluate the association of

each SNP with VEGF levels.32 An additive genetic model with one degree of freedom was used. In a

first step (model A), analyses were adjusted for age, sex, familial structure and the ninth principal

component (Supplemental Methods, section 4). In a second step designed to explore potential

mechanisms, we additionally adjusted our most significant associations for covariates previously found

to be associated with serum VEGF levels:25 compared to model A, model B was additionally adjusted
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for hypertension; model C for smoking; model D for central obesity and model E for the presence of a
metabolic syndrome (Supplemental Methods, section 5).

Genetic association study in the SFS and the PIVUS study

In order to confirm our findings in the FHS, we genotyped 25 SNPs in two independent samples. To
select a parsimonious number of SNPs for replication we used criteria of strength of association (p-
value), whether the SNP was genotyped or imputed, linkage disequilibrium (LD) between SNPs and
functionality (Supplemental Methods, section 6). A linear regression model using the same covariates
and analytic strategy as in the FHS was implemented.

Joint analysis of the FHS, SFS and PIVUS study

For SNPs that were successfully genotyped in the SFS and the PIVUS study we performed a meta-
analysis of the SNP-phenotype associations, using a fixed effects inverse-variance meta-analysis
technique (Supplemental Methods, section 7).

Genetic liability score

The methods used for computing a genetic liability score are detailed in the Supplemental Methods,
section 8, and Supplemental Table 1. The phenotypic variance explained by this genetic liability score
was separately calculated in the FHS, the SFS and the PIVUS study, using regression models that

included age and sex as covariates.

VEGF gene expression analysis in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)

Sample preparation and quantification of the PBMC messenger RNA (mRNA) of VEGF spliced forms

and statistical analyses of these data are described in the Supplemental Methods (section 10).

Biological pathway analysis

Methods for the biological pathway analysis are provided in the Supplemental Methods, section 9.
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Results

Characteristics of the 5,273 study participants are presented in Table 1.

GWAS of VEGF levels in the FHS

The quantile-quantile plot showed an excess of extreme p-values but no evidence of systematic inflation
of the genomic control inflation factor (A=1.02) (Supplemental Figure 1). The genome-wide plot of p-
values for the individual SNPs against their genomic position is shown in Supplemental Figure 2. A
total of 140 SNPs cleared the threshold for genome-wide significance at 5x10-8 (Supplemental Table
2). These were located in three chromosomal regions: 6p21.1, 8923.1, 9p24.2 (Table 2). The most
significant association was found with rs6921438 on chromosome 6p21.1 (p=6.11x10-50) at 171 kb
downstream of the VEGF gene, and close to the mitochondrial ribosomal protein L14 gene (MRPL14)
and the MCG45491 gene (C60rf223), encoding an uncharacterized protein. Sixty-seven other SNPs on
chromosome 6p21.1 were also associated with VEGF levels at p<5x10-8 (Figure 1a). When running a
conditional GWAS adjusting for rs6921438, one other SNP in 6p21.1 (rs4416670) still yielded a
genome-wide significant association, suggesting that two variants in this region independently modulate
VEGF levels. In the 8923.1 region the SNP yielding the most significant association with VEGF levels
(rs6993770, p=2.50x10-19) is located in the zinc finger protein, multitype 2 (ZFPM2) gene and 980.4 kb
away from the low-density lipoprotein receptor-related protein gene (LRP12). Forty-three SNPs in LD
with rs6993770 were also associated with VEGF levels at p<5x10-8 (Figure 1b). A conditional GWAS
adjusting for rs6993770, rs6921438 and rs4416670 did not yield any other genome-wide significant
association in chromosome 8q23.1. The most significant association on 9p24.2 was observed with
rs10738760 (p=1.96x10-34), located close to the very low density lipoprotein receptor (VLDLR) and
potassium voltage-gated channel subfamily V, member 2 (KCNV2) genes. Twenty-nine SNPs in LD with

rs10738760 were also associated with VEGF levels at p<5x10-8 (Figure 1¢). None reached genome-
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wide significance in a conditional GWAS adjusted for rs6921438, rs4416670, rs6993770 and
rs10738760.

We computed a genetic liability score including the four SNPs yielding genome-wide significant
associations with VEGF levels in the conditional GWAS (Supplemental Table 1). This score explained

47.6% of serum VEGF variability (p=2.19x10-644).

Replication studies

We sought to replicate our most significant results in two independent cohorts. Of the 25 SNPs selected
for replication, 24 were successfully genotyped in the SFS and 20 in the PIVUS study (Table 2). Of
these, 17 and 20 respectively reached nominal significance in association with VEGF levels (Table 2).
When meta-analyzing the results of both replication cohorts for the 19 SNPs genotyped in both studies,
all 19 SNPs were associated with VEGF levels at p<0.05 (Table 2). The joint meta-analysis of results
from the discovery and replication cohorts is displayed in Table 2. The genetic liability score explained
16.6% (p=1.75x10-%) of observed plasma VEGF variability in the SFS and 48.4% (p=3.31x10-180) of
observed serum VEGF variability in the PIVUS study.

The observed associations remained unchanged in each of the three cohorts after adjusting for

hypertension, current smoking, central obesity and metabolic syndrome (Supplemental Table 3).

VEGF gene expression analysis

In order to better characterize the functional role of the SNPs identified in the GWAS we quantified
mRNA expression of the two splice variants corresponding to the diffusible isoforms of VEGF, VEGF 21
and VEGFes5, in PBMCs of 220 SFS participants. The association of VEGF mRNA levels with the 24
SNPs successfully genotyped in the SFS was assessed.

At the nominal significance level, 1 SNP on chromosome 6p21.1, 4 SNPs on chromosome 8g23.1 and 1

SNP on chromosome 9p24.2 were associated with VEGF121 mRNA levels (Table 3).
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Biological pathway analysis

Using the Ingenuity Pathway Analysis software (IPA, Ingenuity Systems, www.ingenuity.com) we
explored functional relationships between VEGF and the genes closest to the SNPs on chromosome
8g23.1 and 9p24.2 that were significantly associated with circulating VEGF levels. In each case we
selected the genes closest to the identified SNPs, as in Table 2, to identify plausible biological
pathways. We selected five focus genes: VEGF, ZFPM2, LRP12, VLDLR, KCNV2. The IPA network
analysis identified relationships among three of these five focus genes (VEGF, ZFPM2 and VLDLR) as
part of a larger network. The presence of three of our five focus genes in this network was unlikely to
occur by chance (p=10-8). In Figure 2 we present a subset of this network, including only interactions

between VEGF and the two other focus genes in the network, with 2 or fewer intermediate nodes.
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Discussion

Principal findings

In this first GWAS of circulating VEGF levels undertaken in 3,546 community individuals of European
descent, we identified novel genetic associations: 140 SNPs reached genome-wide significance. Of
these, 4 SNPs were independently associated with VEGF levels (rs6921438 and rs4416670 on
chromosome 6p21.1, rs6993770 on chromosome 8q23.1 and rs10738760 on chromosome 9p24.2). We
found evidence of replication for selected SNPs in 1,727 individuals of European descent from two
independent community-based samples. The SNPs are located close to the VEGF and MRPL14 genes
(chromosome 6p21.1), within the ZFPM2 gene (chromosome 8q23.1), and between the VLDLR and
KCNV2 genes (chromosome 9p24.2). In a subset of participants we found that 6 of 25 selected SNPs
yielding genome-wide significant associations with circulating VEGF levels were also associated with

VEGF mRNA levels (VEGF121 splice variant) in PBMCs.

In the context of the current literature

Genetic association study

Candidate gene studies exploring associations between VEGF polymorphisms and circulating VEGF
levels have yielded controversial results (Supplemental Methods, section 11; Supplemental Table 4).
Eight studies have found significant associations with candidate polymorphisms (rs699947, rs1570360,
rs833061, rs2010963, rs3025039 and -2549 18bp /D) in the promoter, 5" and 3’ untranslated region of
the VEGF gene.33-40 However, several other studies did not identify any association with these and other
VEGF SNPs (Supplemental Table 4). Using a hypothesis-free genome-wide approach, the present
study revealed novel associations with 140 SNPs. Of these, 68 SNPs are located on chromosome 6
approximately 150 kb downstream from the 3’ end of the VEGF gene, far from previously tested

candidate SNPs. Although we do replicate previously described associations of 2 VEGF promoter
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polymorphisms (rs699947 and rs833061) with serum VEGF levels at p<5x10-7 (Supplemental
Methods, section 11; Supplemental Table 4; Supplemental Figure 3), none of the SNPs that reached
genome-wide significance in our analysis, on chromosome 6p21.1, 8923.1 and 9p24.2, had been
examined previously in relation with circulating VEGF levels.

Transcriptomic analysis

While several studies have examined the association of candidate genetic variants with VEGF gene
expression in pathological tissues,*!- 42 little is known about the genetic variants influencing VEGF
expression in normal cells. Our data suggest that six of the SNPs associated with circulating VEGF
levels in our GWAS also modulate the expression of the VEGF+2s splice variant in PBMCs of
community-based persons. The diffusible VEGF isoforms, VEGF1e5 and VEGF 121, are released by a
variety of tumor and normal cells, including PBMCs.43 VEGF121 lacks a heparin-binding domain and has

a higher migration but lower mitogenic potency than VEGF1gs.44

Potential mechanisms mediating observed genetic associations

Our data suggest that almost half the inherited component of circulating VEGF levels is explained by
genetic variants located downstream from the VEGF gene on chromosome 6p21.1. The conditional
GWAS suggests that this region could harbor at least two distinct loci that are independently associated
with circulating VEGF levels. Although located relatively far from the VEGF gene, results from our
transcriptomic analysis indicate that this region could indeed contain functional variants modulating
VEGF gene expression.

