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Résumé 

Le VEGF-A est impliqué dans plusieurs pathologies, dont les maladies cardiovasculaires et 

plusieurs types de cancer. L'existence de voies de signalisation communes entre le VEGF-A, 

les molécules d'adhésion cellulaire et des molécules de l'inflammation pourrait permettre 

d'expliquer la large gamme de fonctions du VEGF-A dans les différentes situations 

pathologiques.  

Dans le cadre de cette thèse, nous avons développé une approche intégrative pour l’étude du 

VEGF-A et de son positionnement au sein de plusieurs voies métaboliques. Cette approche 

associe les études d’identification des variants génétiques associés au VEGF-A et leur 

fonctionnalité biologique par une approche transcriptomique. 

Ainsi, le but général de cette thèse est d’investiguer les relations complexes des 

polymorphismes liés au VEGF-A, des taux plasmatiques et de l’expression du VEGF-A avec 

les molécules d'adhésion cellulaire et les molécules de l’inflammation, les lipides 

plasmatiques, les gènes candidats NOS3, CD14, MMP3 et IL4, et avec les facteurs de risque 

cardiovasculaires (obésité, pression artérielle) chez des individus en bonne santé.  

Pour la réalisation de ces études, nous avons utilisé des sous-groupes de populations de la 

cohorte STANISLAS et autres populations du Centre de Ressources Biologiques IGE-PCV. 

L’expérimentation transcriptomique est réalisée avec des cellules mononucléaires du sang 

périphérique. 

Parmi les résultats obtenus nous avons montré : 

 Une association entre l'isoforme VEGF-A145 et l'ARNm d'ICAM-1, de sélectine L et de 

TNF-α.  

 Une association entre les taux du VEGF-A et les taux d’ICAM-1 et de la sélectine E.  

 Des interactions épistatiques entre les variants du VEGF-A pour les taux de la 

sélectine E, du TNF-α, de l'ICAM-1 et de l'IL-6.  

 Une association significative entre rs4416670 et les niveaux de l'ARNm de la 

sélectine-L 

 Une association entre le variant rs6921438 et les niveaux de HDL-C et LDL-C.  

 Une interaction entre rs4416670 et hypertension pour la variation interindividuelle de 

l'apolipoprotéine E. 

 Des associations significatives entre l’expression de l’isoforme VEGF-A145 et les 

polymorphismes de NOS3, CD14, MMP3, IL4R, et IL4. 
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 Des interactions épistatiques significatives entre les variants génétiques de NOS3, 

CD14, MMP3, IL4R, et IL4 et les quatre polymorphismes liés au VEGF-A sur les taux 

plasmatiques de VEGF-A.  

 Des interactions significatives entre le rs1800779 de NOS3 et HDL-C, les triglycérides 

et l’obésité ainsi que l’interaction de rs6921438 avec l’hypertension pour les niveaux 

plasmatique de VEGF-A 

 Des associations significatives et interactions gène × lipides du sang entre tous les 

variants génétiques de VEGF-A et les phénotypes d’obésité.  

 Une association significative entre le rs4416670 et la pression pulsée.  

 Une interaction épistatique entre le rs6921438 et le rs10738760 pour la pression 

pulsée.  

 Des associations significatives entre le variant rs10738760 de VEGF-A et le risque de 

syndrome métabolique.  

Les résultats de cette thèse montrent le rôle central du VEGF-A dans la régulation des 

différents processus physiologiques et permettant de proposer le VEGF-A comme un nouveau 

biomarqueur potentiel des maladies cardiovasculaires à évaluer cliniquement. 
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Abstract 

VEGF-A is involved in several diseases, including cardiovascular disease and several types of 

cancer. The existence of common signaling between the VEGF-A, cell adhesion molecules 

and inflammatory molecules may help to explain the wide range of functions of VEGF-A in 

different pathological situations. As part of this thesis, we have developed an integrative 

approach to study of VEGF-A and its position in several metabolic pathways. This approach 

involves the identification of genetic variants associated with VEGF-A and their biological 

function by a transcriptomic approach. 

Thus, the general aim of this thesis is to investigate the complex relationships between four 

polymorphisms associated with VEGF-A, its plasma levels and its expression with cell 

adhesion molecules, inflammatory molecules, plasma lipids, candidate genes (NOS3, CD14, 

MMP3 and IL-4) and with cardiovascular risk factors (obesity and blood pressure) in healthy 

individuals. For our studies, we used a subgroup of the STANISLAS Family Study and other 

populations available in the Biological Resources Center IGE-PCV. Our transcriptomics 

experiments have been performed with peripheral blood mononuclear cells.  

The results showed: 

 An association between VEGF-A145 isoform with the levels of ICAM-1 mRNA, L-

selectin mRNA and TNF-α mRNA. 

 An association between the levels of VEGF-A and the levels of ICAM-1 and E 

selectin.  

 An epistatic interactions between the VEGF-A related variants for the levels of E 

selectin, TNF- α, ICAM-1 and IL-6.  

 An association of rs4416670 with levels of mRNA of L selectin.  

 An association between rs6921438 and levels of HDL-C and LDL-C. 

 An interaction between rs4416670 and hypertension for the interindividual variation 

of apolipoprotein E. 

 Significant associations between the expression of VEGF-A with NOS3, CD14, 

MMP3, IL4R and IL-4 polymorphisms. 

 Significant epistatic interactions between genetic variants of NOS3, CD14, MMP3, 

IL4R, and IL4 and the four polymorphisms related to VEGF-A on the plasma levels of 

VEGF-A.  
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 Significant interactions between rs1800779 in NOS3 and HDL-C, triglycerides, and 

obesity, as well as interactions of rs6921438 with hypertension on plasma levels of 

VEGF-A. 

 Significant associations and gene × blood lipids interactions between all genetic 

variants of VEGF-A with obesity traits. 

 A significant association between rs4416670 and pulse pressure. 

 An epistatic interaction between rs6921438 and rs10738760 on pulse pressure. 

 Significant associations between the rs10738760 variant of VEGF-A and the risk of 

metabolic syndrome.  

The results of this thesis indicate the central role of VEGF-A in the regulation of various 

physiological processes and offer VEGF-A as a potential novel biomarker for cardiovascular 

disease to be further evaluated clinically. 
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pb: paire de bases 

PBMC: peripheral blood mononuclear cells 

PCR: polymerase chain reaction 

PIGF : Facteur de croissance placentaire 

RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction 

SAA : sérum amyloïde A 

SELE: E-selectin 

SELP: P-selectin 

SNPs : Single Nucleotide Polymorphisms 

STANISLAS: Suivi Temporaire Annuel Non Invasif de la Santé des Lorrains Assurés 

Sociaux 

TaqPolymérase: polymerase isolée à partir de la bactérie Thermus aquaticus 

TG : triglycérides 

TNFα : facteur de nécrose tumorale alpha 

VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1 

VEGF : facteur de croissance l’endothélium vasculaire 

VEGFR : facteur de croissance l’endothélium vasculaire récepteur 
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L’angiogenèse est un processus complexe qui conduit au développement et à la 

croissance de nouvelles structures vasculaires à partir du réseau vasculaire pré-existant. Son 

rôle est déterminant dans diverses situations physiologiques telles que le développement 

embryonnaire, la cicatrisation tissulaire et osseuse et la réponse à l'activité physique. Les 

vaisseaux sanguins sont nécessaires pour une croissance et une régénération tissulaires 

optimales mais des anomalies de l’angiogenèse sont associées à diverses maladies. Une 

angiogenèse insuffisante ou excédentaire est ainsi retrouvée dans un nombre important de 

maladies courantes bien que complexes, dont des maladies vasculaires comme l'infarctus du 

myocarde, ou bien le diabète, les maladies neurodégénératives et reproductives, le cancer, les 

maladies auto-immunes et inflammatoires, la bronchopneumopathie chronique obstructive et 

les ulcères. L’angiogenèse est régulée par diverses molécules dont les cytokines et les facteurs 

de croissance. Parmi ces régulateurs, le VEGF-A (communément désigné comme VEGF) est 

le facteur angiogénique le plus puissant et est considéré comme une molécule de maintien de 

l'ordre à la fois pour l'angiogenèse physiologique et pathologique. 

Cette thèse est fondée sur des données existantes provenant une étude d'association 

pangénomique concluante menée sur le VEGF-A par notre équipe, qui avait également 

montré que la composante héréditaire du VEGF-A est supérieure à 60 %. Jusqu’à la moitié de 

cette héritabilité est expliquée par les quatre variants génétiques identifiés par l’étude 

d'association pangénomique. Grâce à cette composante génétique exceptionnelle et largement 

caractérisée, le VEGF-A représente un biomarqueur potentiel pour les maladies 

cardiovasculaires. 

Le but de cette thèse était d’étudier l’implication du VEGF-A dans la physiopathologie des 

maladies cardiovasculaires par des études d’association avec des facteurs de risque tels que le 

taux de cholestérol, la pression artérielle et les molécules inflammatoires, qui sont évalués 

dans la plupart des programmes de prévention de ces pathologies. Ces associations sont sous 

l'influence aussi de facteurs de risque environnementaux des maladies cardiovasculaires, d'où 

la possibilité de contrôler leur effet au moyen de stratégies de prévention.  

 

En raison de l'existence d'un très grand nombre d'isoformes de transcription du gène VEGF-

A, il nous a paru intéressant d'étudier la spécificité du VEGF-A entre les différents facteurs de 

risque des maladies cardiovasculaires. L’épissage alternatif du VEGF-A pourrait permettre de 

distinguer l'implication de la molécule dans différentes voies métaboliques. Ainsi, les 

déterminants moléculaires des isoformes du VEGF-A pourraient apporter des éclaircissements 

sur la spécificité et la susceptibilité aux maladies cardiovasculaires.  
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Cette thèse repose d'une part sur la disponibilité de cohortes internationalement reconnues 

extensivement génotypées et phénotypées, et d'autre part sur le développent d’une approche 

transcriptomique.  
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1. I.1. La physiopathologie des maladies cardiovasculaires 
  

      Les maladies cardiovasculaires (MCV) correspondent à différentes pathologies chroniques 

ou événements ayant en commun une physiopathologie liée à l’athérosclérose. Il s’agit des : 

maladies coronariennes (angor d’effort, angor instable, infarctus du myocarde, mort subite); 

accidents vasculaires cérébraux (hémorragiques ou ischémiques, transitoires ou constitués); 

pathologies vasculaires périphériques (artériopathie oblitérante des membres inférieurs, 

anévrisme aortique, insuffisance rénale par néphro-angiosclérose. La maladie coronarienne 

(coronary artery disease, CAD) est universellement l'une des principales causes de décès et 

l'une des maladies chroniques les plus répandues dans le monde [1]. 

 L’endothélium vasculaire est une barrière physique entre le sang et la structure vasculaire. Il 

s’agit également d’une source d’enzymes qui active et désactive les hormones cardio-

vasculaires et peut produire des facteurs relaxants, des facteurs endothéliaux, des facteurs de 

croissance, et des facteurs d’inhibition de la prolifération et des médiateurs inflammatoires 

[2]. Ces facteurs dérivés de l’endothélium contribuent à affiner le contrôle de la circulation, 

l’homéostasie et l’inflammation par l’endocrine, l’autocrine et une activité du paracrine [3]. 

L’activation de l’endothélium vasculaire due à des facteurs de risque cardiovasculaire tels 

qu’une augmentation des niveaux de lipoprotéines de petite densité (low-density lipoprotein,  

LDL), une hypertension artérielle (HTA), une élévation de la glycémie et le tabagisme sont 

responsables d’un dysfonctionnement dans les fonctions endothéliales par différents biais. Ces 

affections sont dites multifactorielles car elles sont la résultante de l’association synergique de 

plusieurs facteurs de risque ‘se rapportant à des attributs, caractéristiques ou expositions d’un 

individu, associés à une incidence accrue de l’affection’ (lien de causalité entre le facteur et la 

maladie). 