Genome-wide significant associations with circulating VEGF levels were also identified for SNPs located
on chromosome 8q23.1 and 9p24.2. Although these trans effects explain a much smaller proportion of
the heritability of VEGF levels, they provide important clues about the pathways involved in the
regulation of VEGF expression. The SNPs on chromosome 8q23.1 are located in introns 4 and 5 of the

ZFPM2 gene. This gene encodes a widely expressed member of the Friend of GATA family of
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transcription factors that modulate the activity of the GATA family proteins, which are important
regulators of embryogenesis and also seem to play a significant role in endothelial cell biology.#547 The
second closest gene to the SNPs identified on chromosome 8q23.1 is LRP12, encoding a low-density
lipoprotein receptor-related protein that interacts with proteins related to signal transduction pathways
and is differentially expressed in many cancer cells. The SNPs on chromosome 9p24.2 are located
between the VLDLR and KCNV2 genes. VLDLR encodes a lipoprotein receptor involved in the
metabolism of apolipoprotein-E-containing triacylglycerol-rich lipoproteins. Like VEGF, VLDLR appears
to modify the risk of developing age-related macular degeneration,*8 and recent data suggest that
VLDLR could play a central role in a network of interacting angiogenic genes activated in response to
hypoxia.*® KCNV2 encodes a member of the potassium voltage-gated channel subfamily V involved in
regulation of neurotransmitter release, neuronal excitability and heart rate. While the present data does
not permit us to formally determine which of these genes underlie the observed SNP associations with
circulating VEGF levels, our in silico biological pathway analysis suggests that ZFPM2 and VLDLR are
the most likely candidates. Further research is needed to explore the mechanisms underlying the
associations of cis and trans acting genetic variants with circulating VEGF levels, such as modulation of

gene expression, differential splicing or mRNA degradation.

Strengths and limitations

The findings from this first GWAS of circulating VEGF levels emphasize the importance of screening for
genetic variation modulating biomarker levels not only within and in close proximity to the gene
encoding the protein under investigation, but also in more distant potentially regulatory regions,
including on other chromosomes. The strength of the observed associations and the fact that we were
able to replicate our findings in two independent cohorts suggest that these associations are real. This
is further supported by the association of several of these genetic variants with VEGF gene expression

in PBMCs. Our study also had several limitations. Whereas focusing on white populations of European
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descent has the advantage of minimizing potential population stratification issues, our findings cannot
be generalized to other ethnic groups. We may not have identified the true causal variants but merely
SNPs in LD with the latter. Plasma levels of VEGF were measured in one of the replication cohorts
(SFS), while serum VEGF levels had been measured in the discovery cohort. Serum VEGF
concentrations are higher than plasma concentrations due to the release of VEGF from platelets during
the clotting process and may have partly distinct genetic susceptibility factors.®0 The vast majority of
associations found in the FHS did however replicate in the SFS and explained a substantial proportion
of plasma VEGF variability, suggesting an important overlap between genetic susceptibility factors of
serum and plasma VEGF levels. Finally, although our transcriptomic analysis does provide some
support for a functional role of SNPs associated with mRNA levels of VEGF121, these results are
exploratory and were not corrected for multiple testing. We may have been underpowered for this
analysis due to limited sample size and also because VEGF expression was measured on PBMCs only,
which are not the sole contributors to circulating VEGF levels. Further studies looking at the association
of genetic markers with VEGF expression in other cell types, including endothelial cells, would be of

great value.

Clinical Implications

VEGF plays a key role in various diseases including atherosclerosis, inflammatory and
neurodegenerative disorders, and cancer.! Anti-VEGF and proangiogenic VEGF based treatments have
recently been developed for several therapeutic indications.'%-23 The identification of polymorphisms
linked to VEGF levels could help in identifying patients who are more likely to respond favorably to such
treatments. These therapies can have major side-effects,?* and optimizing the risk-benefit ratio of their
administration could lead to substantial improvements in patient care. The discovery of frans-acting
genetic variants influencing VEGF levels could also spur the discovery of new molecular targets for pro-

or anti-angiogenic therapies.
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Conclusions
In a large population-based sample of European ancestry we identified novel genetic variants
associated with circulating VEGF levels, on chromosome 6p21.1, 8g23.1 and 9p24.2, which explain

almost half of the observed phenotypic variation.
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Figure Legends

Figure 1: Regional plot for associations in region centered on rs6921438 (1a), rs6993770 (1b) and
rs10738760 (1c).

All SNPs (triangles) are plotted with their meta-analysis p-values against their genomic position. The
color of the triangles represents the linkage disequilibrium between each of the SNPs in the region with
rs6921438: purple: r2<0.05, light blue: 0.05<r2<0.10, green: 0.10<r2<0.30, yellow: 0.30<r2<0.60,
orange: 0.60<r2<0.80, red: r2>0.80. Light blue line represents estimated recombination rates. Genes

are shown as dark green arrows. LD and recombination rates were drawn from Hapmap (release #22).

Figure 2: Putative Gene Network based on Ingenuity Path Analysis. Edges are displayed with labels
describing the nature of the relationship between the nodes. The lines between genes represent known
interactions and the nodes are displayed using various shapes which represent the functional class of

the gene product (legend).
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Table 1: Characteristics of Study Participants

Characteristics FHS SFst PIVUS Study
Number of participants 3546 859 868
Mean circulating VEGF level (ng/L), mean (SD) * 341.7(254.7) 374 (35.7)  239.3(185.4)
Mean age (SD) at VEGF measurement 40.0 (8.7) 29.83 (14.5) 70.2(0.2)
Women (%) 1890 (53.2) 428 (49.8) 454 (52.3)
Cardiovascular risk factor at VEGF measurement

Systolic blood pressure, mean (SD) 116.7 (14.0) 120.3 (12.8) 149.6 (22.7)
Hypertension (%) 561 (15.9) 23(2.7) 606 (69.8)
Diabetes mellitus (%) 89 (2.5) 0 68 (7.8)
Current smoker (%) 544 (15.3) 188 (21.9) 93 (10.7)
Central obesity (%) 1315 (37.2) 37 (44.3) 266 (30.6)
Metabolic syndrome (%) 693 (19.6) 19(2.2) 198 (22.8)

" Serum levels for the FHS and the PIVUS study, and plasma levels for the SFS; T by design, SFS
participants were free of chronic disorders (cardiovascular or cancer) and had no personal history of
cardiovascular disease at the time of inclusion (VEGF levels and covariates for the present analysis

were measured during the second examination cycle in 1998-2000); all individuals with CVD

(cardiovascular disease), defined in the FHS as presence of stroke, congestive heart failure, coronary

heart disease or intermittent claudication, were excluded before analyses in FHS and PIVUS
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Table 2: Genome-wide significant single nucleotide polymorphism (SNP)-phenotype associations in genome-wide association analysis of circulating

VEGEF levels (p<5x10-)

Meta-p

SNP Chr Positon”  Functon MAF MA strand betat (FHS) SE (FHS) p (FHS) p (SFS) p (PIVUS)  Meta-p (replication) (all) Gene1 Distance (kb) ~ Gene2 Distance (kb)
rs6921438 6 44033585 intergenic 0.51 G + 0.72 0.01 6.11x10506  2.93x10-39 NA 2.93x10% 1.38x10%27  MGC45491 427 MRPL14 155.8
rs4513773 6 44033504 intergenic 047 G + -0.70 0.01 2.08x10-4e2 NA 6.23x10-1% 6.23x10-13 4.45x10419  MGC45491 42.8 MRPL14 155.8
rs9472159 6 44027673 intergenic 0.50 C + 0.76 0.02 4.30x10452  4.11x103%5  3.27x10-109 3.99x10-134 6.54x1057  MGC45491 48.6 MRPL14 161.7
rs9369434 6 44026385 intergenic 0.53 C + 0.84 0.02 2.15x1042  531x1028  1.43x10%3 2.71x10°86 3.91x104%  MGC45491 49.9 MRPL14 163.0
rs1776717 6 44059314 intergenic 021 A + -0.23 0.02 8.10x100  9.75x106  3.74x10+ 1.44x10% 2.29x10%  MGC45491 17.0 MRPL14 130.0
rs1776721 6 43998961  intronic 031 T + 0.18 0.02 1.52x10-1¢ 0.02 3.43x108 5.17x10°8 6.70x10%  MGC45491 77.3 VEGF 136.8
rs1886979 6 44012879 3UTR 041 G + 0.17 0.02 3.71x1019 0.01 3.23x10% 6.73x107 3.77x102¢  MGC45491 634 VEGF 150.7
rs9472155 6 44005705 intronic 022 T + -0.20 0.02 4.45x1019 0.01 3.93x109 7.52x109 2.58x102  MGC45491 70.6 VEGF 143.5
rs844294 6 44008685 intronic 0.52 C + -0.15 0.02 1.19x10-14 0.09 2.25x10% 4.25x10° 5.92x108  MGC45491 67.6 VEGF 146.5
rs4416670 6 44058431 intergenic 055 T + 0.13 0.02 1.47x102  2.87x10+4 0.10 1.41x10+4 1.80x105  MGC45491 179 MRPL14 130.9
rs910611 6 44058829 intergenic 0.08 C + -0.26 0.04 2.61x10-10 0.11 6.36x10 2.83x10° 6.58x10"*  MGC45491 175 MRPL14 130.5
rs6993770 8 106650704 intronic 032 T + 017 0.02 2.50x10-16 0.02 3.99x108 9.96x108 1.51x1022  ZFPM2 0 LRP12 980.4
rs16873402 8 106658423 intronic 033 T + 0.15 0.02 1.97x10-1 0.16 9.49x10 1.86x10% 2.14x109  ZFPM2 0 LRP12 988.1
rs16873365 8 106627411 intronic 022 T + -0.16 0.02 5.65x1012 0.37 2.09x10 1.57x10+4 4.06x105  ZFPM2 0 LRP12 957.1
rs7013321 8 106662734 intronic 049 A + -0.14 0.02 6.75x10-12 0.01 NA 0.0144 9.51x103  ZFPM2 0 LRP12 992.4
rs6993696 8 106650460 intronic 046 A + -0.13 0.02 8.54x10-12 0.05 1.49x10+4 6.18x10% 3.33x10"5  ZFPM2 0 LRP12 980.1
rs16873291 8 106597206 intronic 031 T + -0.13 0.02 5.30x10-" 0.07 7.65x107 4.08x10 1.07x10"5  ZFPM2 0 LRP12 926.9
rs1349319 8 106625810 intronic 039 A + 0.11 0.02 3.59x108 0.05 1.32x10° 3.03x104 4.86x10"  ZFPM2 0 LRP12 955.5
rs10738760 9 2681186 intergenic 049 A + 0.28 0.02 1.96x10-34 0.03 1.12x10°8 5.69x108 3.91x10%  KCNV2 26.3 VLDLR 36.7
rs6475920 9 2663933 intergenic 0.36 A + -0.24 0.02 3.76x10-% 0.02 2.40x108 5.94x108 6.55x10%7  VLDLR 194 KCNV2 436
rs4741756 9 2658187 intergenic 0.28 C + -0.25 0.02 2.95x10% 0.09 8.64x105 1.24x104 4,08x10%  VLDLR 137 KCNV2 49.3
rs2375980 9 2682622 intergenic 042 G + -0.25 0.02 1.30x10%7 0.02 2.25x108 4.67x108 5.50x10% KCNV2 249 VLDLR 38.1
rs10122587 9 2681951 intergenic 0.28 T + -0.22 0.02 3.02x102¢ 0.02 NA 0.0243 1.81x102  KCNV2 256 VLDLR 375
rs10967492 9 2671175 intergenic 021 A + -0.22 0.02 1.02x10-2! 0.10 NA 0.104 6.07x1020  VLDLR 26.7 KCNV2 36.3
rs10967470 9 2665698 intergenic 0.24 G + -0.22 0.02 1.17x102! 0.04 NA 0.0442 1.56x102  VLDLR 212 KCNV2 418