 

I.1.1. Les facteurs de risque classiques des maladies 
cardiovasculaires 

 
   Les facteurs de risque classiques et donc validés des MCV sont l’âge et le sexe, les 

antécédents familiaux, le tabagisme, l’HTA, les dyslipidémies, le diabète, l’obésité, les 

facteurs nutritionnels et la sédentarité. 
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   I.1.1.1. Le sexe et l’age 
 
     Le risque d’évènements coronariens augmente avec l’âge. L’âge est un facteur de risque en 

ce qu’il reflète la durée d’exposition d‘un individu aux autres facteurs de risque. Il a été  

démontré que le fait d’être une femme jeune était un facteur favorable vis-à-vis du 

développement de la maladie coronarienne (coronary heart disease, CHD) : son incidence 

parmi les hommes est trois à cinq fois plus élevée que chez les femmes [4]. 

Dans les deux sexes, le risque de la CHD augmente avec l’âge. Dans la plupart des 

populations, le cholestérol augmente avec l’âge. Chez les hommes, il augmente 

habituellement par paliers entre 45 et 50 ans, alors que chez les femmes, l’augmentation est 

continue et linéaire jusqu’à l’âge de 60 à 65 ans [5]. Tout comme le cholestérol, la pression 

sanguine augmente également avec l’âge, et de façon plus proéminente chez les femmes que 

chez les hommes. L’augmentation de la pression sanguine et ses différentes relations liées à 

l’âge des hommes et des femmes sont probablement explicables en partie par l’obésité [6, 7]. 

Une étude de la cohorte Framingham basé sur l’évolution du taux de morbidité et mortalité 

coronarien  [8] analysaient le rôle des facteurs de risques cardiovasculaires selon la différence 

des sexes, cela conduit à un décalage chez la femme d’environ 10 ans par rapport à l’homme. 

En plus, le rapport de cette étude entre les hommes et les femmes est plus important pour les 

infarctus non mortels que pour les décès coronaires, suggérant une gravité plus importante de 

la maladie chez les femmes. 

Au début des années 1990, Larsson et al.  [9] ont analysé la probabilité que la différence de 

sexe, le cholestérol total, la pression sanguine, et l’indice de masse corporelle (l’IMC) 

pouvaient expliquer ces différences d’incidences des CHD entre les hommes et femmes 

suédois de 54 ans. Leur conclusion était que ces différences expliquaient la différence 

sexuelle dans le risque de coronaropathie et que d’autres facteurs de risque étaient inclus dans 

les analyses. Cette différence phénoménale entre les hommes et les femmes est déterminée 

par les chromosomes X ou Y. Pendant la période fœtale, les phénotypes mâles et femelles 

sont développés à travers l’action des hormones. Chez les femmes, les œstrogènes sont 

l’hormone la plus prédominante. Le déclin des œstrogènes se passe après la ménopause et 

change complètement le métabolisme de la femme vers une forme plus athérogénique par le 

biais du déclin du cholestérol HDL et par l’augmentation du cholestérol LDL et du cholestérol 

total, des triglycérides et des lipoprotéines [10, 11]. En plus de cela, les œstrogènes peuvent 

avoir des effets de protection du cœur par le biais du métabolisme du glucose et du système 

hémostatique, et il a peut-être un effet direct sur les cellules endothéliales [12, 13]. 
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    I.1.1.2. Les antécédents familiaux 
 
      Les antécédents familiaux cardiovasculaires sont à considérer car il existe de plus en plus 

de preuves scientifiques établissant l’origine génétique de certaines maladies 

cardiovasculaires. Ainsi, les antécédents d’infarctus du myocarde ou de mort subite avant 

l’âge de 55 ans chez le père et/ou 65 ans chez la mère doivent faire considérer la personne 

ayant une hypertension artérielle comme à risque cardiovasculaire élevé. Il en est de même en 

ce qui concerne les accidents vasculaires cérébraux précoces survenus chez un membre de la 

famille au premier degré avant l’âge de 45 ans. Il a été démontré, notamment par une étude 

prospective au sein de la cohorte Framingham que la survenue d’un décès 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 

[14, 15]. Les auteurs concluent que s’enquérir des antécédents familiaux  cardiovasculaires de 

manière systématique permet d’identifier un plus grand nombre de personnes chez qui le 

risque cardiovasculaire est élevé pour lesquels une stratégie de prévention spécifique est 

nécessaire. 

 

     I.1.1.3. Le tabagisme 
 
     Le tabagisme peut entraîner une augmentation de sept fois du risque de maladie artérielle 

périphérique  [16] et au moins une augmentation de deux fois le risque de maladie 

coronarienne [17, 18]. Ces deux principales formes de maladies cardiovasculaires associées 

au tabagisme sont les séquelles de l'athérothrombose. Ainsi, il a été démontré chez les 

fumeurs une augmentation des taux plasmatiques de facteur de von Willebrand (un marqueur 

de la dysfonction endothéliale) [19], du fibrinogène plasmatique (le précurseur de la fibrine) 

et de l'hématocrite  [20, 21] avec des profils de lipides sanguins et de lipoprotéines altérés et 

une réduction de la circulation d’antioxydants [22]. 

 

 

      I.1.1.4. L’hypertension artérielle 
 

        L’hypertension artérielle est définie par : - une pression artérielle systolique ≥ 140 

mmHg et / ou - une pression artérielle diastolique ≥ 90 mmHg  
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 L’hypertension est un facteur de risque essentiel pour les MCV, et peut être une conséquence 

d’un dysfonctionnement de la croissance vasculaire, résultant en partie d’une régulation 

anormale du facteur de croissance des cellules endothéliales. L’HTA favorise la formation de 

plaques athéromateuses au niveau des gros troncs coronariens, générant ainsi une authentique 

insuffisance coronarienne organique. L’HTA contribue, en collaboration avec divers facteurs 

neuro-hormonaux, à l’apparition d’une hypertrophie ventriculaire gauche (HVG) associant 

hypertrophie myocytaire et expansion du tissu de soutien. Cette HVG pathologique s’associe 

à des anomalies structurelles et fonctionnelles des petites artères (< 300 mu) et des artérioles 

(<50 mu) coronaires, responsables de la diminution de la réserve coronaire et donc d’une 

insuffisance coronarienne « fonctionnelle ». Belgore’s et al.  [23] ont indiqué que les niveaux 

de facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (Vascular endothelial growth factor, 

VEGF-A plasmatiques sont d’une grande importance et hautement augmentés dans le cas de 

patients sous hypertendus mais sans complications lorsque nous comparons avec les normes 

de contrôle de la tension, et le traitement réduit de façon importante les niveaux de VEGF-A 

plasmatiques. D’une façon très intéressante, Tsai et al. [24] ont montré que le VEGF-A est 

plus haut dans le cas de patients ayant une tension élevée avec une rétinopathie plutôt que 

dans le cas de patients avec de l’hypertension sans rétinopathie ou des sujets dans les normes. 

Dans cette optique, Ebinç et al.  [25] ont rapporté que le VEGF-A peut augmenter la 

perméabilité de la filtration et mener à une  micro albuminurie dans le cas d’hypertension 

essentielle. Ces études suggèrent que le VEGF-A peut être un marqueur pour les problèmes 

micro-vasculaires dans le cas de l’hypertension. De plus, Zorena et al. [26] ont démontré que 

la pression systolique est un facteur indépendant influençant la concentration de VEGF-A 

chez les enfants et les adolescents souffrant de diabète type 1. 

 

    I.1.1.5. La dyslipidémie 
 

    Les lipides sont un groupe très hétérogène de composés, et leur influence sur le 

métabolisme va bien au-delà des méfaits qui leurs sont attribués. La dyslipidémie est la cause 

majeure de MCV, et des niveaux élevés de cholestérol total comptent pour un tiers des décès 

associés aux cardiopathies ischémiques (Organisation mondiale de la santé, OMS).     

 

 

I.1.1.5.1. Le cholestérol total et le LDL-cholestérol 
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    De nombreuses études cliniques ont montré que la relation entre l’hypercholestérolémie et 

l’athérosclérose est particulièrement bien établie, essentiellement pour les pathologies 

coronariennes. Ces études indiquent que les concentrations de LDL-C  sont importantes, 

même si elles étaient bien plus faibles que les concentrations cible du programme National 

Cholesterol Education (NCEP)  de 130 mg / dL. Une étude qui a examiné des individus sans 

droits compensateurs au départ a montré que le LDL-C était un prédicteur indépendant de la 

maladie coronarienne, même lorsque les composants du syndrome de dyslipidémie ont été 

pris en compte. Le rapport de risque indique qu'une augmentation de 10 mg / dL des niveaux 

de LDL-C conduirait à une augmentation de 12% du risque de MCV. (Plus récemment, 

plusieurs études cliniques sur la prévention primaire et secondaire de la maladie coronarienne 

ont souligné l'importance de la fraction LDL (Bureau d'information des lipides ILIB 

International, 2002) [27] . En fait, le risque de chaque patient peut être déterminé par taux de  

LDL-cholestérol plutôt que son taux de cholestérol total, ce qui explique pourquoi les normes 

internationales pour le traitement de la dyslipidémie ont été orientées vers la liste des seuils de 

risque et objectifs de traitement en fonction des concentrations plasmatiques de cette 

lipoprotéine. 

 

   I.1.1.5.2. HDL-cholestérol 
 

     Les HDL-C sont des lipoprotéines de haute densité qui ont été surnommé bon cholestérol 

du fait, de la capacité des particules de HDL à éliminer les molécules de cholestérol en excès 

des cellules périphériques (ceux dans les plaques d'athérosclérose inclues) via le foie 

(Figure1). Les études épidémiologiques montrent clairement que les niveaux de HDL-C sont 

inversement associés avec le risque de maladie coronarienne et de ses complications 

thrombotiques. 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 

l'homme et de 3% chez la femme [28]. Cependant, dans une étude récente, Voight et al. [29]. 

ont testé l'hypothèse que l'augmentation de HDL-C plasmatique est un facteur de protection 

de l'infarctus du myocarde (IM) en examinant la relation entre les variations génétiques 

associées à des niveaux élevés de HDL-C plasmatiques et le risque d'infarctus du myocarde. 

Les auteurs ont conclu que certains mécanismes génétiques qui augmentent le HDL-C 

plasmatique ne sont pas nécessairement baissés pas le risque d'infarctus du myocarde et que 
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les résultats ont contesté la notion d'augmentation de HDL-C plasmatique uniformément 

traduite par une réduction du risque d'infarctus du myocarde. 

 

 
Figure  1: Transport reverse du cholestérol et autres propriétés du HDL-cholestérol 

  

 

    I.1.1.5.3. Les triglycérides 
 
      L'élévation des niveaux des triglycérides (TG) dans le plasma a longtemps été associée à 

un risque accru de maladie cardiovasculaire. Une étude cas-contrôle [30] a montré que le taux 

de triglycérides à jeun était augmenté chez les patients atteints de la maladie de l'artère 

coronaire par rapport aux sujets témoins. La première étude prospective des TG en lien la 

maladie ischémique a montré une incidence accrue de maladies cardiaques ischémiques chez 

les hommes avec des niveaux élevés de TG à l'inclusion par rapport aux hommes contrôles. 

Cependant, même dans cette première étude, les chercheurs ont émis l'hypothèse que 

l'association des TG ne peut pas être indépendante des autres lipides plasmatiques [31]. 

L'étude de TG en relation avec la cardiopathie ischémique a montré une incidence accrue de 

maladies cardiaques ischémiques chez les hommes avec des niveaux élevés de TG à 

l'inclusion par rapport aux hommes ayant des niveaux inférieurs. La méta-analyse des 

données d'études prospectives basées sur la population a démontré que l'augmentation de TG 
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plasmatiques est associée à une augmentation de 32% du risque de MCV chez les hommes et 

une augmentation de 76% du risque de MCV chez les femmes [32]. 

 

    I.1.1.6. Le diabète 
 
     Un grand nombre de données épidémiologiques et pathologiques ont montré que le diabète 

est un facteur de risque indépendant pour la santé cardiovasculaire chez les hommes et les 

femmes. Les MCV sont répertoriées comme étant la cause de 65% des décès des personnes 

atteintes de diabète. Le diabète agit comme un facteur de risque indépendant pour plusieurs 

formes de MCV. Le diabète de type 1 et le diabète de type 2 sont des facteurs de risque 

indépendants de la maladie coronarienne. En outre, l'ischémie myocardique due à 

l'athérosclérose coronaire se produit généralement sans symptômes chez les patients atteints 

de diabète. En conséquence, l’athérosclérose multivaisseaux est souvent présente avant que 

les symptômes ischémiques n’apparaissent et avant l'instauration du traitement [33]. Une des 

raisons de mauvais pronostic chez les patients atteints à la fois de diabète et de maladie 

cardiaque ischémique semble être une dysfonction myocardique accru conduisant à une 

défaillance cardiaque accéléré (cardiomyopathie diabétique) Ainsi, les patients atteints de 

diabète sont particulièrement sujets à l'insuffisance cardiaque congestive. Plusieurs facteurs 

expliquent probablement la cardiomyopathie diabétique: l'athérosclérose coronarienne sévère, 

l'hypertension prolongée, l'hyperglycémie chronique, la maladie microvasculaire, la 

glycosylation des protéines du myocarde, et une neuropathie autonome [34]. 

 

 

    I.1.1.7. L’obésité 
 

    L'obésité devient une épidémie mondiale. Au cours des dix dernières années, il y a eu une 

augmentation spectaculaire de l'obésité chez les enfants et les adultes. Actuellement, le 

surpoids et l'obésité sont classés selon l'IMC. Chez les adultes, le surpoids est défini comme 

un IMC de 25,0 à 29,9 kg / m2, [33] (Tableau 1)  

 

Tableau 1 : Classification de surpoids et l'obésité, en pourcentage de graisse corporelle, indice 

de masse corporelle (IMC), le tour de taille, et les maladies associées risquent [33].   

Classification IMC Hommes ≤102 cm Hommes > 102 cm 
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(kg/m²) Femmes≤ 88 cm Femmes > 88 cm 

Maigreur extrême < 16 Élevé  

Maigreur < 18,5 Accru  

Poids normal 18,5 - 24,9 Faible  

Embonpoint 25,0 - 29,9 Accru  élevé 

Obésité, classe 1 30,0 - 34,9 Élevé Très élevé 

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

Obésité, classe 3 (obésité 

morbide) 

≥ 40 Extrêmement élevé Extrêmement élevé 

  

       L'obésité est un facteur majeur de la prévalence des MCV dans le monde développé. 

Ceux-ci peuvent être liées indirectement par l'intermédiaire de facteurs de risque associés au 

syndrome métabolique comme la dyslipidémie, l'hypertension et l'intolérance au glucose [35, 

36]. Le SM est associé à l'obésité abdominale ou centrale (Tableau 2), avec une répartition de 

la matière grasse principalement dans les viscères abdominaux, plutôt que les extrémités. 

Beaucoup adipokines et d'autres médiateurs chimiques comme le facteur de nécrose tumorale-

alpha, l'interleukine-6,  la résistine, la lipoprotéine lipase, les oestrogènes, la leptine et 

l'angiotensinogène sont présents avec des concentrations plus élevées chez les patients obèses, 

celles-ci ont divers effets néfastes sur le système cardiovasculaire par la création d'un état pro-

inflammatoire et pro-thrombotique ainsi que par l’apparition de lésions endothéliales et  

d’hypertrophie vasculaire [37, 38]. Il existe, cependant, aussi bien des effets directs de 

l'obésité sur le cœur et le système cardiovasculaire comme l'augmentation du volume sanguin, 

du débit cardiaque élevé, une hypertrophie ventriculaire gauche, et une dysfonction 

ventriculaire gauche diastolique, jouant un rôle dans l'apparition de l'insuffisance cardiaque. 

L'obésité est un facteur prédictif indépendant de maladie de l'artère coronaire [39]. 

 

Tableau  2: Classification du tour de taille. Source : Lignes directrices canadiennes pour la 

classification du poids chez les adultes. 

Risque de MCV, diabète et HTA Hommes Femmes 

Faible < 94 cm < 80 cm 

Accru > 94 cm > 80 cm 

Considérablement accru > 102 cm > 88 cm 
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http://www.hc-sc.gc.ca/fn-an/alt_formats/hpfb-dgpsa/pdf/nutrition/weight_book-

livres_des_poids-fra.pdf 

 

     I.1.1.8. Les facteurs nutritionnels 
 

      Parmi les facteurs de risque cardiovasculaire conventionnels, l'alimentation représente un 

défi particulier pour la recherche. En ce qui concerne la CAD, un élément clé du changement 

de régime alimentaire est une augmentation de la consommation de graisses animales saturées 

et de graisses végétales hydrogénées, qui contiennent des acides gras trans athérogènes, avec 

une diminution de la consommation d'aliments à base de plantes et une augmentation de 

glucides simples [40, 41].  Des études comparatives multi-ethnique portant sur les habitudes 

alimentaires caractérisé par une forte consommation de matières grasses ajoutées, de viandes 

transformées, a été associée à un risque accru d'incident cardiovasculaire, bien que, les autres 

habitudes alimentaires (légumes et poissons, haricots, tomates et céréales raffinés) aient été 

associées à une diminution du risque de MCV [42, 43].  

 

    I.1.1.9. La sédentarité 
 
    La sédentarité est devenue un problème majeur de santé publique. Elle est également 

associée à un risque accru de morbidité ou d'aggravation de nombreuses maladies chroniques 

comme  l'insuffisance cardiaque congestive, les accidents vasculaires cérébraux, certains 

cancers, l'ostéoporose, l'obésité, le diabète de type 2 et l'hypertension [44]. Plusieurs études de 

cohorte ont démontré que la sédentarité multipliait par 1,9 le risque de décès d’origine 

coronarienne après ajustement sur les autres facteurs de risque [45]. 

Alors que l'activité physique régulière permet de réduire le poids, de réguler les taux de 

cholestérol et de lipides sanguins, la tension artérielle et le diabète, et d'atténuer ainsi le risque 

cardiovasculaire global. 

 

     I.1.1.10. Le syndrome métabolique 
 

       Le syndrome métabolique (SM) est un ensemble de facteurs les plus dangereux de risque 

de crise cardiaque: diabète et  glycémie élevée à jeun, obésité abdominale, taux élevé de 

cholestérol et hypertension artérielle [46]. On estime que près de 20-25 pour cent de la 
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population adulte dans le monde est atteinte de SM et ils sont deux fois plus susceptibles de 

mourir et trois fois plus susceptibles d'avoir une crise cardiaque ou un accident vasculaire 

cérébral par rapport aux personnes sans syndrome. En outre, les personnes atteintes du SM 

ont cinq fois plus de risques de développer un diabète de type 2 [47]. Le regroupement des 

facteurs de risque de MCV qui caractérise le SM est maintenant considéré comme le moteur 

d'une nouvelle épidémie de MCV. Il en existe plusieurs définitions. L'importance clinique du 

syndrome a été soulignée par Reaven et al.  [48] en 1988 qui ont décrit l'existence d'un groupe 

de troubles métaboliques, de résistance à l'insuline comme le facteur central dans la 

physiopathologie, le syndrome X. Depuis le SM a été officiellement défini la première fois 

par un groupe de travail de l’OMS et l’European Group for the Study of Insulin Resistance 

(EGIR) en 1999  [49] puis par le National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment 

Panel III (NCEP-ATPIII) en 2001 [40]. La reconnaissance de ces caractéristiques du SM chez 

les personnes ayant un métabolisme au glucose et un diabète de type 2 revêt une importance 

particulière, mais un consensus relatif existait sur les facteurs à prendre en compte : 

l'insulinorésistance était la fonction de base,  la dyslipidémie, l'hypertension et l'obésité 

abdominale comme un élément clé (Tableau 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3 : Définitions classification du syndrome métabolique. 
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Phénotypes OMS 

(1999) 

EGIR 

(1999) 

NCEP-ATPIII 

(2001) 

IDF 

(2005) 

Insulinorésistance Clamp < Q1 IAJ > Q4 - - 

Intolérance au 

glucose 

GAJ ≥ 6,1 et/ou 

G2h ≥ 6,1 

GAJ ≥ 6,1 GAJ ≥ 6,1 GAJ ≥ 5,6 ou 

DT2 

Dyslipidémie TG ≥ 1,7 et/ou 

HDL-C < 0,9 H, 

1 F 

TG ≥ 2 et/ou 

HDL-C < 1 

TG ≥ 1,7 et 

HDL-C < 0,9 H, 

1 F 

TG ≥ 1,7 et 

HDL-C < 1,03 

H, 

1,29 F 

Hypertension PAS/PAD≥ 

140/90 

PAS/PAD ≥ 

140/90 

PAS/PAD ≥ 

130/85 

PAS/PAD ≥ 

130/85 

Obésité RTH > 0,90 

H,0,85 

F et/ou IMC > 30 

TT ≥ 94 H, 80 

F 

 

TT ≥ 102 H, 88 

F 

TT ≥ 94 H, 80 F 

 

Microalbuminurie EUA > 20  ou 

Alb/créat ≥ 30 

- - - 

Syndrome 

Métabolique 

IR et/ou ITG + au 

moins 2 critères 

IAJ+ au moins 

2 

critères 

Au moins 3 

critères 

Obesité+au 

moins 2 critères 

 IAJ : insulinémie à jeun ; GAJ : glycémie à jeun (mmol/L) ; G2h : glycémie 2 heures après 

charge glucosée ; TG 

(mmol/L) HDL-C (mmol/L) ; PAS/PAD (mmHg) ; EUA : excrétion urinaire d’albumine 

(μg/min) 

 

 

I.1.2. Les facteurs de risque émergents des maladies 
cardiovasculaires 

 

        I.1.2.1. L’hyperhomocystéinémie 
 

        L'homocystéine (HCY) est un acide aminé qui fonctionne comme un précurseur pour la 

synthèse de la L-méthionine et qui est associée avec le métabolisme de l'acide folique et la 

vitamine B1 [50]. L’augmentation de l’HCY, c'est à dire, l'hyperhomocystéinémie, pourrait 
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entraîner l'altération de la fonction endothéliale, une augmentation du stress oxydatif et des 

troubles du métabolisme des lipides  [51, 52] et est largement considéré comme un facteur de 

risque d'accident vasculaire cérébral [53, 54]. Physiologiquement, la concentration 

plasmatique d’homocystéine est en moyenne de 10 µmol/l, elle est plus élevée chez les 

hommes que chez les femmes. En outre,  l’augmentation de 15 µmol/L en homocystéine est 

associée à un risque accru d’artériosclérose [55]. Les causes les plus fréquentes sont un mode 

de vie malsain, une faible consommation de vitamines, une malabsorption gastro-intestinale 

de vitamines, des défauts enzymatiques et d'interactions médicamenteuses. L'acide folique, la 

vitamine B12 et la pyridoxine sont les co-facteurs essentiels dans le métabolisme des HCY et 

sont déterminants des concentrations d’HCY plasmatique connues [56, 57]. Il est bien établi 

que, la carence en HCY l’abaissement des vitamines telles que la vitamine B12, l’acide 

folique et la pyridoxine est la principale cause de l'hyperhomocystéinémie. De plus, plusieurs 

études ont rapporté que les polymorphismes de la méthylènetétrahydrofolate réductase 

(MTHFR) est également un facteur de risque provoquant l'hyperhomocystéinémie et les 

complications associées (Figure 2) [58, 59]. 

 
Figure 2 : Le métabolisme de l'homocystéine repose sur 2 voies principales: reméthylation et 

transsulfuration. Les folates et la vitamine B12 constituent des co-facteurs de certaines étapes 

métaboliques. 