SNP: Single Nucleotide Polymorphism; Chr: chromosome; MA: Minor Allele; MAF : Minor Allele Frequency; SE: Standard Error; Meta-p: meta-analysis p-value;

Gene1: closest referenced gene; Gene2: second closest referenced gene; ‘genome build 36.3; teffect estimate for the minor allele

256



Table 3: Significant correlations between SNPs and VEGF transcripts

phenotype SNP Chr position MA  MAF beta t SE p h2q (%)
mRNA_121 rs16873365 8 106627411 T 0.22 22.711 722 0.002 473
mRNA_121 rs16873402 8 106658423 T 0.33 12.15 5.10 0.017 2.84
mRNA_121 rs6993770 8 106650704 T 0.32 12.06 5.23 0.021 2.82
mRNA_121 rs16873291 8 106597206 T 0.31 11.95 5.37 0.026 247
mRNA_121 rs2375980 9 2682622 G 0.42 10.15 475 0.032 2.03
mRNA_121 rs910611 6 44058829 C 0.08 -19.47 9.49 0.040 213

“log-transformed; teffect estimate for the minor allele; Chr: chromosome; MA: Minor Allele; MAF: Minor

Allele Frequency; SE: standard error; h2q: variance explained
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Supplemental Material

Identification of Cis- and Trans-acting Genetic Variants Explaining up to Half the

Heritability of Circulating VEGF levels

A. Supplemental Methods
1. Cohorts

Framingham Heart Study (FHS)

The FHS is a three-generation, single-site, community-based, prospective cohort study that was initiated in
1948 to investigate risk factors for cardiovascular disease including stroke in Framingham, MA, USA. It
now comprises 3 generations of participants: the original cohort followed since 1948 (Original, Gen 1)';
their offspring and spouses of the offspring, followed since 1971 (Offspring, Gen 2);* and grandchildren of
the Original cohort in 2002 (Gen 3).? Vascular endothelial growth factor (VEGF) levels have at this time
only been measured in Gen 3 participants. Starting in 2002, 4,095 participants with at least one parent in
the Offspring cohort were enrolled in the Gen 3 cohort.® At their first examination (2002-2005) Gen 3
participants underwent a targeted medical history, physical examination, anthropometry, and laboratory
assessment of traditional cardiovascular risk factors. VEGF levels were available in 3,946 participants,
among whom we excluded persons with prevalent cardiovascular disease (n=66), serum creatinine >2
mg/dl (n=1) and those in whom data for more covariates (n=125) were not available. Of the remaining
3,754 participants, 3,553 also had DNA extracted and genome-wide genotyping data available. Genome-
wide genotyping was performed at Affymetrix (Santa Clara, CA) through an NHLBI funded SNP-Health
Association Resource (SHARe) project and was successful in 3,546 persons. These 3,546 persons
constitute the FHS sample for this study.

All study participants provided informed consent and the study was approved by the Institutional Review
Board at the Boston University Medical Center.

STANISLAS Family Study (SFS)

Initiated in 1993, the STANISLAS Family Study is a 10-year longitudinal survey set up to seek out gene-gene
and gene-environment interactions in the field of cardiovascular diseases.” 1,006 volunteer families (2 parents
and at least two siblings) were initially recruited between 1993 and 1995 during a free health check-up at the
Centre for Preventive Medicine in Vandoeuvre-lés-Nancy, France. Individuals with chronic disorders
(cardiovascular or cancer) or having a personal history of cardiovascular disease were not included, in order
to assess the effects of genetic susceptibility factors on the variability of intermediate phenotypes in
physiological conditions without the influence of any long term medication and disease. Biological and
clinical measurements, health and lifestyle information were thus collected from 4,488 individuals belonging
to 2 generations using appropriate, validated questionnaires and procedures as described previously.* > DNA
was extracted from all participants and serum/plasma/DNA biobanks were constructed. In 1998-2000, 756 of
the original families attended a second check-up and the same examination and biobanking protocols
undertaken at the first examination were repeated. Using the plasma collected at this examination, specific
measurements like VEGF plasma concentrations were measured on a random subsample of 1,000 subjects. A
third check-up took place between 2003 and 2005 and at this visit mRNA and lymphocytes extract biobanks
were constructed in addition to serum/plasma/DNA biobanks. Individuals with both VEGF plasma
concentrations and DNA available were selected for the present study (919 individuals from 263 families).
Some parents or children were secondarily excluded because DNA amplification was not successful (n=58),
or results of genotyping were ambiguous (n=2). Finally, 859 individuals from 217 families met our selection
criteria. Each subject gave written informed consent for participating in this study, which was approved by
the Local Ethics Committee of Nancy.

Prospective Investigation of the Vasculature in Uppsala Seniors (PIVUS) study

All 70-year old individuals living in the community of Uppsala, Sweden, between April 2001 and June 2004
were eligible for the Prospective Investigation of the Vasculature in Uppsala Seniors (PIVUS) study, which
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has been described in detail previously.® The individuals were selected randomly, and were examined within
one month of their 70th birthday in order to standardize for age. Of 2,025 individuals invited, 1,016 were
investigated giving a participation rate of 50%, and 999 of these individuals provided DNA for genetic
studies. For the purpose of the present investigation, we excluded participants with sample call rate <90%
(n=11), prevalent myocardial infarction, stroke or congestive heart failure (n=116), serum creatinine >2 mg/dl
(n=1), or missing data on VEGF (n=3). Thus, 868 participants (52% women) were eligible for the present
study. The PIVUS study has been approved by the Ethics Committee of Uppsala University and the
participants gave written informed consent.

2. Laboratory measurements of vascular endothelial growth factor

VEGF levels were measured in serum for the FHS and PIVUS and plasma for the SFS,; at the first
examination cycle (2002-2005) in the FHS, the second examination in the SFS (1998-2000) and the

baseline examination (2001-2004) in the PIVUS study.

In all 3 studies venous blood samples were drawn after an overnight fast, immediately centrifuged and

stored appropriately (at -80°C in FHS and PIVUS and at -196°C in liquid nitrogen in SFS) until VEGF
measurements were undertaken. At FHS, serum VEGF was measured using a commercial ELISA assay
(R&D Inc.). In SFS and PIVUS plasma VEGF and serum VEGF quantification respectively was

performed by Randox Ltd (Crumlin, UK), using a biochip array analyzer (Evidence®).”® In all studies both
diffusible VEGF isoforms (VEGF;,; and VEGF¢s) were detected.

The average inter-assay coefficients of variation were 2.1% for serum VEGF in the FHS, less than 9% in the
SFS and less than 15% in the PIVUS study.

Since serum VEGF had been measured in the FHS and PIVUS and plasma for VEGF in the SFS, we checked
the correlation between the 2 types of specimens. VEGF was measured in a subset (n=18) of matched plasma
and serum samples. Plasma VEGF was lower (42+£28 ng/L, mean+SD) than serum VEGF (361£223 ng/L);
There was a strong correlation between plasma and serum VEGF (r=0.76, p=0.0002) which strengthens our
study.

3. Genotyping, quality controls, and imputation

Genome-wide genotyping in the FHS study was performed on the Affymetrix GeneChip Human Mapping
500K Array Set® and 50K Human Gene Focused Panel®.

The set of genotyped input SNPs used for imputation was selected based on their highest quality GWA
data. From a total of 534,982 genotyped autosomal SNPs in FHS, we used 378,163 SNPs in the imputation
after filtering out 15,586 SNPs for Hardy-Weinberg disequilibrium (p<1x107), 64,511 SNPs for
missingness >0.03, 45,361 SNPs for a test of differential missingness yielding a p<1x10™ (mishap test in
PLINK, http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/), 4,857 SNPs for >100 Mendel errors, 67,269 SNPs for
a minor allele frequency < 0.01, 2 SNPs due to strandedness issues upon merging data with HapMap, and a
further 13,394 SNPs because they were not present on HapMap. We used the Markov Chain Haplotyping
(MaCH) package (http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/MACH, version 1.0.15 software) and imputed to
the plus strand of NCBI build 36, HapMap release #22. For each imputed SNP, imputation quality was
estimated as the ratio of the empirically observed dosage variance to the expected binomial dosage
variance. After quality control and filtering, FHS had either genotyped or imputed data for 2,540,223
autosomal SNPs. From a total of 10,886 genotyped SNPs on the X chromosome, we used 7,795 SNPs in
the imputation after filtering out 3,091 SNPs for Hardy-Weinberg p<1x10"® (n=159), missingness >0.03
(n=450), minor allele frequency < 0.01 (n=1851), male heterozygote count > 45 (n=12), and a further 619
SNPs because they were not present on HapMap. We used the IMPUTE package
(https://mathgen.stats.ox.ac.uk/impute/impute.html, version 0.5.0) and imputed to the plus strand of NCBI
Build 35, Hapmap release #21.