    I.1.2.2. Les facteurs psychosociaux et environnementaux 
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     Les facteurs psychosociaux tels que le stress, la dépression, le désespoir, et autres semblent 

associés à la santé, en particulier les MCV [60, 61]. Au cours des dernières décennies, les 

conditions psychosociales et la vie inadéquates ont également été liés aux MCV [61, 62]. Les 

conditions individuelles comme le faible statut socio-économique, le faible soutien social, la 

dépression, et la résidence dans les quartiers défavorisés peuvent contribuer à des inégalités 

socio-économiques en matière de santé cardiovasculaire [63]. Leurs rôles, cependant, ne sont 

pas encore tout à fait clairs et, dans certains cas, pas pris en considération car il existe peu 

d'études qui ont évalué l'effet des facteurs psycho-sociaux. Certaines études ont montrées que 

les facteurs de risque d'accident vasculaire cérébral classique sont susceptibles d’être plus 

fréquentes parmi les groupes socio-économiquement défavorisés [64]. Le stress 

psychologique a la capacité de montrer des réactions physiologiques indésirables, y compris 

augmentation du rythme cardiaque et les niveaux de cortisol. Quand le stress est chronique, 

ces effets indésirables pourraient se traduire par une augmentation de la morbidité et de la 

mortalité [65]. Certaines études récentes ont montrées une association forte entre le stress et  

toutes causes de la mortalité cardio-vasculaire [66]. Du point de vue environnemental, il a été 

observé, notamment par l’étude MONICA, que la température journalière moyenne était 

inversement proportionnelle au taux d’infarctus et que la pollution atmosphérique avait 

également un impact cardiovasculaire [67]. 

 

    I.1.2.3. Les facteurs thrombogéniques 
 

   Un grand nombre de facteurs prothrombotiques ont été individualisés au cours de ces 

dernières années.  

     I.1.2.3.1. Le fibrinogène  
 
   Une méta-analyse a analysé les études publiées sur les facteurs thrombogéniques, Elle 

suggère que l’augmentation du fibrinogène plasmatique serait liée de manière indépendante 

au risque d’accident coronarien comme le cholestérol. Le fibrinogène augmente la 

thrombogénicité par différents mécanismes : fixation spécifique aux  récepteurs GPIIb-IIIa 

entraînant l’agrégation plaquettaire, catalyse de la formation de fibrine et augmentation de la 

viscosité sanguine. Cette augmentation est associée au tabagisme, à un faible niveau d’activité 

physique et à une triglycéridémie basse [68] . 
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   I.1.2.3.2. Le facteur VII 
 

Hoffman et al. [69] ont montré que l’augmentation de l’activité du facteur VII permet de 

prédire la survenue d’un événement cardiaque avec un risque relatif de 1,8 pour le décès et 

de1,4 pour l’infarctus non fatal. 

 

    I.1.2.3.3. La fibrinolyse 
 

    L’inhibiteur de type 1 des activateurs du plasminogène (PAI-1) joue un rôle essentiel dans 

la régulation de la fibrinolyse intra- et extravasculaire en inhibant la formation de plasmine à 

partir du plasminogène. Chez des patients victimes d’un MI avant 45 ans, le dosage 

plasmatique de PAI-1, inhibiteur de l’activité fibrinolytique physiologique, est étroitement 

corrélé avec la survenue à 3 ans d’un nouvel infarctus [70]. 

 

     I.1.2.4. Les marqueurs de l’inflammation et d’adhésion 
 

     L’inflammation fait intervenir des cellules, des vaisseaux, des modifications de la matrice 

extracellulaire et de nombreux médiateurs chimiques qui peuvent être pro ou anti-

inflammatoires et qui peuvent modifier ou entretenir la réponse inflammatoire. Il a clairement 

été établi que le processus inflammatoire se situait au cœur de nombreuses pathologies et 

l’opportunité d’utiliser la quantification des marqueurs de l’inflammation. Lors de 

l’inflammation, il y a augmentation des taux de la plupart des protéines tel que le fibrinogène,  

la procalcitonine, le sérum amyloïde A (SAA), les protéines de la phase aiguë ou les protéines 

de la Réaction Inflammatoire (PRI) (Figure 3). 



35 
 

 
Figure  3: Profils de variation de concentration plasmatique des protéines de la phase aiguë de 

l'inflammation à la suite d’un stimulus modéré [69]. 

 

     Les protéines de la phase aiguë de l'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 l'Homme, les PRI+ sont l'α1 

glycoprotéine acide, l'α1 protéase inhibiteur, l'α1 antichymotrypsine, l'haptoglobine, la 

céruloplasmine, la CRP et l’Amyloïde 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 l'épuration est assurée soit par le système réticuloendothélial, soit par 

l'hépatocyte. Il s'ensuivra l'inactivation des protéases, la neutralisation de molécules toxiques 

tels l'hémoglobine et les ions superoxides, l'évacuation de débris membranaires, leucocytaires 

ou cellulaires et de débris nucléaires tels que la chromatine. La chute de la concentration 

plasmatique des PRI au cours d'une réaction inflammatoire, entraîne une augmentation de la 

fraction libre de certains ligands (acides gras, hormones, vitamines, oligoéléments). 

Beaucoup de maladies chroniques avec des activations des processus inflammatoires 

immunitaires sont accompagnées par une incidence élevée de MCV. L'athérosclérose est une 

maladie de stockage des lipides. Des dépôts lipidiques sont formés sur la surface des artères et 

bloquent éventuellement l'apport sanguin aux tissus, résultant en un événement cardio-

vasculaires, comme l'IM.   
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      I.1.2.4.1. Protéine C-réactive (CRP) 
 

      La CRP est une protéine de la phase aiguë de la réaction inflammatoire qui interagit avec 

les autres cytokines au niveau de l’endothélium et favoriserait le développement des plaques 

athéromateuses. L’augmentation de la CRP est associée à un risque accru d’évènements 

cardiovasculaires (en particulier insuffisance coronaire, accident vasculaire cérébral 

ischémique et mortalité vasculaire) [71]. La plupart du CRP circulant est produit dans le foie 

et interagit avec les cellules endothéliales par l'intermédiaire de divers mécanismes, qui 

contribuent à la dysfonction endothéliale. Ce dysfonctionnement se caractérise par une 

altération endothélium, une relaxation dépendante en association avec une dérégulation des 

voies de signalisation cellulaire, des modifications dans les voies thrombotiques / anti 

thrombotiques et une augmentation de la perméabilité de la cellule [72, 73].  

 

    I.1.2.4.2. Le facteur de nécrose tumorale alpha (TNFα) 
 
     Les TNFα sont des molécules produites par le système immunitaire jouant un rôle 

important dans le déclenchement d'une réaction inflammatoire et sont produits par des cellules 

qui participent à l’inflammation, plusieurs types cellulaires sont capables de synthétiser du 

TNFα (Figure 4). 

 
Figure 4: Les sources cellulaires du TNFα. 

Tous les types de cellules nucléées sont capables de répondre au TNFα par deux récepteurs 

membranaires, en particulier, les cellules endothéliales qui expriment les deux types de 
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récepteurs, d’autres cellules comme les monocytes expriment l’un ou l’autre des récepteurs. 

Le TNFα joue un rôle important dans les désordres inflammatoires pathogènes, il est impliqué 

dans les processus inflammatoires [74]. 

 

    I.1.2.4.3. L’interleukine-6 (IL-6) 
 

      L’IL-6 est synthétisée par une grande variété de cellules parmi lesquelles les phagocytes 

mononucléaires qui représentent la source la plus importante. Généralement, les taux d’IL-6 

élevés dans la majorité des maladies inflammatoires chroniques et d'insuffisance cardiaque 

congestive (ICC) [75]. Son rôle dans les maladies inflammatoires chroniques n’est pas bien 

déterminé. 

 

  I.1.2.4.4. Les autres cytokines 
 

     Les autre cytokines (Tableau 4) qui ont des effets biologiques et qui sont impliquées dans 

la régulation des processus inflammatoires sont décrit dans le tableau suivant. 

 

Tableau 4 : Les cytokines sont impliquées dans la régulation des processus inflammatoires. 
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Les changements dans le micro-environnement affecte les cellules endothéliales qui 

expriment les molécules d'adhésion (VCAM-1: molécules d’adhésion vasculaire-1, ICAM-1: 

molécules d’adhésion intracellulaire-1, E et P sélectine). Ils sont des molécules de surface 

cellulaire collantes qui facilitent la liaison et la communication intercellulaire. Elles règlent 

les interactions cellule-cellule et sont nécessaires pour le développement embryonnaire, la 

croissance et la différenciation cellulaire, la détection de pathogènes, de l'inflammation, et la 

réparation de la plaie. D'autre part, des molécules d'adhésion jouent un rôle essentiel dans le 

développement de l'inflammation. En général, les molécules d’adhésions jouent un rôle 

important dans la physiopathologie des maladies cardio-vasculaires, néoplasiques, 

infectieuses et de la peau. Certaines maladies cardiovasculaires sont associées à une altération 

pathologique de la structure et la fonction des cellules endothéliales avec l'apparition d'un 

dysfonctionnement endothélial  [74]. 

 

 

    I.1.2.6. Le VEGF-A 
 
       Il est bien établi que les facteurs de risque de maladie cardiovasculaire sont associés à la 

dysfonction endothéliale. Le VEGF-A a été reconnu comme étant un facteur de croissance 

majeur  spécifique de la cellule endothéliale. Il s’agit d’une glycoprotéine dimérique 

essentielle pour les processus angiogéniques dans les conditions normales ou pathologiques, 

tels que la vascularisation des tumeurs [76, 77]. L’angiogenèse  physiologique a lieu pendant 

le développement du fœtus et, chez l'adulte, lors de la croissance osseuse, la grossesse et la 

cicatrisation ainsi que dans des contextes inflammatoires, de greffe tissulaire ou d'ischémie 

[78]. Les vaisseaux sanguins sont nécessaires pour une croissance tissulaire et une 

régénération normales mais des anomalies de l’angiogenèses sont associées à diverses 

maladies. Un développement vasculaire insuffisant conduit à des MCV (infarctus du 

myocarde), des pathologies ulcéreux et neurodégénératifs, alors qu'une angiogenèse accrue est 

observée dans des maladies inflammatoires et le cancer [79]. Plus particulièrement pour le 

cancer, l’angiogenèse représente un besoin fondamental pour la croissance d'une tumeur car 

celle-ci doit recevoir un apport d'oxygène et de nutriments au fur et à mesure qu'elle se 

développe [80]. Il a été démontré chez l'homme que jusqu’à 60 % de tumeurs expriment le 

gène du VEGF-A [81]. En raison de son rôle primordial dans l’angiogenèse, le VEGF-A a été 

largement étudié et de ce fait associé à diverses maladies telles que celles citées 

précédemment. Une mise en application intéressante des études sur le VEGF-A dans la 
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stratégie de lutte contre le cancer est la production d'inhibiteurs du VEGF-A. Cependant, 

l'absence de réponse de certains types de cancers soulève encore la question du mode d'action 

du VEGF-A. De plus, des effets indésirables importants ont été observés lors des traitements 

anti-VEGF et incluent des effets cardiaques sévères tels que l'hypertension, l'ischémie 

cardiaque, des événements thromboemboliques artériels (p. ex. l'infarctus du myocarde et 

l'infarctus cérébral) et l'altération de la fonction ventriculaire gauche. Même si les 

mécanismes sous-jacents aux effets cardiaques indésirables de ces traitements ne sont pas 

encore bien compris, ces observations renforcent encore plus le lien entre le VEGF-A et les 

MCV [78].  

      Les traitements par le VEGF-A ont fait l'objet de plusieurs essais cliniques randomisés, 

notamment chez les patients souffrant de coronaropathies, mais avec peu de résultats cliniques 

[82]. Des taux de VEGF-A plus élevés ont été observés chez les patients souffrant de 

pathologies vasculaires, mais il n'est toujours pas clair si cette sur-régulation du VEGF-A 

correspond à une adaptation à l'ischémie ou est impliquée dans la survenue de ces maladies 

[23, 83-89]. De la même manière, le rôle du VEGF-A dans le processus d'athérosclérose est 

contradictoire. Dans des études in vitro et chez l'animal, il a été établi que le VEGF-A 

favorise la néovascularisation et a un effet proinflammatoire, ce qui conduit à une progression 

de l'athérosclérose et à l'instabilité de la plaque [90-95]. À l'inverse, les résultats des essais 

cliniques avec du VEGF-A chez l’homme [82] et des expériences de thérapie génique chez 

l'animal [96, 97], ne sont pas concluants quant à un effet positif du VEGF-A sur la 

progression de l'athérosclérose. Il semblerait donc que la relation entre le VEG-A F et les 

MCV soit complexe, d'une part à cause de la complexité de ces maladies polygéniques et 

d'autre part en raison des effets pléiotropiques du VEGF-A. 