4. Screening for latent population substructure
FHS was screened for latent population substructure, including cryptic relatedness, using EIGENSTRAT.”

' The ninth principal component was significantly associated with serum VEGF levels and was therefore
included as a covariate in the GWAS.
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5. Covariate definition

In all 3 studies, hypertension was defined as systolic blood pressure >140, diastolic blood pressure >90 or
use of anti-hypertensive treatment and smokers were identified based on current smoking status. Standing
waist circumference (WC) was obtained at the level of the umbilicus and central obesity was defined as a
WC >102 cm in men and >89 cm in women. Metabolic syndrome was defined as having any 3 of the
following traits: (i) central obesity, (ii) hypertension, (iii) hyperglycemia defined as fasting glucose >100
mg/dL or use of anti-diabetic medications or insulin, (iv) hypertriglyceridemia defined as serum or plasma
triglycerides >150 mg/dL or being on any lipid-lowering medication, (v) low HDL cholesterol (<40 mg/d
in men and <50 mg/d in women)."" These covariates were measured at the same time as VEGF levels, at
the first Gen 3 examination cycle (2002-2005) in the FHS, at the second examination in the SFS (1998-
2000) and at the baseline examination (2001-2004) in the PIVUS study.

6. Selection of SNPs for replication

From all SNPs associated with VEGF levels at a p-value < 5x10™ in the discovery cohort, we excluded
SNPs with minor allele frequencies (MAF) <0.05 as well as those imputed SNPs with low imputation
quality (ratio of the empirically observed dosage variance to the expected binomial dosage variance <0.6).
The remaining SNPs were grouped by “bins”, each bin comprising SNPs that are in very strong linkage
disequilibrium (LD) with each other, i.e. with an r*>0.8 with the most significant SNP in the bin. Within
each bin we selected one SNP for replication (except for the bin with the most significant associations
where 2 SNPs were selected). Typically, we selected the SNP with the lowest p-value within each bin. In 6
bins a SNP with a slightly higher p-value was chosen either because this SNP had been directly genotyped
in the discovery cohort, whereas the SNP with the lowest p-value in the bin had been imputed (rs1776721
and rs1886979) or because there were stronger arguments for functionality for the SNP with the slightly
higher p-value (rs16873291, rs1349319, rs6475920 and rs10967492).

7. Meta-analysis

For the meta-analyses we used a fixed effects inverse-variance meta-analysis technique. Beta estimates
were weighted by their inverse variance and a combined estimate was obtained by summing the weighted
betas and dividing by the summed weights. We undertook the meta-analyses at FHS using METAL
software (http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/Metal/index.html).

8. Genetic liability score calculation

Step 1:

We selected SNPs with independent effects by running a conditional GWAS. This was done in a forward
stepwise fashion. First we ran a GWAS adjusting for age, gender, the ninth principal component and the
most significantly associated SNP (rs6921438). We then ran a GWAS additionally adjusting for the most
significantly associated SNP in the aforementioned conditional GWAS. This process was repeated, by
adding the most significantly associated SNP as a new covariate to the regression model, until all SNPs
independently associated with VEGF level at a p-value < 5x10™ were selected. All selected independent
SNPs with a minor allele frequency > 5% were used to compute the genetic liability score (Supplementary
Table 1). In the PIVUS study, as rs6921438 genotypes were not available, rs4513773 was used instead to
compute the genetic liability score (r* with 16921438 = 0.90)

Step 2:

Genotypes for the SNPs selected in step 1 were coded as 0, 1 or 2 for genotyped SNPs (according to the
number of minor alleles) and the imputed allele dosage was used for imputed SNPs.

To compute the genetic liability score the genotype value was weighted by the effect size estimate from the
GWAS (Supplementary Table 1):

Risk Score = SNP1_estimate * SNP1_genotype + SNP2_estimate * SNP2 genotype + SNP3_estimate *
SNP3 genotype + SNP4 estimate * SNP4 genotype

Step 3:
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We estimated the proportion of phenotype variance explained by each SNP incorporated in the risk score
(h2q, see Supplementary Table 1)."?

9. Biological pathway analysis

Genes located close to associated SNPs were investigated for relevant networks by the Ingenuity Pathway
Analysis (IPA) software (Ingenuity Systems, www.ingenuity.com). To build networks, IPA queries the
Ingenuity Pathways Knowledge Base for biological interactions between identified “focus genes”, in this
case genes close to SNPs significantly associated with circulating VEGF levels in the GWAS, and all other
gene objects stored in the knowledge base. It then generates a set of networks with a maximum network
size of 35 genes. An underlying assumption is that highly-interconnected networks are likely to represent
significant biological function," thus IPA optimizes for triangular relationships between genes, favoring
denser networks over more sparsely connected ones. Networks are displayed graphically as “nodes”
(corresponding to genes or gene products) and the biological relationships between the nodes, referred to as
“edges”. IPA also computes a score, representing the —log (p-value), where the p-value is the probability of
finding f or more focus genes in a set of n genes randomly selected.

10. VEGF gene expression analysis in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)

Sample preparation and quantification of the messenger RNA (mRNA) VEGF spliced forms

Two-hundred and twenty samples from the SFS were randomly selected for inclusion in the PBMCs
transcriptomic study. Fresh whole blood (10mL) was collected by standardized venipuncture in EDTA
tubes (Vacutainer™; Becton Dickinson, NJ, USA). PBMCs were isolated by centrifugation on a density
gradient of Ficoll (Ficoll-Paque™ PLUS; Amersham BioSciences) and stored at -80°c until RNA
extraction according to a well-validated protocol,'* with high recovery of lymphocyte( 97.5%). Total RNA
was subsequently extracted with the MagNaPure automate, using the MagNA Pure LC RNA HP isolation
kit and RNA HP Blood External lysis protocol (Roche Diagnostics, France). Reverse transcription of total
RNA was performed using 200 units of M-MuLV Reverse Transcriptase with 0.25 pug of oligos(dt)
(Promega, France) according to a previous described protocol.'* Quantification of the transcripts coding for
the VEGF,,; and VEGF 45 isoforms, and the beta 2 microglobulin (B2M) control gene, was performed
using TagMan® and LightCycler technologies (LC TagMan Master kitRoche Diagnostics, France). All
experiments were performed in duplicate. The detection level for each transcript was between 1 and 10
copies for both transcripts and for B2M. RT-PCR optimization and specificity of RT-PCR products were
examined using SYBR® Green technology (LC FastStart DNA Master”""S SYBR Green I kit, Roche
Diagnostic, France), melting curves analysis and agarose gel electrophoresis of the PCR amplicons.
Primers and probes were designed to specifically amplify the spliced forms of VEGF based on their
splicing sites'” with specific reverse primers or hydrolyzation probes spanning the variant specific exon
boundaries, which also avoids amplification of contaminating genomic DNA. Hydrolyzation probes were
labeled with the reporter dye FAM (6-carboxy-fluorescein phosphoramidite) at the 5° end and the quencher
dye TAMRA (5 -carboxyl- tetramethyl-rhodamine) at the 3’ end. For all assays, intra- and inter-run
variability were 11% and 5% respectively. PCR products for each VEGF mRNA spliced variant
amplification were purified with a PCR purification kit (QiaQuick, Qiagen, France). The product
concentrations were measured in a spectrophotometer, the molecule concentrations were calculated, and a
standard curve was generated for each transcript using serial dilutions of products ranging from 1 or 10 to
10" molecules/uL. The copy number of unknown samples was calculated by setting their PCR cycle
number (Crossing Point: CP) to the standard curve and normalized to the housekeeping B2M gene. Results
are presented as copies of the target gene product per 10° copies of B2M. Primer efficiencies were
calculated according to the equation E = 10[—1/slope]. All investigated transcripts had real-time PCR
efficiency rates above 1.9.

PBMCs VEGF protein measurements

PBMC VEGEF (121 and 165) protein quantification was performed by Randox Ltd (Crumlin, UK), with a
biochip array analyzer (Evidence®) using a high sensitivity kit as previously described.” PBMC VEGF
concentrations were logl0-transformed in all analyses in order to improve normality, were adjusted for the
effect of between-run variation and regressed on mean values of all samples measured in each run. Grubbs’
test was applied for detection of the extreme values in the data (log transformed VEGF) and there were no
outliers at the 5% level. The average inter-assay coefficient of variation was 5.7%.
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Statistical analysis

A linear mixed effects model that accounts for within family correlation was used to evaluate the
association of each of the SNPs successfully genotyped in the SFS with each of the two transcript levels
(VEGF;; and VEGF 45) and with natural log-transformed PBMC VEGF concentration, assuming an
additive genetic model. These analyses were adjusted for age and sex.

11. Candidate gene association studies

We searched Pubmed for original articles published before May 14 2010, which reported statistically
significant associations between specific genotypes and circulating VEGF levels. We used the search terms
VEGF, gene and polymorphism. We identified 14 candidate gene association studies,'®*’ who examined 11
different polymorphisms in the VEGF gene in association with plasma or serum VEGF levels
(Supplementary Table 4). Of these, 8 studies reported a significant association of at least one
polymorphism (rs699947, rs1570360, rs833061, rs2010963, rs3025039, -2549 18bp I/D) with circulating
VEGF levels.”>” In the FHS sample we replicated the association of rs699947 and rs833061 with serum
VEGF levels at p < 5x10” (Supplementary Table 4). The other 4 polymorphisms (rs1570360, rs2010963,
rs3025039, -2549 18bp /D) had neither been genotyped nor imputed in the FHS GWAS. As these SNPs
are not in the Hapmap database, we could not identify any proxy either to test their association with serum
VEGF levels in the FHS dataset.
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B. Supplemental Tables

Supplemental Table 1: Results of the main and conditional GWAS within the Framingham Heart Study sample for the SNPs retained in the genetic liability

score calculation

SNP chr | position Minor allele | MAF | Estimate in main GWAS | SE in main GWAS p (l}%vnrén pm é%?[iltslonal h2q (%)
1s6921438 | 6 | 44033585 G 0.51 0.7199 0.0149 <5x107% <5x107% 41.19
rs10738760 | 9 | 2681186 A 0.49 0.2812 0.0230 1.96x10™ 3.78x10™ 4.97
156993770 | 8 | 106650704 T 0.32 -0.1667 0.0203 2.50x107° 5.45x10™ 2.03
rs4416670 | 6 | 44058431 T 0.55 0.1342 0.0190 1.47x10™" 4.79x107 1.46

Chr: chromosome; GWAS: genome-wide association study; h2q: percentage of phenotypic variance explained; MAF: minor allele frequency; SE

: standard error
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Supplemental Table2: SNPs associated with serum VEGF levels at a p-value < 5x10™ in the discovery GWAS