 

   I.2. La composante génétique des maladies cardiovasculaires 
 

     La physiopathologie des MCV est donc extrêmement complexe et implique plusieurs 

facteurs de risque bien documentés, notamment : l’âge, le sexe, l’hypertension, 

l’hyperlipidémie, les antécédents familiaux, le diabète, dont ou encore méconnus. Ces facteurs 

n’expliquent qu’une partie seulement de l’incidence des MCV, et d’autres facteurs font 

intervenir des  composantes génétiques très complexes dans des interactions gène-gène et 

gène- environnement  impliquées dans le développement des pathologies multifactorielles en 
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général et cardiovasculaires en particulier (Figure 5). La physiopathologie cardiovasculaire 

comporte une grande partie d’héritabilité (Tableau 5).  

 

 

 

    

 
 

 

Figure 5 : Modèle d’interactions gène-gène-environnement impliquées dans la 

physiopathologie des maladies cardiovasculaires 
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Tableau  5: Estimation de l’héritabilité génétique des accidents vasculaires cérébraux, des 

affections coronariennes et des principaux facteurs de risque cardiovasculaire.  
Traits Héritabilité Références 
Diabète de type 2 
Glycémie 
Insulinémie 

24-85% Poulsen et al. 1999[98] 
Hanson et al. 2001[99] 
McQueen et al. 2003[100] 
Mills et al. 2004[101] 
Souren et al. 2007[102] 

Syndrome métabolique        38-61% McQueen et al. 2003[100] 
Bayoumi et al. 2007[103] 

Obésité 
IMC 

31-94% O'Connell et al. 1988[104] 
Brown et al. 2003[105] 
McQueen et al. 2003[100] 
Mills et al. 2004[101] 
Souren et al. 2007[102] 

Hypertension 
Pression artérielle 

17-49% Brown et al. 2003[105] 
McQueen et al. 2003[100] 
Mills et al. 2004[101] 

Cholestérol total 32-75% O'Connell et al. 1988[104] 
Heller et al. 1993[106] 
Mills et al. 2004[101] 
Souren et al. 2007[102] 

Triglycérides 28-72% Heller et al. 1993[106] 
McQueen et al. 2003[100] 
Mills et al. 2004[101] 

LDL-cholestérol 43-78% O'Connell et al. 1988[104] 
Mills et al. 2004[101] 
Souren et al. 2007[102] 

HDL-cholestérol       42-79% O'Connell et al. 1988[104] 
Heller et al. 1993[106] 
McQueen et al. 2003[100] 
Mills et al. 2004[101] 
Souren et al. 2007[102] 

Apolipoprotéine B       51-78% Heller et al. 1993[106] 
Homocystéine 0-66% Reed et al. 1991[107] 

Berg et al. 1992[108] 
Cesari et al. 2000[109] 
Siva et al. 2007[110] 
Bathum et al. 2007[111] 
Nilsson et al. 2009[112] 

FVII 38-40% Freeman et al. 2002[113] 
Vossen et al. 2007[114] 

PAI-1 28% Freeman et al. 2002[113] 
Affections coronariennes 
Athérosclérose 

5-84% Zdravkovic et al. 2002[115] 
Fischer et al. 2005[116] 
Wienke et al. 2005[117] 
Cassidy-Bushrow et al. 2007[118] 

Accidents vasculaires cérébraux 17-32% Bak et al. 2002[119] 
 

Après une vingtaine d’années focalisés sur l’étude de gènes candidats susceptibles d’expliquer 

l’héritabilité génétique des facteurs de risque cardiovasculaire, depuis 2007, des études 
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d’association pangénomique ou genome-wide association studies (GWAS) utilisent des cartes 

denses de polymorphismes génétiques ponctuels (SNPs) ou Single nucleotide polymorphisms 

localisés sur l’ensemble du génome humain (sauf le chromosome Y) afin de rechercher des 

associations entre ces différents variants génétiques et le phénotype étudié. Contrairement à 

l’approche gène candidat qui cible un ensemble de gènes potentiels, les GWAS investiguent 

une grande partie du génome sans aucun a priori sur l’identité des gènes impliqués. Cette 

approche présente l'avantage de permettre la découverte de nouvelles connaissances sur les 

SNPs causaux non identifiés auparavant. Le concept des GWAS est basé sur l’idée suivante : 

‘une maladie commune, des variants génétiques communs’, ce qui implique que les maladies 

complexes communes sont gouvernées par plusieurs SNPs présents chez plus de 1-5% de la 

population étudiée. Le nombre de SNPs que nous pouvons étudier simultanément grâce à des 

puces d’ADN a rapidement augmenté ces dernières années et, actuellement, un million de 

SNPs sont génotypés simultanément dans les GWAS. Ainsi, les GWAS ont permis un grand 

pas en avant par rapport aux études de liaison génétiques, car elles ont été conduites sur des 

milliers d’individus ethniquement homogènes, en identifiant des centaines de milliers de 

SNPs à la fois. Quant aux GWAS, une valeur de P inférieure à 0,05 (seuil habituellement 

utilisé en statistique) entre un SNP et un trait testé, ne suffit pas pour être considérée comme 

significative. Celle-ci doit avoir une valeur inférieure au seuil Bonferoni, et donc P value 

5x10-8. 

 

I.3. Les systèmes biologiques, les interactions  gène x gène x 
environnement  et les études de fonctionnalité dans les MCV 

 

     Avec le séquençage du génome, le défi des sciences biomédicales actuelles est maintenant 

d’enquêter et de décrire la fonction biologique des gènes individuels, des voies de 

transmission, et plus généralement, des réseaux biologiques menant à des phénotypes 

complexes, incluant des maladies humaines communes. L’identification de gènes pour des 

maladies communes a été largement accélérée ces dernières décennies. Avec l’accès au 

séquence complet du génome et ce, pour une grande diversité d’espèces, des cartes à large 

spectre d’haplotype, des technologies capables de dépister des polymorphismes génétiques et 

une activité génétique sans précédent, ainsi que la disponibilité de cohortes humaines bien 

caractérisées, l’identification des gènes expliquant un risque non négligeable pour un certain 

nombre de maladies communes humaines a été réalisable [120]. Des exemples éminents sont 
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le TCF7L2, une maladie de grande importance dont le gène a comme forme commune le T2D 

[121, 122]; INSIG2, un gène relatif au gène de l’obésité pouvant potentiellement expliquer les 

4% de l’IMC dans la population humaine [123] et l’ALOX5, un gène identifié dans les 

populations humaines et animales qui prédispose à un certain nombre de traits pouvant induire 

une maladie dont l’athérosclérose [124], un anévrisme aortique dépendant de 

l’hyperlipidémie, l’obésité et les phénotypes des os [120]. Bien que les exemples mentionnés 

représentent seulement un faible taux d’enquêtes effectuées ces dernières années, ils 

expliquent comment l’exploitation à large spectre, grâce à de nouvelles technologies 

génétiques et fonctionnelles, tout cela ajouté à une population humaine et animale bien 

caractérisée, peut nous guider directement vers l’identification d’éléments clefs de la maladie.   

Cependant, malgré l’identification d’un grand nombre de gènes prédisposant à des facteurs de 

risque, les progrès sur la découverte des mécanismes par lesquels ces gènes engendrent la 

maladie sont plus lents. Même dans les cas où les gènes sont mis en cause comme 

responsables de la maladie et ce par le biais d’un processus bien connu.  

Bien que la physiologie des maladies telles que l’athérosclérose commence à être mieux 

comprise, l’immensité du réseau des interactions moléculaires à l’intérieur des cellules et des 

tissus liée à la maladie n’a pas encore été totalement exploitée. Le schéma 2 montre qu’il y  a 

une diversité de réseaux moléculaires fonctionnant dans n’importe quel type de tissu, y 

compris des réseaux génomique, des réseaux de codage et de non codage des ARN, 

l’interaction des réseaux concernant les protéines, l’état du réseau des protéines, le  

signalement des réseaux, et des réseaux de métabolites. En plus, ces réseaux n’agissent pas de 

façon indépendante à l’intérieur de chaque cellule, mais ils interagissent les uns avec les 

autres vers une forme complexe. Il existe des réseaux moléculaires géants à l’intérieur et entre  

lesquels les cellules régulent l’activité des différents tissus, et même toute signalisation entre 

les tissus. Les variations de l’ADN et de l’environnement mènent à des modifications de ces 

réseaux moléculaires qui, à leur tour, induisent des procédés physiologiques compliqués qui 

peuvent se manifester comme une maladie [120].  

Il est communément admis que le développement de la plupart des maladies courantes chez 

l'homme peut être expliqué par des facteurs génétiques et environnementaux, ainsi que les 

interactions entre ces facteurs [125]. Les interactions gène x environnement (GxE) sont 

considérées comme des éléments clés contrôlant la physiopathologie cardiovasculaire. 

L’intégration gène × environnement dans les GWAS pourrait aider à mettre en évidence de 
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nouveaux loci modifiant le risque cardiovasculaire. Cette stratégie nécessite la mise en place 

de grands consortiums. Au-delà des difficultés habituelles soulevées par les GWAS, une étude 

GWAS-GxE doit essentiellement prendre en compte la taille de l'échantillon, l’évaluation et 

l’hétérogénéité de l'exposition. Ainsi, les GWAS-GxE nécessitent de très larges populations. 

Bien que difficile, l’étude des interactions GxE nous aiderait à mieux comprendre les résultats 

d’associations génétiques contradictoires dus à l'exposition hétérogène. L'analyse de ces 

interactions est limitée lors de la réalisation d'études GWAS [126], par contre des résultats 

intéressants ont été obtenus par le biais d'études gène-candidat [127-129]. 

L’épistasie est définie comme une interaction entre deux ou plusieurs loci. Elle est importante, 

du fait que son existence peut modifier ou même masquer l'effet d'un locus. L’épistasie peut 

également identifier des gènes non trouvés par l’approche consensuelle à locus unique. Ce 

concept a été largement revu par les méthodes paramétriques et non paramétriques qui ont été 

développées au cours de ces dernières années pour détecter ce type d’interactions. Selon la 

littérature, les interactions épistasiques jouent un rôle dans la prédisposition au cancer et aux 

maladies auto-immunes. Cependant, leur investigation à l'échelle génomique (genome-wide 

coverage), y compris l’étude de tous les SNPs imaginables, reste un défi crucial en absence de 

logiciels adaptés et d’une large population.  

De plus, malgré que le génome humain contient un ensemble complet des gènes nécessaires à 

la construction d'un être humain fonctionnel il n'est qu'une source d'information. Pour 

fonctionner, il doit être exprimé. La transcription d’un gène pour produire l'ARN constitue la 

première étape de l'expression génique. Le transcriptome est donc l'ensemble des transcrits 

d'ARN produits par le génome à un moment donné. Contrairement au génome, le 

transcriptome est extrêmement dynamique. La plupart de nos cellules contient un génome 

identique quels que soient le type cellulaire, le stade de développement ou les conditions 

environnementales. Inversement, le transcriptome varie considérablement dans des 

circonstances différentes en raison de différents modèles d'expression génique. L'étude du 

transcriptome est donc une manière globale de regarder les profils d'expression génique dans 

les maladies complexes. 

Un SNP peut modifier l’expression d’un ou plusieurs transcrits conduisant au changement 

d’un phénotype donné. Malgré leurs avantages, les études d’associations SNP-ARNm 

pourront avoir des résultats discordants, ou même contradictoires. L’approche 

transcriptomique apporterait une information intermédiaire entre des gènes et leurs protéines, 
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une étape essentielle pour identifier des cibles physiopathologiques d'intérêt thérapeutique 

dans les MCVs.  

Les cellules mononuclées du sang périphérique (Peripheral Blood Mononuclear Cells – 

PBMCs) sont intéressantes vue grâce à leur accessibilité [130]. De plus, elles interagissent 

avec l'intégralité des organes via la circulation sanguine. Une interaction qui pourrait fournir 

un message des organes non accessibles [130].  

Les PBMCs sont composées de deux types cellulaires, majoritairement des lymphocytes 

(97%), et des monocytes (2,5%) et produisent de très nombreuses cytokines pro-

inflammatoires. L’ensemble de ces observations, font de ce type cellulaire un modèle 

intéressant pour l'étude du rôle de l'inflammation dans les MCVs [130]. 

 

I.4. La famille des VEGF 
 

 I.4.1. La famille des VEGFxxx angiogéniques 
 
       Le VEGF a d'abord été identifié par des équipes indépendantes à la fin des années quatre-

vingt comme un facteur de croissance ou de la perméabilité des cellules endothéliales [131-

137]. Il est principalement impliqué dans l'angiogenèse, la formation de nouveaux vaisseaux 

sanguins à partir de vaisseaux pré-existants, dans des situations physiologiques comme la 

grossesse, la cicatrisation mais aussi dans plusieurs pathologies comme la rétinopathie 

diabétique, la polyarthrite rhumatoïde, les MCV et le cancer. Le VEGF appartient à une 

famille de facteurs de croissance de cellules endothéliales vasculaires et lymphatiques qui 

comprennent VEGF B, C, D et le facteur de croissance placentaire (PIGF) (Tableau 6). Le 

VEGF exerce son action par la stimulation des récepteurs de la tyrosine kinase du VEGF qui 

incluent les récepteurs 1 et 2 (VEGFR1 et VEGFR2) et le co-récepteur neuropiline. Celui-ci 

est dépourvu d'activité enzymatique intrinsèque. La liaison du VEGF à ses récepteurs stimule 

les voies RAS / RAF / MEK / ERK et PI3 kinase / AKT / mTOR qui sont impliquées dans la 

prolifération cellulaire et la survie. La voie VEGF / VEGFR a différents niveaux de 

complexité en raison des différentes isoformes du VEGF qui peuvent être présentes selon le 

type de cellule et de la situation physiologique / pathologique. L’angiogenèse dépend du 

VEGF (le VEGF produit par des cellules épithéliales ou des cellules stromales stimulent les 

cellules endotheliales pour promouvoir l'angiogenèse). Cela génère des boucles autocrines qui 

induisent une production supplémentaire de VEGF. Enfin, les isoformes d'épissage 
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spécifiques de VEGF peuvent ralentir l'angiogenèse [138]. Ainsi, à partir d'un seul gène, les 

différents variants du VEGF jouent un rôle clé dans la régulation de l'équilibre angiogénique. 

Tableau 6: Localisation chromosomique, taille majeure d’ARNm et la taille des protéines des 

membres de la famille du VEGF. 

Gènes Localisation 

chromosomique 

Taille majeure 

d’ARNm (kb) 

La taille des protéines 

majeures (kDa) 

VEGF-A 6p23.1 3.7, 4.5 21 

VEGF-B 11q13 1.4 21, 30 

VEGF-C 4q34 2.4 20-21 

VEGF-D Xp22.31 2.2 20-21 

PIGF 14q24 1.7, 1.2 38, 30 

 

     I.4.1.1. Le VEGF-A 
 
       Le VEGF-A (également dénommé VEGF) a été identifié par Senger et al., en tant que 

facteur de perméabilité vasculaire sécrété par les cellules tumorales [133]. Il est le mieux 

caractérisé et le plus étudié des membres de la famille du VEGF. Il s’agit d'une cytokine avec 

une importance critique dans l'angiogenèse à la fois normale et associé à une tumeur [139]. Le 

gène du VEGF, qui est situé sur le bras court du chromosome 6, se compose de huit exons et 

est transcrit de façon différentielle par épissage pour donner quatre isoformes matures 

(VEGF-A121, VEGF-A165, VEGF-A189 et VEGF-A206) (Figure 6) [140]. La désignation 

numérique des isoformes désigne le nombre d'acides aminés dans la molécule. En outre, 

certaines isoformes moins fréquemment exprimées ont été identifiés (VEGF-A145 et VEGF-

A183) [141]. Le VEGF-A165 est l'isoforme dominante, il est sur-exprimé dans une variété de 

tumeurs solides. Récemment, il a été montré que le VEGF-A165 pouvait être un indicateur 

biologique important du caractère invasif de récidive postopératoire du carcinome 

hépatocellulaire. Le VEGF-A189 est considéré comme le plus puissant de la vascularisation 

dans différents cancers [142]. Le VEGF-A exerce son effet biologique par interaction avec 

des récepteurs de surface cellulaire. Ces récepteurs sont transmembranaires comprennent le 

VEGFR-1 (VEGFR-1, Flt-1), un récepteur (récepteur d'insertion de kinase domain containing 

/ Flk-1) et le VEGFR-2, sélectivement exprimé sur des cellules endothéliales vasculaires, et 

les récepteurs de la neuropiline (NP-1 et NP-2), exprimés sur l'endothélium vasculaire et les 

neurones. Le VEGF-A est la protéine pro-angiogénique la plus puissante décrit à ce jour. Il 



47 
 

induit la prolifération, la germination et la formation du tube de cellules endothéliales [77]. 

C’est également un facteur de survie puissant pour les cellules endothéliales et a été associé à 

une induction de l'expression de protéines anti-apoptotiques dans ces cellules [143, 144].  Le 

VEGF-A provoque également une induction de la vasodilatation par l'oxyde nitrique synthase 

endothéliale et donc une augmentation de la production d'oxyde nitrique [145]. De 

nombreuses cytokines, y compris le facteur de croissance dérivé des plaquettes, le facteur de 

croissance des fibroblastes, le facteur de croissance épidermique et de facteurs de croissance 

de transformation induisent l'expression de VEGF-A dans les cellules [146, 147]. 

 
Figure 6 : Structure des principaux variants d’épissage du VEGF-A chez l’homme [147]. 

 

     I.4.1.2. Le VEGF-B 
 

      Le gène VEGF-B humain s’étend sur environ 4000 pb, contient huit exons et six introns, 

et est situé sur le chromosome 11, bande q13 [148, 149]. Le VEGF-B est à l’origine de deux 

formes de polypeptides, VEGF-B167 et VEGF-B186 par l'épissage alternatif. La région du 

promoteur de VEGF-B contient des différences importantes par rapport à celles de VEGF-A, 

et ceux-ci sont susceptibles d'expliquer les différences de régulation par des stimuli 

physiologiques [150]. Le promoteur du VEGF-B contient Egr-1, mais il lui manque les sites 

inductibles par l'hypoxie du facteur-1 et AP-1 présent dans le promoteur du VEGF-A. En 

conséquence, l'hypoxie [151], ce qui peut induire l'expression du VEGF-A, ne semble pas 
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réglementer les niveaux de VEGF-B. À ce jour, les mécanismes moléculaires qui régulent 

l'expression de VEGF-B ne sont encore pas clairs. VEGF-B se lie à VEGFR-1, mais pas le 

VEGFR-2 ou le VEGFR-3, et l'activation de ce récepteur induit un signal mitogène pour les 

cellules endothéliales pauvres qui suggère que le VEGF-B est un mitogène des cellules 

endothéliales inefficaces [152]. Le VEGF-B167 et Le VEGF-B186 diffèrent dans la séquence et 

la longueur de la partie C-terminale de la molécule, les deux isoformes VEGF-B167 et VEGF-

B186 contiennent un acide aminé identique 116 de la région N-terminale de la protéine mature. 

Cette région N-terminale contenant le domaine de liaison au récepteur du VEGF-B [153], est 

homologue aux régions correspondantes de VEGF-A et PlGF [154, 155]. Les régions 

distinctes C-terminales de VEGF-B167 et VEGF-B186 ont des propriétés différentes qui 

affectent la répartition de VEGF-B dans le corps. Le VEGF-B167 dispose domaine d'un C-

terminal de liaison à l'héparine, ainsi il s’associe avec de l'héparine à la surface cellulaire 

associée comme glycosaminoglycanes qui aident à ancrer cette isoforme dans la matrice 

extracellulaire [156]. En revanche, la région C-terminale du VEGF-B186 ne lie pas l'héparine, 

elle est donc susceptible de circuler librement [156]. Plusieurs éléments de preuve indiquent 

que le VEGF-B peut moduler la prolifération cellulaire et la croissance des vaisseaux. Le 

milieu conditionné provenant des cellules transfectées exprimant le VEGF-B stimule la 

synthèse d'ADN dans les cellules endothéliales [156]. Les niveaux de VEGF-B augmentent à 

la fois au cours du développement et après la naissance, en corrélation étroite avec la 

progression de l'angiogenèse cardiaque [157]. 

 

     I.4.1.3. Le VEGF-C 
 

      Le VEGF-C fait partie du facteur de croissance dérivé des plaquettes, il est un ligand pour 

le VEGFR-2 et le VEGFR-3 [158]. Le VEGF-C est produit sous forme d'une protéine 

précurseur, [158, 159]. Le VEGFR-3 sécrète 31/29 kDa de sous-unités de VEGF-C de liaison 

liées ensemble par des ponts disulfures, mais le facteur est en outre protéolysé dans 

l'environnement extracellulaire par la plasmine et d'autres protéases pour produire une 

protéine homodimère lié non disulfure de 21 kDa avec une forte affinité à la fois pour 

VEGFR-2 et VEGFR-3. La forme mature de VEGF-C induit la mitogenèse, la migration et le 

survie des cellules endothéliales [160]. Au cours du développement, le VEGF-C est exprimé 

avec son récepteur VEGFR-3 principalement dans les régions où les vaisseaux lymphatiques 

se développent [161, 162]. Le VEGF-C est également chimiotactique pour les macrophages, 
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et son récepteur VEGFR-3 est exprimé par une fraction de monocytes de sang périphérique et 

les macrophages tissulaires activés [160, 163]. L'expression diminue ensuite dans la plupart 

des tissus, mais reste élevée dans les ganglions lymphatiques [164]. La transcription de 

l'ARNm du VEGF-C a été induite en cellules endothéliales en réponse à des cytokines pro-

inflammatoires (interleukine-1beta). La régulation de la transcription de l'ARNm du VEGF-C 

par ces cytokines indique que le VEGF-C pourrait réguler la fonction des vaisseaux 

lymphatiques pendant une inflammation, ce qui reflète le rôle du système vasculaire 

lymphatique dans le contrôle de la fonction immunitaire et le trafic des leucocytes. Le 

promoteur du gène VEGF-C a été trouvé pour contenir des sites putatifs de liaison de NF-kB 

[165]. La présence de sites NF-kB dans le gène VEGF-C indique que NF-kB peut être 

impliquée dans l'induction de l'ARNm du VEGF-C du facteur de nécrose tumorale-α et de 

l'interleukine [166]. 

 

       I.4.1.4. Le VEGF-D 
 
        Le VEGF-D humain est traité dans son extrémité N-terminale et C-terminale. La forme 

mature se lie et active le VEGFR-2 et le VEGFR-3, elle est mitogène pour les cellules 

endothéliales et angiogéniques ainsi que lymphangiogénique in vivo [167]. Le VEGF-D est 

étroitement lié au VEGF-C en raison de la présence unique d’extensions N- et C-terminales 

que d'autres membres de la famille du VEGF. VEGFD stimule la croissance de cellules 

endothéliales vasculaires et lymphatiques par la signalisation par les récepteurs de la tyrosine 

kinase KDR (VEGFR-2) et Flt-4 (VEGFR-3) [168]. Il a été récemment montré que le 

développement vasculaire entraîné par hypoxie nécessite l'activité de VEGF-D. VEGF-D est 

présent dans la plupart des tissus humains, le plus abondamment dans les poumons et la peau 

au cours de l'embryogenèse. Le VEGF-D est exprimé par de nombreux types de tumeurs et il 

a son rôle dans l'angiogenèse tumorale et la lymphangiogenèse dans le mélanome [169], le 

cancer du pancréas, de l'œsophage carcinome à cellules squameuses, le cancer du sein et les 

cancers du poumon a été proposé [170]. 
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 I.4.1.5. Le VEGF-E 
 

       Le VEGF-E est un autre membre de la famille des VEGF. C’est le moins étudié des 

facteurs. Le membre VEGF-E montrent 20% à 25% d'identité d'acides aminés avec le VEGF-

A. Une nouvelle isoforme de VEGF-E est le VEGF-ENZ-7 qui est codée par le génome du 

virus Orf [171]. Le VEGF-E se lie spécifiquement à haute affinité et active le VEGFR-2 qui 

entraîne l'autophosphorylation du récepteur et de l'élévation de la concentration de Ca2 + libre 

intracellulaire. Le VEGF-E est un facteur angiogénique puissant et certaines données 

indiquent fortement que l'activation du VEGFR-2 seul ne peut pas efficacement stimuler 

l'angiogenèse [172]. Deux autres membres de la famille du VEGF-E: VEGF-E-ENZ-2 et 

VEGF-ED1701 ont également été isolés, à la fois avec essentiellement la même activité que 

celle de VEGF-ENZ-7. Une caractéristique importante du VEGF-ENZ-7 est sa très forte 

affinité pour le VEGFR-2, malgré une faible homologie d'acides aminés avec VEGF-A. Kiba 

et al. Ont trouvé que la coopération entre la boucle-1 et la boucle-3 du VEGF-E ou duVEGF-

A est importante pour la structure tertiaire appropriée nécessaire pour la liaison à VEGFR-2 

[173]. 