SNP Chr | Position MA |MAF |beta |SE p Gene 1 Distance | Gene 2 Distance | Function O/E ratio | Imputed
1s6921438 |6 44033585 |G 0,52 10,72 [0,01 |6.11E-506 | MGC45491 |42731 MRPL14 155764 INTERGENIC 0,99 0
1s7767396 | 6 44035028 |G 0,47 |-0,71 [0,02 | 1.71E-482 | MGC45491 |41288 MRPL14 154321 INTERGENIC 0,99 1
rs4513773 | 6 44033504 |G 0,46 |-0,71 [0,02 |2.08E-482 | MGC45491 |42812 MRPL14 155845 INTERGENIC 1,00 0
1s9472159 |6 44027673 | C 0,51 0,76 [0,02 |4.30E-452 | MGC45491 |48643 MRPL14 161676 INTERGENIC 0,82 1
1s9369434 | 6 44026385 |C 0,53 0,85 (0,02 |2.15E-442 | MGC45491 |49931 MRPL14 162964 INTERGENIC 0,66 1
rs6916314 |6 44027140 |G 0,38 10,92 (0,02 |3.13E-400 | MGC45491 |49176 MRPL14 162209 INTERGENIC 0,54 1
rs9472158 |6 44026875 |G 0,38 10,92 (0,02 |6.22E-400 | MGC45491 |49441 MRPL14 162474 INTERGENIC 0,54 1
1s6916540 |6 44027394 | C 0,40 0,87 (0,02 |3.60E-364 | MGC45491 |48922 MRPL14 161955 INTERGENIC 0,56 1
1s9472173 |6 44041234 | C 0,47 10,93 (0,02 |1.16E-355 | MGC45491 |35082 MRPL14 148115 INTERGENIC 0,47 1
1rs729391 6 44025870 |C 0,39 | 1,05 [0,03 |7.17E-355 | MGC45491 | 50446 MRPL14 163479 INTERGENIC 0,38 1
1s7764227 |6 44021966 |G 0,26 |1,32 [0,04 |1,41E-228 | MGC45491 |54350 VEGFA 159767 INTERGENIC 0,22 1
rs9369433 |6 44022528 |C 0,23 | 1,28 [0,04 |6,87E-225 | MGC45491 |53788 VEGFA 160329 INTERGENIC 0,25 1
1s1359617 |6 44024870 | T 0,11 1,87 10,06 |1,56E-194 | MGC45491 | 51446 VEGFA 162671 INTERGENIC 0,18 1
rs865585 6 44019529 | C 0,29 10,83 [0,04 |3,16E-125 | MGC45491 |56787 VEGFA 157330 INTERGENIC 0,30 1
rs6458360 | 6 44028870 | T 0,11 1,10 [0,05 |3,14E-89 | MGC45491 |47446 MRPL14 160479 INTERGENIC 0,28 1
rs17209449 |6 44043245 | C 0,09 |-1,20 [0,06 |1,30E-76 | MGC45491 |33071 MRPL14 146104 INTERGENIC 0,24 1
rs10738760 |9 2681186 A 0,49 0,28 (0,02 |1,96E-34 |KCNV2 26339 VLDLR 36701 INTERGENIC 0,68 1
rs10757631 |9 2680295 G 0,47 |-0,26 (0,02 |2,30E-32 |KCNV2 27230 VLDLR 35810 INTERGENIC 0,73 1
rs6475919 |9 2662809 T 0,37 |-0,24 (0,02 |3,63E-32 | VLDLR 18324 KCNV2 44716 INTERGENIC 0,95 1
rs6475920 |9 2663933 A 0,37 |-0,24 (0,02 |3,76E-32 | VLDLR 19448 KCNV2 43592 INTERGENIC 0,96 1
rs1020651 9 2666360 G 0,37 |-0,23 (0,02 |8,60E-32 | VLDLR 21875 KCNV2 41165 INTERGENIC 1,01 1
rs1020652 |9 2667012 T 0,37 |-0,23 [0,02 |8,69E-32 | VLDLR 22527 KCNV2 40513 INTERGENIC 1,01 0
rs10738758 |9 2672355 G 0,37 |-0,23 {0,02 |9,11E-32 | VLDLR 27870 KCNV2 35170 INTERGENIC 0,98 1
rs4741756 |9 2658187 C 0,28 |-0,25 (0,02 |2,95E-31 VLDLR 13702 KCNV2 49338 INTERGENIC 0,97 0
rs2375980 |9 2682622 G 042 |-0,25 (0,02 | 1,30E-27 |KCNV2 24903 VLDLR 38137 INTERGENIC 0,70 1
rs7856084 |9 2672943 C 0,39 |-0,22 (0,02 |1,75E-27 | VLDLR 28458 KCNV2 34582 INTERGENIC 0,97 1
rs10125071 |9 2669579 C 0,40 |-0,21 (0,02 |5,88E-27 | VLDLR 25094 KCNV2 37946 INTERGENIC 1,00 1
rs4317630 |9 2671025 C 0,39 |-0,21 [0,02 |9,65E-27 | VLDLR 26540 KCNV2 36500 INTERGENIC 0,98 1
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rs10122587 |9 2681951 T 0,28 |-0,22 0,02 |3,02E-24 |KCNV2 25574 VLDLR 37466 INTERGENIC 0,98 1
rs9381273 6 44084246 |G 0,01 592 10,59 |537E-24 | MGC45491 | 3381 MRPL14 105103 DOWNSTREAM | 0,03 1
rs7747448 6 43990902 | A 0,34 |-0,25 |0,03 |6,88E-23 MGC45491 | 85414 VEGFA 128703 INTRONIC 0,58 1
rs4276495 6 43991237 T 0,32 |-0,23 0,02 |6,46E-22 | MGC45491 |85079 VEGFA 129038 INTRONIC 0,69 1
rs10117473 |9 2670425 G 0,21 -0,22 10,02 |7,67E-22 | VLDLR 25940 KCNV2 37100 INTERGENIC 1,01 1
rs10967492 |9 2671175 A 0,21 -0,22 10,02 | 1,02E-21 VLDLR 26690 KCNV2 36350 INTERGENIC 1,01 1
rs10967470 |9 2665698 G 0,24 |-0,22 |0,02 |1,17E-21 VLDLR 21213 KCNV2 41827 INTERGENIC 0,97 1
rs10812475 |9 2681546 C 0,21 -0,22 10,02 | 1,84E-21 KCNV2 25979 VLDLR 37061 INTERGENIC 0,98 1
rs10812474 |9 2681446 G 0,21 -0,22 10,02 | 1,86E-21 KCNV2 26079 VLDLR 36961 INTERGENIC 0,98 1
rs10812473 |9 2681329 A 0,21 |-0,22 |0,02 |1,86E-21 KCNV2 26196 VLDLR 36844 INTERGENIC 0,98 1
rs10812471 |9 2680980 T 0,21 |-0,22 |0,02 |1,89E-21 KCNV2 26545 VLDLR 36495 INTERGENIC 0,99 1
rs10125245 |9 2679244 T 0,21 |-0,22 |0,02 |2,09E-21 KCNV2 28281 VLDLR 34759 INTERGENIC 1,00 1
rs10967512 |9 2673939 C 0,21 -0,22 10,02 |2,18E-21 VLDLR 29454 KCNV2 33586 INTERGENIC 1,02 0
rs10757628 |9 2674656 T 0,21 -0,22 0,02 |2,22E-21 VLDLR 30171 KCNV2 32869 INTERGENIC 1,01 0
rs10812472 |9 2681095 G 0,20 |-0,23 |0,02 |4,89E-21 KCNV2 26430 VLDLR 36610 INTERGENIC 0,94 1
1s7867894 |9 2665867 C 0,25 |-0,21 |0,02 |8,62E-21 VLDLR 21382 KCNV2 41658 INTERGENIC 0,98 1
1s9472175 6 44042760 | T 0,15 |-0,56 |0,06 |9,73E-21 MGC45491 | 33556 MRPL14 146589 INTERGENIC 0,20 1
rs1776717 6 44059314 | A 0,21 -0,23 10,02 |8,10E-20 | MGC45491 | 17002 MRPL14 130035 INTERGENIC 0,86 1
rs910609 6 44059634 | A 0,21 -0,23 10,02 |9,14E-20 | MGC45491 | 16682 MRPL14 129715 INTERGENIC 0,86 1
1s833623 6 44006755 C 0,41 0,18 10,02 |1,07E-19 | MGC45491 | 69561 VEGFA 144556 INTRONIC 0,92 1
1s833622 6 44008382 (T 0,40 (0,17 0,02 [1,21E-19 |MGC45491 |67934 VEGFA 146183 INTRONIC 0,98 0
rs1776721 6 43998961 T 0,30 |-0,18 0,02 |1,52E-19 |MGC45491 | 77355 VEGFA 136762 INTRONIC 0,99 0
rs9381267 |6 44013484 |G 0,41 0,17 10,02 |3,15E-19 | MGC45491 | 62832 VEGFA 151285 3PRIME_UTR 0,97 1
rs1886979 |6 44012879 |G 0,41 0,17 10,02 |3,72E-19 | MGC45491 | 63437 VEGFA 150680 3PRIME_UTR 0,97 0
rs10122524 |9 2681667 T 0,30 |-0,19 0,02 |3,73E-19 |KCNV2 25858 VLDLR 37182 INTERGENIC 0,99 1
1s9472155 6 44005705 T 0,22 |-0,20 |0,02 |4,45E-19 |MGC45491 |70611 VEGFA 143506 INTRONIC 0,96 1
rs7767550 |6 44007230 | A 0,22 |-0,20 0,02 |6,36E-19 | MGC45491 | 69086 VEGFA 145031 INTRONIC 0,99 0
rs3888006 |6 44000916 | A 0,22 |-0,20 |0,02 |7,60E-19 | MGC45491 | 75400 VEGFA 138717 INTRONIC 0,95 1
rs1750570 |6 44000213 T 0,22 |-0,20 0,02 [8,79E-19 | MGC45491 |76103 VEGFA 138014 INTRONIC 0,95 1
rs1326141 6 44011255 | A 0,22 |-0,20 |0,02 |2,43E-18 MGC45491 | 65061 VEGFA 149056 INTRONIC 0,98 0
rs910608 6 44059804 | C 0,22 |-0,21 0,02 |3,39E-18 MGC45491 | 16512 MRPL14 129545 INTERGENIC 0,87 1
rs7356919 |6 43999343 A 0,22 |-0,20 |0,02 |537E-18 MGC45491 | 76973 VEGFA 137144 INTRONIC 0,96 1
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rs910610 6 44059418 | A 0,23 |-0,21 0,03 |2,50E-17 |MGC45491 | 16898 MRPL14 129931 INTERGENIC 0,79 1
rs1418898 6 44027285 A 0,01 -2,60 10,31 |7,27E-17 | MGC45491 | 49031 MRPL14 162064 INTERGENIC 0,14 1
rs1418897 6 44027365 G 0,01 -2,60 10,31 |7,37E-17 | MGC45491 | 48951 MRPL14 161984 INTERGENIC 0,14 1
1s9296424 | 6 44043864 | C 0,18 |-0,49 0,06 [998E-17 |MGC45491 |32452 MRPL14 145485 INTERGENIC 0,18 1
rs1631938 6 44060024 | A 0,23 |-0,20 0,02 |1,74E-16 |MGC45491 |16292 MRPL14 129325 INTERGENIC 0,83 1
1s7761865 6 43976194 |G 0,36 |-0,51 |0,06 [2,21E-16 |MGC45491 |100122 VEGFA 113995 INTRONIC 0,10 1
156993770 8 106650704 | T 0,32 |-0,17 0,02 |2,50E-16 |ZFPM2 0 LRP12 980360 INTRONIC 0,97 1
rs9367181 6 44064593 G 0,20 |-0,19 0,02 |3,61E-16 |MGC45491 |11723 MRPL14 124756 INTERGENIC 0,98 0
rs1740074 |6 44055768 G 0,06 |-0,46 |0,06 |817E-16 |MGC45491 |20548 MRPL14 133581 INTERGENIC 0,44 1
rs11968152 |6 43944908 | A 0,04 |1,16 |0,14 |1,18E-15 VEGFA 82709 MGC45491 | 131408 INTERGENIC 0,11 1
1s3932536 |6 43944278 | A 0,04 |1,15 |0,14 |1,43E-15 VEGFA 82079 MGC45491 | 132038 INTERGENIC 0,11 1
156936668 6 43944048 C 0,04 |1,15 |0,14 |1,45E-15 VEGFA 81849 MGC45491 | 132268 INTERGENIC 0,11 1
rs7832219 8 106648153 | C 0,30 |-0,16 |0,02 |1,72E-15 ZFPM2 0 LRP12 977809 INTRONIC 0,98 1
rs4734879 8 106652300 | G 0,30 |-0,16 0,02 |1,78E-15 ZFPM2 0 LRP12 981956 INTRONIC 0,98 1
152343592 8 106641446 |G 0,30 |-0,16 |0,02 |1,98E-15 ZFPM2 0 LRP12 971102 INTRONIC 0,97 1
rs4734875 8 106623913 | C 0,26 |-0,16 |0,02 |9,46E-15 ZFPM2 0 LRP12 953569 INTRONIC 1,00 0
rs16873346 |8 106618657 | C 0,26 |-0,16 |0,02 |1,07E-14 | ZFPM2 0 LRP12 948313 INTRONIC 0,99 1
rs844294 6 44008685 C 0,51 -0,15 10,02 |1,19E-14 | MGC45491 | 67631 VEGFA 146486 INTRONIC 0,97 1
rs4236085 6 43971742 C 0,38 |-0,43 |0,06 |1,27E-14 |MGC45491 |104574 | VEGFA 109543 INTRONIC 0,12 1
rs16873402 |8 106658423 | T 0,33 |-0,15 |0,02 |1,97E-14 |ZFPM2 0 LRP12 988079 INTRONIC 0,99 1
rs910604 6 44061649 | A 0,20 |-0,18 0,02 [2,15E-14 | MGC45491 | 14667 MRPL14 127700 INTERGENIC 0,98 0
rs16873418 |8 106661321 |G 0,33 |-0,15 |0,02 |2,28E-14 | ZFPM2 0 LRP12 990977 INTRONIC 0,99 1
rs6931378 6 43982797 | A 0,50 0,37 0,05 |7,27E-14 | MGC45491 |93519 VEGFA 120598 INTRONIC 0,14 1
rs4416670 | 6 44058431 T 0,55 0,13 10,02 |1,47E-12 |MGC45491 | 17885 MRPL14 130918 INTERGENIC 0,99 0
rs1740077 6 44057885 C 0,56 |0,13 0,02 |521E-12 |MGC45491 | 18431 MRPL14 131464 INTERGENIC 0,96 1
1s1776704 |6 44057919 |G 0,56 |0,13 0,02 |538E-12 |MGC45491 | 18397 MRPL14 131430 INTERGENIC 0,96 1
rs16873365 |8 106627411 |T 0,21 -0,16 10,02 |5,65E-12 | ZFPM2 0 LRP12 957067 INTRONIC 0,92 1
rs1776706 | 6 44057965 C 0,56 10,13 0,02 |579E-12 | MGC45491 | 18351 MRPL14 131384 INTERGENIC 0,97 1
rs4320369 | 6 44058040 |C 0,56 |0,13 0,02 [598E-12 |MGC45491 | 18276 MRPL14 131309 INTERGENIC 0,97 1
rs1740079 |6 44059217 |T 0,56 |0,13 0,02 [6,02E-12 | MGC45491 | 17099 MRPL14 130132 INTERGENIC 0,96 1
rs910612 6 44058684 | T 0,44 |-0,13 0,02 [6,07E-12 | MGC45491 | 17632 MRPL14 130665 INTERGENIC 0,97 1
rs910613 6 44058614 | T 0,56 (0,13 0,02 |6,10E-12 MGC45491 | 17702 MRPL14 130735 INTERGENIC 0,97 1
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rs910614 6 44058596 |T 0,44 |-0,13 0,02 |6,12E-12 | MGC45491 | 17720 MRPL14 130753 INTERGENIC 0,97 1
rs7013321 8 106662734 | A 0,48 |-0,14 |0,02 |6,75E-12 | ZFPM2 0 LRP12 992390 INTRONIC 0,83 1
156993696 8 106650460 | A 0,46 |-0,13 |0,02 |8,54E-12 | ZFPM2 0 LRP12 980116 INTRONIC 0,99 1
rs4741755 9 2657929 C 0,30 |-0,23 |0,03 |2,26E-11 VLDLR 13444 KCNV2 49596 INTERGENIC 0,37 1
rs16873287 |8 106597151 |G 0,30 |-0,13 |0,02 |5,13E-11 ZFPM2 0 LRP12 926807 INTRONIC 1,02 0
rs16873291 |8 106597206 |T 0,30 |-0,13 |0,02 |5,30E-11 ZFPM2 0 LRP12 926862 INTRONIC 1,02 0
1s12676726 |8 106597884 | C 0,30 |-0,13 |0,02 |5,44E-11 ZFPM2 0 LRP12 927540 INTRONIC 1,01 1
1s9472147 6 43944737 | A 0,17 |-0,49 |0,07 |5,78E-11 VEGFA 82538 MGC45491 | 131579 INTERGENIC 0,12 1
rs10105733 |8 106595037 |G 0,29 |-0,14 |0,02 |6,09E-11 ZFPM2 0 LRP12 924693 INTRONIC 1,01 1
rs4734119 8 106599699 | G 0,30 |-0,13 |0,02 |7,33E-11 ZFPM2 0 LRP12 929355 INTRONIC 1,01 0
rs1157141 8 106600486 | G 0,30 |-0,13 |0,02 |7,33E-11 ZFPM2 0 LRP12 930142 INTRONIC 1,01 1
rs1157142 8 106600850 | A 0,30 |-0,13 |0,02 |7,34E-11 ZFPM2 0 LRP12 930506 INTRONIC 1,01 1
rs6996138 8 106601653 | G 0,30 |-0,13 |0,02 |735E-11 ZFPM2 0 LRP12 931309 INTRONIC 1,01 1
rs4734873 8 106602506 | A 0,30 |-0,13 |0,02 |7,36E-11 ZFPM2 0 LRP12 932162 INTRONIC 1,01 0
rs7001868 8 106602795 |G 0,30 |-0,13 |0,02 |7,38E-11 ZFPM2 0 LRP12 932451 INTRONIC 1,01 1
rs10094510 |8 106592361 | A 0,29 |-0,13 |0,02 |8,33E-11 ZFPM2 0 LRP12 922017 INTRONIC 1,02 0
rs7007968 8 106591021 |G 0,29 |-0,13 |0,02 |9,27E-11 ZFPM2 0 LRP12 920677 INTRONIC 1,02 1
rs16873231 |8 106587411 |G 0,29 |-0,13 0,02 |1,36E-10 |ZFPM2 0 LRP12 917067 INTRONIC 1,01 1
156997293 8 106587104 | C 0,29 |-0,13 0,02 |1,47E-10 |ZFPM2 0 LRP12 916760 INTRONIC 1,01 1
rs1868650 8 106587088 | C 0,29 |-0,13 0,02 |1,52E-10 |ZFPM2 0 LRP12 916744 INTRONIC 1,01 1
rs1868649 8 106587041 | A 0,29 |-0,13 0,02 |1,57E-10 | ZFPM2 0 LRP12 916697 INTRONIC 1,01 1
rs2291192 8 106586248 | A 0,29 |-0,13 0,02 |1,77E-10 | ZFPM2 0 LRP12 915904 INTRONIC 1,01 1
rs12678719 |8 106585230 |G 0,29 |-0,13 0,02 |1,95E-10 |ZFPM2 0 LRP12 914886 INTRONIC 1,01 1
rs10093110 |8 106634590 | A 0,43 |-0,12 0,02 |2,18E-10 |ZFPM2 0 LRP12 964246 INTRONIC 0,99 0
156988664 8 106582477 |G 0,29 |-0,13 0,02 |2,33E-10 |ZFPM2 0 LRP12 912133 INTRONIC 1,01 1
rs4734869 8 106582004 | A 0,29 |-0,13 0,02 |2,60E-10 |ZFPM2 0 LRP12 911660 INTRONIC 1,01 0
rs910611 6 44058829 |C 0,08 |-0,26 |0,04 [2,61E-10 |MGC45491 |17487 MRPL14 130520 INTERGENIC 0,77 1
rs748785 9 2684347 C 0,13 10,24 |0,04 [1,01E-09 |KCNV2 23178 VLDLR 39862 INTERGENIC 0,52 1
1s7767854 |6 44065304 | T 0,11 -0,22 10,04 |1,02E-09 |MGC45491 |11012 MRPL14 124045 INTERGENIC 0,74 1
156995272 8 106662838 | T 0,46 (0,14 0,02 |1,98E-09 |ZFPM2 0 LRP12 992494 INTRONIC 0,66 1
rs12675041 |8 106598221 | A 0,34 |-0,12 0,02 |2,10E-09 |ZFPM2 0 LRP12 927877 INTRONIC 0,96 1
rs1740080 |6 44060390 | A 0,12 |-0,18 0,03 |2,76E-09 MGC45491 | 15926 MRPL14 128959 INTERGENIC 0,93 1
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rs910606 6 44061307 | A 0,12 |-0,18 0,03 [2,90E-09 |MGC45491 | 15009 MRPL14 128042 INTERGENIC 0,94 0
rs1631662 6 44061336 |T 0,12 |-0,18 0,03 [2,93E-09 |MGC45491 | 14980 MRPL14 128013 INTERGENIC 0,94 1
rs2051074 |6 44056431 T 0,04 |-0,41 0,07 |580E-09 |MGC45491 | 19885 MRPL14 132918 INTERGENIC 0,46 1
rs9381262 6 43983427 | A 0,45 1-0,29 0,05 [6,78E-09 | MGC45491 |92889 VEGFA 121228 INTRONIC 0,14 1
rs1450163 8 106601298 | C 0,37 |-0,11 0,02 |1,11E-08 ZFPM2 0 LRP12 930954 INTRONIC 1,00 1
1s7836542 8 106603619 |T 0,37 |-0,11 0,02 |1,13E-08 ZFPM2 0 LRP12 933275 INTRONIC 1,01 0
rs16897113 | 6 44076194 | T 0,03 10,62 |0,11 |1,34E-08 MGC45491 | 122 MRPL14 113155 UPSTREAM 0,29 1
1rs2343595 8 106660383 | G 0,45 |-0,11 0,02 |2,26E-08 ZFPM2 0 LRP12 990039 INTRONIC 1,01 1
rs16873415 |8 106660978 | G 0,45 |-0,11 0,02 |2,39E-08 ZFPM2 0 LRP12 990634 INTRONIC 1,01 0
rs1901061 8 106619426 | A 0,39 (0,11 0,02 |3,08E-08 ZFPM2 0 LRP12 949082 INTRONIC 0,94 1
rs1349319 8 106625810 | A 0,39 (0,11 0,02 |3,59E-08 ZFPM2 0 LRP12 955466 INTRONIC 0,94 1
1s9369430 |6 43942229 |G 0,16 0,24 0,04 |3,68E-08 VEGFA 80030 MGC45491 | 134087 INTERGENIC 0,33 1
rs748786 9 2684436 T 0,12 10,23 0,04 |3,91E-08 KCNV2 23089 VLDLR 39951 INTERGENIC 0,52 1
rs4734122 8 106629546 | A 0,41 0,11 10,02 |4,15E-08 ZFPM2 0 LRP12 959202 INTRONIC 0,99 1
rs1375955 8 106624215 |T 0,39 (0,11 0,02 |4,30E-08 ZFPM2 0 LRP12 953871 INTRONIC 0,94 1
1s12679049 |8 106598022 |G 0,22 |-0,12 0,02 |4,75E-08 ZFPM2 0 LRP12 927678 INTRONIC 0,99 0