 

     I.4.1.6. Le facteur de croissance placentaire (PlGF). 
 

       Le PlGF a été découvert dans le placenta. Le PlGF est exprimé dans le placenta, le cœur 

et les poumons. Les homodimères PIGF se lient au VEGFR-1 et au NP-1, tandis que l’ 

hétérodimérisation de PlGF avec le VEGF-A peut également se produire. L'activation de 

VEGFR-1, soit par PlGF soit par VEGF-A induisent différents profils d'expression génique et 

la phosphorylation de résidus de tyrosine distinctes dans le domaine tyrosine kinase de 

VEGFR-1 [174], tandis que l'administration combinée de ces facteurs améliore l'angiogenèse 

conduite par le VEGF. Quatre isoformes humaines de PIGF (PlGF-1, -2, -3 et -4) ont été 

rapportés jusqu'ici, et ils diffèrent en taille et en affinité de liaison. Seulement PIGF-2 se lie 

aux protéoglycanes héparane sulfate [175]. La perte de PlGF affecte l'angiogenèse, la 

croissance durant l'ischémie, la cicatrisation des plaies, l'inflammation et le cancer [176]. 

L’augmentation de PIGF a été trouvée dans plusieurs conditions associée à l'angiogenèse 

pathologique. La surexpression de PlGF dans la peau de souris transgéniques aboutit à une 
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augmentation significative du nombre et la taille des vaisseaux sanguins de la peau ainsi que 

dans une meilleure perméabilité vasculaire [177, 178]. Inversement, la carence en PlGF a 

entraîné une diminution de la réponse inflammatoire et abrégée, avec une réduction de 

l'angiogenèse inflammatoire et la formation d'œdème [177, 178]. 

 

 

   I.4.2. Les récepteurs du VEGF 
 

     I.4.2.1. Le VEGFR-1 
 

Le VEGFR1, également appelé FLT-1 (fms-like tyrosyl kinase-1) se lie au VEGF, au PlGF, et 

au VEGF-B (Figure 7) [179, 180]. Il a un poids moléculaire d'environ 210 kDa et a des 

fonctions variables qui dépendent du stade de développement et de l'emplacement des cellules 

endothéliales qui produisent le récepteur [181]. Peters et al. ont utilisé l’hybridation in situ  

pour montrer que, chez la souris adulte, le VEGFR1 est exprimé dans les cellules 

endothéliales [182]. En outre, le VEGFR1 est exprimé dans les populations de cellules 

embryonnaires. Le VEGFR1 a une plus grande affinité pour le VEGF à VEGFR2 (≈10pM par 

rapport 75-750 PM) [180, 181, 183]. Contrairement au VEGFR2, le VEGFR1 a une faible 

activité tyrosine kinase phosphorylation après la stimulation par le VEGF. L'activation du 

VEGFR1 n'a pas d'effets prolifératifs ou du cytosquelette direct [180]. Cependant, l'activation 

du VEGFR1 est impliquée dans l'expression accrue de l'urokinase de type d'activateur de 

plasminogène et l'inhibiteur-1 d'activateur du plasminogène dans les cellules endothéliales 

[156]. Ces molécules jouent un rôle dans la dégradation de la matrice extracellulaire et la 

migration cellulaire. En outre, le VEGFR1 joue un rôle dans le chimiotactisme des monocytes 

[184]. Le gène VEGFR1 humain, qui contient 30 exons, est situé sur le chromosome 13q12. 

L'épissage alternatif de l'ARNm pré-VEGFR1 produit une isoforme du récepteur soluble 

(sVEGFR1) qui peut se lier à et inhiber l'action du VEGF [185]. Après que le peptide signal 

soit clivé, le sVEGFR1 contient 661 acides aminés correspondant aux six des sept premiers 

domaines extracellulaires d'immunoglobulines. 
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      I.4.2.2. Le VEGFR2 
 

        Le VEGFR2 est plus connu sous le nom de KDR (pour kinase insert domain receptor), et 

il est appelé FLK1 (pour fetal liver kinase 1). Chez l’homme, le gène kdr est situé sur le 

chromosome 4 (4q11-q12). Il se lie à des formes de poids moléculaire plus bas que le VEGF 

(de 110 à 165 résidus d'acides aminés), au VEGF-E, et aux formes entièrement transformées 

de VEGF-C et VEGF-D. le VEGFR2, qui a un poids moléculaire d'environ 210 kDa [180]. Il 

est le médiateur prédominant du VEGF qui stimule la migration des cellules endothéliales, la 

prolifération, la survie et une meilleure perméabilité vasculaire [186, 187]. Bien que le 

VEGFR2 ait une plus faible affinité pour le VEGF que pour le VEGFR1, le VEGFR2 

présente une activité de protéine tyrosine kinase robuste en réponse à ses ligands. Takahashi 

et al. ont démontré que Tyr1175 et Tyr1214 sont les deux principaux sites de phosphorylation 

du VEGFR2 [187]. D’autres sites d'autophosphorylation de la tyrosine comprennent les 

résidus 951, 1054, et 1059 [188-190]. 

 

      I.4.2.3. Le VEGFR3 
 

        Le VEGFR3, également appelé FLT4 (pour fms-related tyrosine kinase 4), est codé par 

le gène flt4 porté par le chromosome 5 (5q35.3). Le VEGFR3, qui a un poids moléculaire 

d'environ 170 kDa, est le troisième membre de cette famille de récepteurs [191, 192]. Le 

VEGFR3 joue un rôle clé dans le remodelage du plexus capillaire primaire dans l'embryon et 

contribue à l'angiogenèse et la lymphangiogenèse chez l'adulte. Ce récepteur se produit dans 

les cellules endothéliales vasculaires embryonnaires où sa production diminue au cours du 

développement, elle est ensuite limitée aux vaisseaux lymphatiques après leur formation 

[193]. L'inactivation des mutations dans la boucle catalytique du domaine kinase de VEGFR3 

plomb à lymphœdème héréditaire humaine (maladie de Milroy) est caractérisée par un 

gonflement chronique et défigurant des extrémités en raison de vaisseaux lymphatiques 

cutanées défectueux. Le VEGFR3 est le seul récepteur du VEGF pour lesquelles des 

mutations naturelles ont été trouvées [194]. Le VEGFR3 est soumis à un clivage protéolytique 

dans le sixième domaine d'immunoglobuline; les deux composantes de la chaîne d'origine 

restent liées par un pont disulfure [191]. L'hypoxie augmente l'expression du VEGFR3 dans la 

différenciation des cellules souches embryonnaires en culture [194]. 
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Figure 7 : La famille du VEGF et ses récepteurs.  

 

  I.4.3. La famille des VEGFxxxb  
 

I.4.3.1. La découverte et l'expression dans des conditions 
physiologiques normales 

 
          Le niveau de complexité de la biologie du VEGF-A a été renforcé par la découverte 

d'un nouveau variant du VEGF-A, dans lequel les deux sous-exons 8a et 8b ont été épissés 

alternativement (Figure 8) [195] . Ces nouvelles isoformes ont été nommés VEGFxxxb (XXX 

est le nombre d'acides aminés présents dans les protéines, tel que décrit ci-dessus, le VEGF-

A165 étant la plus représentée). Actuellement, la forme VEGF-A165b et ses propriétés ont été 

étudiées en particulier. Cependant, en théorie, toutes les isoformes de l'ARNm du VEGF pro-

angiogéniques pourraient avoir un exon alternatif 8b dans leur extrémité 3 ', mais à ce jour 

seules les isoformes VEGF-A121b, VEGF-A165b, VEGF-A145b, et VEGF-A189b ont été décrites 

comme ayant cette addition [196]. Cet événement d'épissage modifie la partie C-terminale de 

la protéine VEGF de CDKPRR (VEGFxxx) à SLTRKD (VEGFxxxb). La cystéine 160 dans 
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la partie C-terminale forme une liaison disulfure avec la cystéine 146 de l'exon 7. Ainsi la 

perte dans l'isoforme VEGFxxxb modifie la structure tertiaire de la protéine [197]. La 

modification de la charge globale (RR chargée positivement par rapport à neutre KD) et la 

présence d'un résidu d'arginine à la place d'une proline participe à la structure générale de ce 

domaine C-terminal. 

Lorsque l'on considère la présence de ces nouvelles isoformes du VEGF-A, de nombreuses 

publications doivent être considérées avec prudence et de nouvelles études chez l'homme 

devraient aborder le rôle du VEGF et du VEGFxxxb en parallèle. Les anticorps spécifiques 

dirigés contre ces dernières isoformes sont des outils précieux pour de telles études [198]. 

Dans la plupart des tissus normaux non angiogéniques, le VEGFxxxb constitue 50% ou plus 

du VEGF total exprimé alors que dans les tissus non angiogéniques le VEGFxxxb représente 

une faible proportion [80, 199]. Dans les cellules non cancéreuses primaires, les isoformes du 

VEGFxxxb sont également exprimées de manière significative [198, 200]. Lorsque l'on 

considère cette observation frappante, Les isoformes du VEGFxxxb ont été suggérées comme 

étant anti-angiogénique. Un argument fort en faveur de cette hypothèse est venu d'un modèle 

de souris transgénique exprimant VEGF-A165b dans la glande mammaire. La surexpression de 

ces formes a considérablement diminué le développement des vaisseaux sanguins, la 

couverture alvéolaire l’altération du coussinet adipeux, et la production de lait 

significativement réduite [201]. 

 

 
Figure 8 : Représentation du gène du VEGF et les deux sous-exons 8a et 8b [195].    

 

I.4.3.2. Le VEGFxxxb dans des conditions pathologiques: 
la régulation ou la surexpression 

 
        Selon Bates et al., les isoformes du VEGFxxxb ont été identifiées grâce au hasard dans le 

rein où elles ont montré une régulation négative dans le tissu tumoral par rapport à la 

contrepartie normale (Figure 9) [195]. Une telle régulation à la baisse a été confirmée dans 
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différents types de cancer, y compris la prostate et les cancers du côlon, et le mélanome [202, 

203]. 

Les isoformes du VEGFxxxb sont également l’objet d’une régulation négative dans les 

pathologies avec l'angiogenèse exacerbée, y compris la rétinopathie diabétique, la pré-

éclampsie [204, 205] et le syndrome de Denys-Drash [206]. Dans le syndrome de Denys-

Drash le VEGF-A165b est réduit en raison d'un manque de WT1 à médiation de la répression 

transcriptionnelle du facteur d’épissage Kinase (SRPK1) [207]. En revanche, le VEGFxxxb a 

un rôle de la régulation négative dans des conditions de conduite avec facultés angiogenèse, y 

compris un modèle de rat du glaucome [208] et chez les patients atteints de sclérose 

systémique [209]. L’expression du VEGFxxxb a été régulée à la baisse après stimulation des 

cellules épithéliales de la rétine ou de rein primaires avec le facteur de croissance insulinique, 

le PDGF, il est facteur de nécrose tumorale-alpha et a une régulation négative après 

stimulation par le facteur de croissance transformant bêta. Une telle régulation est médiée par 

modulation de l'activité des facteurs d'épissage ASF / SF2, SRp40 et SRp55 par les kinases 

SRPK, CLK et p38 MAP kinase [200]. 