SNP: single nucleotide polymorphism; Chr: chromosome; MA: minor allele; MAF: minor allele frequency; SE: standard error; p: p-value; O/E ratio: observed
over expected ratio (measuring imputation accuracy); KCNV2: potassium voltage-gated channel subfamily V, member 2; LRP12: low-density lipoprotein
receptor-related protein gene; MCG45491: uncharacterized protein, also known as C6orf223; MRPL14: mitochondrial ribosomal protein L.14; VEGF: vascular
endothelial growth factor; VLDLR: very low density lipoprotein receptor; ZFPM2: zinc finger protein, multitype 2
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Supplemental Table 3: Secondary genetic association analysis adjusting for clinical covariates previously
found to be associated with VEGF levels

SNPID Chr Position p (FHS) p (SFS) p (PIVUS) meta-p (replication) meta-p (all)
Model B

36921438 6 44033585 1.72x10°%  1.84x10°° NA 1.84x10°%° 3.05x107528
134513773 6 44033504 1.58x10*  NA 7.98x101%°  7.98x107!% 4.41x107"
39472159 6 44027673 2.89x10%2  3.58x10%  2.90x10'°  4.14x107"3 5.27x1077°
139369434 6 44026385 8.70x10*  5.81x10%®  3.02x10°% 6.46x107% 8.61x1074°
131776717 6 44059314 1.23x10"°  8.96x10° 2.27x10™ 7.97x10°° 1.68x10726
131776721 6 43998961 1.17x10  0.018 4.34x10°® 4.88x10°8 4.88x102°
rs1886979 6 44012879 3.23x10"  0.013 2.71x10°® 5.99x107 2.91x1024
139472155 6 44005705 4.98x10"  0.014 4.83x10° 7.64x107° 2.91x102¢
15844294 6 44008685 1.34x10*  0.087 1.95x10° 3.93x107° 6.09x10°'
rs4416670 6 44058431 2.04x102  2.79x10* 0,1 1.39x10™* 2.38x10°'°
15910611 6 44058829 477101 0.11 4.72x10°° 2.42x107 9.49x1074
36993770 8 106650704  2.03x107'®  0.016 3.61x10°® 7.60x10°® 931x1023
316873402 8 106658423  1.45x10%*  0.14 1.16x10® 1.77x10°° 1.52x107"9
316873365 8 106627411  6.93x1072  0.37 2.10x10°¢ 1.64x10™* 5.21x10°"S
1s7013321 8 106662734  4.66x10"2  0.013 NA 0.013 6.03x103
36993696 8 106650460  8.83x1072  0.040 1.57x10* 5.11x107 2 79%x10°'
316873291 8 106597206  5.43x107'"  0.061 1.42x10°° 5.51x10°¢ 1.47x1078
rs1349319 8 106625810  2.93x10°  0.040 1.73x107 3.11x10* 4.11x10™M
310738760 9 2681186 1.17x103*  0.035 3.24x107 2.70x10° 9.12x10738
36475920 9 2663933 2.23x10°32  0.022 1.46x10°® 4.39x10°® 2.88x107%7
34741756 9 2658187 2.29x10°"  0.097 7.05x107 1.20x10* 3.33x107!

$2375980 9 2682622 1.53x10?%7  0.022 8.92x10°° 2.59x10° 8.85x10°

rs10122587 9 2681951 3.89x10%*  0.026 NA 0.026 2 67x10°23
310967492 9 2671175 1.86x102"  0.11 NA 0.11 1.14x107°
310967470 9 2665698 2.19x1021  0.044 NA 0.044 2.79x102°
Model C

36921438 6 44033585 3.73x10°  3.54x10%2 NA 3.54x10°2 4.16x107%
134513773 6 44033504 4.54x10*%*  NA L13x10'  1.13x1043 1.93x107625
39472159 6 44027673 5.87x10%*  3.49x107° 6.67x10'® 3 65x1013° 8.42x1077
139369434 6 44026385 4.64x10*°  1.76x102° 3.27x10°% 4.00x10°%7 1.28x107497
131776717 6 44059314 8.01x10%  2.77x10°  5.20x10* 5.79x10° 8.46x10°26
rs1776721 6 43998961 1.05x10"°  0.025 5.89x107 1.15x10°® 8.29x10°%7
rs1886979 6 44012879 2.65x10"°  2.84x10°  2.12x10°° 4.80x10°8 1.08x10°%
139472155 6 44005705 5.96x10°  0.010 1.33x10” 1.07x107 4.19x10°%
s844294 6 44008685 1.63x10™  0.041 1.95x107 9.33x10°° 1.13x10°"8
54416670 6 44058431 1.16x10"%  1.49x10™* 0,11 1.19x10™ 1.03x107"°
rs910611 6 44058829 3.37x101°  0.076 7.04x10° 1.16x10°° 2.59x107
36993770 8 106650704  2.11x107'¢  2.67x10° 6.87x10° 5.07x107 7.00x10°%4
rs16873402 8 106658423  1.26x107*  0.043 1.75x10°® 1.26x107 9.13x1072!

516873365 8 106627411  7.36x107"%  0.26 2.02x10°° 4.49x10° 1.56x10°"3
57013321 8 106662734  3.41x10'?  221x10° NA 221x107 3.85x1074
36993696 8 106650460  6.23x1072  2.57x10°  2.09x10™ 2 10x10°° 6.73x10°7
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1516873291 8 106597206  4.25x10""  0.031 9.77x107 9.07x107 2.19x107'6
151349319 8 106625810  2.33x10°  7.71x10°  1.61x107 4.08x10° 421x1072
1510738760 9 2681186 1.91x10°%*  9.24x10°  5.53x10° 1.39%10° 1.69x107%8
156475920 9 2663933 3.43x10%7  6.55x10°  9.54x10° 1.53x10°8 4.95x1078
154741756 9 2658187 5.22x107%"  0.049 2.27x10™* 7.77x10°5 1.09x1073!
152375980 9 2682622 1.15x10%  0.021 8.63x10® 6.45x10° 1.37x10°
1510122587 9 2681951 4.10x10%  0.027 NA 0.027 1.07x1023
1510967492 9 2671175 2.39x10%  0.19 NA 0.19 1.59x10°"°
1510967470 9 2665698 2.66x107%"  0.096 NA 0.096 5.93x10°%
Model D

156921438 6 44033585 1.53x10°%  1.40x10% NA 1.40x10™4 2.18x107%2
154513773 6 44033504 2.35x10%%°  NA 6.36x107%°  6.36x10713¢ 4.72x107°°
159472159 6 44027673 1.61x10%*  1.52x10%  4.22x10"'® 37551071 7.36x107°7
159369434 6 44026385 6.46x10  2.70x10%  7.63x10%° 2 57%10% 1.97x10%4
181776717 6 44059314 2.43x10  7.08x10°  2.96x10™ 8.35x107 3.06x10726
151776721 6 43998961 7.12x10%  0.013 4.46x10° 3.03x10° 1.74x1072
151886979 6 44012879 1.54x10"°  7.09x10°%  2.15x10°® 2.20x107 429x10°%
159472155 6 44005705 1.37x107"°  7.43x10°  4.11x10” 2.40x10°° 2.42x10°7
1s844294 6 44008685 2.77x107%  0.048 1.48x107 1.32x10° 3.74x107"°
154416670 6 44058431 1.95x10"2  2.05x10* 0,088 9.72x10° 1.44x107"%
15910611 6 44058829 3.19x101°  0.11 3.45x10° 2.17x10° 5.64x10™
156993770 8 106650704  5.19x107'¢  0.016 5.30x10° 1.00x107 3.07x10°%2
1516873402 8 106658423  3.72x10™  0.15 1.34x10° 2.06x10°° 4.34x107"°
1516873365 8 106627411  2.38x10""  0.36 3.87x10° 2.02x10* 2.13x104
157013321 8 106662734  8.07x10"*  0.013 NA 0.013 8.97x10™3
186993696 8 106650460  1.36x10"  0.040 2.41x10™ 6.88x10° 5.59x10°15
1516873291 8 106597206  9.39x10""  0.071 1.37x10° 6.34x10°° 2.91x10°'
151349319 8 106625810  3.87x10°  0.057 2.46x107 6.05x10" 1.06x1071°
1510738760 9 2681186 1.36x10%  0.046 1.06x10° 8.27x10° 6.96x1038
156475920 9 2663933 9.18x10%  0.018 2.67x107 4.29x10° 1.06x107
154741756 9 2658187 9.04x10°*  0.071 1.28x107 1.07x10° 9.64x1072
152375980 9 2682622 3.07x10%  0.015 3.55x10° 3.36x10° 3.16x10°
1510122587 9 2681951 5.73x10%  0.020 NA 0.020 2.70x102*
1$10967492 9 2671175 3.72x10%2  0.091 NA 0.091 1.58x102°
1510967470 9 2665698 5.48x10%2  0.045 NA 0.045 6.85x10°2!
Model E

156921438 6 44033585 6.58x10°%°  291x10%° NA 2.91x10°° 1.60x10
154513773 6 44033504 6.46x10*%?  NA 3.04x107"%%  3.04x1071%8 6.76x10718
1$9472159 6 44027673 9.84x10%  4.30x103° 4.86x10'1° 9 54x1035 2.47x10°7°
159369434 6 44026385 2.44x10*?  533x10%  3.05x10°° 1.06x10°%7 5.57x10™%
151776717 6 44059314 9.92x10%  1.00x10°  2.53x10™ 9.88x107 1.75x10726
151776721 6 43998961 5.41x10%°  0.020 2.57x10° 432x10° 2.05x1026
151886979 6 44012879 2.55x10"°  0.013 1.66x107° 4.30x107 1.57x102*
159472155 6 44005705 1.74x10"°  0.015 3.04x10” 6.16x10° 8.38x10°7
1s844294 6 44008685 8.15x10"°  0.086 1.39x107 3.13x10°° 2.92x107'8
154416670 6 44058431 1.86x1072  2.89x10* 0,11 1.68x10™ 2.73x10°7"°
r$910611 6 44058829 2.35x1071°  0.11 1.99x107 1.42x10° 2.75x107*
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136993770
rs16873402
rs16873365
rs7013321
rs6993696
rs16873291
rs1349319
rs10738760
136475920
154741756
rs2375980
rs10122587
rs10967492
rs10967470

106650704
106658423
106627411
106662734
106650460
106597206
106625810
2681186
2663933
2658187
2682622
2681951
2671175
2665698

1.34x107'
1.24x107
8.10x107"2
3.64x107"
5.82x10°"
3.14x10"!
3.53x107

6.77x107%
1.85x107
1.32x107%!
7.94x10°%8
1.47x10
6.75x10%
9.41x10%

0.018
0.16

0.37

0.014
0.047
0.066
0.046
0.034
0.022
0.092
0.022
0.024
0.10

0.045

3.63x107
8.58x107
4.01x10°
NA

1.73x10*
7.92x107
1.84x107
3.90x10”
9.61x10”
6.02x10°
1.45x107
NA

NA

NA

9.82x10
1.83x10°°
2.35x10™
0.014

6.89x107
431x10°®
3.93x10™
2.98x10%
3.41x10%
1.02x10*

3.67x10°®
0.024

0.10
0.045

8.06x10™
1.35x10"
8.66x10™"
5.40x107"2
2.62x107"°
6.74x107"
6.26x107"!
6.55x107®
1.66x1077
1.51x10™!
5.38x10°

1.01x10°%
4.51x107%
1.37x10%°

All analyses were adjusted for age, sex, familial structure and principal components. Model B was
additionally adjusted for hypertension; model C for smoking; model D for central obesity; model E for the

presence of a metabolic syndrome
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Supplemental Table 4: Candidate gene association studies of VEGF variants and circulating VEGF levels

Author Population N Sample SNP
1s699947 rs1570360 1rs833061 rs2010963  rs3025039  rs1005230 rs25648 r1s10434 -1190G>A  702C>T -2549 18bp
I/'D
Steffensen % ovarian cancer 143 serum C 1 VEGF NS T 1 VEGF C 1 VEGF NS - - - - - -
patients
Costa ' post-menopausal 252 serum - - - NS NS - - - - - -
women
Medford !’ patients with (and 70 plasma - - - - NS - - - - - -
at risk of) ARDS
Kamoun * Behcet patients and 135 serum - - - NS NS - - - - - D 1 VEGF
healthy controls
Langsenlehner '* healthy persons 81 plasma NS - NS NS NS NS NS NS - - -
Petrovic ¥ PDR patients 104 serum - - - CC 1 VEGF - - - - - - -
Mateo ' AD patients and 117 serum NS - - NS - - - - - - -
healthy controls
Balasubramanian,  post-menopausal 62 serum - - NS NS NS - NS - - - -
2 women and
plasma
Zhai * ARDS patients 71 plasma - - NS NS T | VEGF - - - - - -
Berrahmoune *'  community sample 647 plasma - - NS NS NS - - - - - -
Ferrante IBD patients and 1142 serum NS GG 1 VEGF - NS NS - - - - - -
healthy controls
Krippl % post-menopausal 21 plasma - - - - T | VEGF - - - - - -
women
Awata ¥’ healthy persons 64 serum - NS NS CC 1 VEGF NS - NS NS NS - -
Renner * healthy persons 23 plasma - - - - T | VEGF - - NS - NS -
Present study community 3546 serum C 1 VEGF NA T 1 VEGF NA NA NA
sample p=2.33x107 p=3.05x107
(betatSE= (betatSE=
0.13+0.02) 0.12+0.02)

AD: Alzheimer Disease; ARDS: Acute Respiratory Distress Syndrome; IBD: Inflammatory Bowel Disease; HAM/TSP:
spastic paraparesis; NS: non significant (no association); NA: not available; PDR = Proliferative Diabetic Retinopathy

HTLV-I- associated myelopathy/tropical
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C. Supplemental Figures

Supplemental Figure 1: Quantile-quantile QQ-plot showing the observed versus the expected p-values
after meta-analysis for serum VEGF levels (the solid line shows the distribution under the null-hypothesis)
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Supplemental Figure 2: Manhattan plot showing individual p-values against their genomic position for
GWAS of serum VEGF levels. Within each chromosome (x-axis), results are plotted left to right from p-
terminal end. Dashed line indicates preset threshold for genome-wide significance, p=5.0x10-8; solid line
threshold for suggestive associations, p=4.0x10~
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Supplemental Figure 3: Genomic organization of the VEGF gene and localization of the SNPs identified in the genetic association and transcriptomic studies

3699947 * rs833061 * rs6921438 *

rs4416670 °

— M - ——-

VEGF gene

[] promoter Il 5 and 3’ UTR g exons

"chr6:43844367, p=2.33x107 replicates findings from previous association studies (Supplementary Table 4)
Tchr6:43845464, p=3.05x107, replicates findings from previous association studies (Supplementary Table 4)
* chr6:44033585, p=6.11x10-", top SNP, explains 41.2% of the phenotypic variance in the FHS

¥ chr6:44058431, p=1.47x10"", associated with serum VEGF levels independently of rs6921438 in conditional GWAS, explains 1.5% of the phenotypic

variance in the FHS
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