 

Figure 9 : Représentation les isoformes du VEGFxxx 

et VEGFxxxb par les deux sous-exons 8a et 8b [195]    
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I.4.3.3. Le mécanisme d'action du VEGFxxxb 
 

       Le VEGF165b peut déplacer le 125I-VEGF165 pour se lier aux cellules HUVEC avec la 

même affinité que le VEGF-A165 [203]. Par conséquent, le VEGF-A165b peut être considéré 

comme un inhibiteur compétitif de VEGF-A165. Le VEGF-A165b se lie au VEGFR1 et au 

VEGFR2, mais pas au co-récepteur du VEGFR2 NP-1 [210]. Cependant, le VEGF-A165b est 

considérablement moins efficace que le VEGF-A165 pour induire la phosphorylation du site 

régulateur positif Y1052, ce qui est essentiel pour VEGFR2 dépendant de l'angiogenèse [211]. 

La capacité inférieure du VEGF-A165b à induire la phosphorylation de VEGFR2 Y1052 est 

due à son incapacité à induire la rotation optimale du domaine intracellulaire du récepteur. Par 

conséquent, l'autophosphorylation du récepteur suivant sa dimérisation de liaison à un ligand 

est considérablement réduite [212]. Y1052 réduit la phosphorylation et induit une inactivation 

rapide des domaines de kinase du récepteur d'où une faible activation du RAS / RAF / MEK / 

ERK et PI3 kinase / AKT / mTOR voies de signalisation. Malgré le rôle de VEGF-A165b 

comme un antagoniste de VEGF-A165, il a été montré que VEGF-A165b et VEGF-A121b 

peuvent stimuler la prolifération des cellules endothéliales et l'activation d’ERK ultérieure, 

même s’il était moins puissant que celle induite par le VEGF-A165. Ainsi les formes 

VEGFxxxb ne sont pas anti-angiogéniques mais faiblement angiogénique du VEGF [213]. 
 

     I.4.4. Régulation de l’expression du VEGF-A 
  

       La présence du VEGF-A peut être mise en valeur par des facteurs environnementaux tels 

que l’hypoxie, l’acidose, le stress oxydatif et la production irrégulière de plusieurs facteurs de 

croissance, la cytokine tels que  la croissance du facteur de l’insuline, le facteur-1, le facteur 

de croissance des hépatocytes, le facteur de croissance fibroblastique, la croissance 

épidermique, le facteur de croissance vasculaire endothélial, le facteur de croissance des 

plaquettes sanguines [214]. Beaucoup d’autres stimuli peuvent moduler la présence du 

VEGF-A, y compris des chélations ferriques, un dysfonctionnement en  glucose, les 

prostaglandines, un sérum contre la famine, des rayonnements ionisants et des rayons 

ultraviolets. Il devrait être mentionné  que le VEGF-A induit par ces signaux  peut agir non 

pas comme un facteur angiogénique mais plutôt comme un élément de survie pour des 

vaisseaux préexistant et des cellules endothéliales [214].  
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    I.4.4.1. Par l’hypoxie 
 

       En réponse à l'hypoxie (diminution de la pO2), les eucaryotes supérieurs ont développé 

des mécanismes coordonnés, tant au niveau de transcription et de traduction, pour faire face à 

ce stress. La transcription de gènes contrôlant la glycolyse, le transport du glucose, la survie et 

la mort cellulaire, l'angiogenèse et l'érythropoïèse, sont activées par le facteur hypoxia-

inducible factor (HIF) pour faciliter la survie des cellules et restaurer homéostasie de l’O2 

[215]. Fait intéressant, l'hypoxie, via l'activation de HIF-1, est un acteur majeur de 

l'expression de VEGF-A, donc des gradients VEGF-A, reflétant les besoins nutritionnels des 

cellules, d'attirer et de guider  des néo-vaisseaux aux zones les plus dépourvues d'oxygène 

dans les tissus. Forsythe et al. [216] ont été les premiers à identifier un élément de réponse à 

l'hypoxie fonctionnelle (HRE hypoxia response element). Dans la région flanquante 5V, deux 

le promoteur du VEGF-A humain, où plus tard l'hétérodimère HIF-1h / HIF-1 ont été trouvée. 

Cependant, une région supplémentaire, en amont du site de liaison de HIF, est essentielle à la 

médiation d'une activation de la transcription complète en réponse à l'hypoxie dans les 

cellules glioblastomes. Toutes les conditions connues pour activer HIF-1 auront un impact sur 

l'expression de VEGF-A. L’hypoxie active HIF-1 par la stabilisation de la sous-unité limiter, 

HIF-1a. Cette action est déclenchée par l'inhibition de HIF prolyl-4 hydrolysase 2 ou PHD2 

[217], l'enzyme clé impliquée dans l'instabilité de HIF-1a. En outre, ces stimulus majeurs, une 

variété de facteurs de croissance et des cytokines, y compris l'EGF, héréguline, le FGF2, 

l'insuline, IGF-1 et 2 et l'IL-1 augmentent les niveaux de protéine HIF-1 et induit des gènes de 

HIF-1 dépendante dans des conditions non hypoxiques [218].   

 

     I.4.4.2. Les cytokines 
 
      Le facteur de nécrose tumorale-alpha (TNF-a) est une cytokine inflammatoire avec un 

large spectre d'activité biologique, y compris l'angiogenèse. Elle influe sur la formation de 

nouveaux vaisseaux indirectement plutôt que directement par la promotion de la pousse des 

cellules endothéliales et de leur croissance. La libération de molécules angiogéniques (par 

exemple, le bFGF, le PAF, le VEGF-A, et VEGF-C), et la régulation positive des systèmes 

protéolytiques (par exemple, uPA) sont apparemment des événements biologiques déclenchés 

par le TNF-α. En outre, il a été démontré que le TNF-α augmente également la transcription 

du gène VEGFR-2 dans les cellules endothéliales vasculaires et il a été postulé que la 

régulation positive de transcription Sp-1 par le TNF-α entraîne une augmentation de la liaison 



58 
 

de ce facteur à l'Sp -1 site de liaison de la région de promoteur VEGFR-2. Cela expliquerait 

l'augmentation de l’expression de VEGFR-2. TNF-α augmente probablement la transcription 

de la neuropiline-1. L'expression augmentée de la neuropiline-1 et VEGFR-2, après la 

stimulation du TNF-α, représente la migration accrue des cellules endothéliales et la 

stimulation de la cicatrisation des plaies par le VEGF-A165 [151, 219]. 

 

    I.4.5. Les cellules et les tissus sécrétant le VEGF-A  
 
      Le VEGF-A est secrété dans des conditions normales par les cellules endothéliales, les 

plaquettes et les cellules musculaires lisses, macrophages, monocytes, les cellules épithéliales 

pulmonaires, les cellules épithéliales de rein (podocytes), les cellules folliculaires de 

l’hypophyse, les cellules du corps jaune, les cellules souches adipeuses, les cellules de stroma   

adipeuses. Il est aussi secrété dans des conditions anormales par toutes les cellules 

mentionnées et l’épiploon  des adipocytes, les cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien, 

les cellules synoviales et  par plusieurs cellules tumorales in vivo et in vitro. La régulation des 

niveaux du VEGF-A a été observée prenant place à des niveaux transcriptionnels, translationnels, et à des 

niveaux de post-traduction. La régulation transcriptionnelle du VEGF-A a été étudiée de façon 

intensive, à cause des effets des facteurs génétiques et épigénétiques du VEGF-A, induits par la 

régulation de la transcription du gène. L’ARNm du VEGF-A est exprimé dans plusieurs tissus 

humains normaux y compris les poumons, le rein, le foie, le mucus gastrique et à un niveau 

plus faible dans les tissus mammaires [220]. Plusieurs preuves indiquent que les cellules 

mononuclées du sang périphérique humain, les macrophages circulants, les macrophages 

tissulaires (le macrophage péritonéal), les monocytes, les fibroblastes CCD 18, les mastocytes 

et les adipocytes expriment le gène du VEGF-A également [220].  
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I.4.6. Mécanismes moléculaires du VEGF-A et de ses isoformes dans 
l’angiogenèse 

I.4.6.1. Rôle du VEGF-A dans l’angiogenèse  

I.4.6.1.1. Dans l’angiogenèse physiologique 

I.4.6.1.1.1. Dans le développement embryonnaire 
 

       Deux études indépendantes  [221, 222] ont généré une preuve directe pour le rôle joué par 

le VEGF-A dans la vasculogenèse embryonnaire et l'angiogenèse. L'inactivation d'un seul 

allèle de VEGF-A chez la souris conduit à une létalité embryonnaire entre 11 et 12 jours. Les 

embryons hétérozygotes présentent des anomalies diverses du développement (Figure 10), 

associées à des défauts de vascularisation et une forte réduction du nombre de globules 

rouges. Des défauts importants dans le système vasculaire d'autres tissus et organes, y 

compris le placenta et le système nerveux, ont été observés. 

Figure 10. Sac vitellin chez des embryons de souris E10,5 VEGF+/+  ou VEGF +/− (49).  

 

Il n’existe pas de réseau vasculaire apparent chez les embryons hétérozygotes, non viables. 

 

      I.4.6.1.1.2. Chez l’adulte 
 
         D’un point de vue physiologique, pendant la grossesse, le VEGF-A est impliqué dans la 

construction du placenta. Cela vaut la peine de mentionner son rôle en réponse à l’ovulation. 

De même, il a un rôle dominant dans le processus de fracture des os. Brièvement, nous 

discuterons ici du rôle du VEGF-A dans le procédé de guérison des blessures comme une des 
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activités physiologiques tout comme les aspects cliniques importants du VEGF-A et sa 

contribution dans les MCV.  

Il a un rôle dominant dans le processus de guérison des plaies qui commence immédiatement 

après la blessure et est constitué de trois phases: l’inflammation, la prolifération, et la 

maturation. Ces phases agissent avec une interaction compliquée mais bien organisée entre les 

différents tissus et les cellules. La blessure peut détruire les vaisseaux sanguins et créer un 

environnement hypoxique à cause d’une mauvaise perfusion, et cependant fournir un 

environnement approprié pour le facteur de stabilisation de l’hypoxie. Pendant la première 

étape de la blessure, l’hypoxie induit mène à une rapide infiltration des cellules 

inflammatoires y compris les neutrophiles, les mastocytes, les lymphocytes, et les 

macrophages. La formation du tissu de granulation, qui est nécessairement la dernière phase 

de la guérison de la blessure, commence lorsque la blessure date d’environ quatre jours. De 

nombreux nouveaux capillaires dotent le nouveau stroma d’une apparence granuleuse. Les 

macrophages, les fibroblastes, et les cellules endothéliales se déplacent dans l’espace de la 

blessure en même temps. Les macrophages non seulement n’augmentent pas les réponses 

inflammatoires mais également sécrètent le VEGF-A, finalement promouvant l’angiogenèse 

[223].  

I.4.6.1.2. Rôle du VEGF-A dans l'angiogenèse 
pathologique 

 
        Il y a des preuves considérables que le VEGF-A est un facteur majeur de l'angiogenèse 

tumorale. Il existe un vaste ensemble de données démontrant que l'inhibition de l'activité du 

VEGF-A bloque la croissance d'une grande variété de lignées de cellules tumorales dans des 

modèles murins [224-226]. Le VEGF-A est impliqué dans de nombreuses maladies 

inflammatoires, dans les rétinopathies, et dans le cancer du fait de sa capacité à stimuler la 

néo vascularisation. 

Le VEGF-A régule les multiples réactions de stress cellulaire, y compris la survie, la 

prolifération, la migration et la différenciation. Plusieurs études ont montré que le VEGF-A 

pourrait faciliter la régénération des cardiomyocytes et les protéger contre l'apoptose liée à 

l'activation de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3K) et à la régulation de l'expression de 

Bcl-2 [227]. Récemment, Izumiya et al. ont démontré que la séquestration de VEGF-A 

endogène altère l'hypertrophie cardiaque adaptative en réduisant nettement la densité 

capillaire, augmente la fibrose myocardique et régule l’expression du gène du collagène 

[228]. En outre, Zisa et al. ont démontré que l'injection intramusculaire de VEGF-A humain 
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recombinant stimule la régénération des cardiomyocytes, la production de facteurs de 

croissance, et la mobilisation de cellules progénitrices, aboutissant à une atténuation de la 

progression de la maladie et à une réparation robuste du cœur défaillant [229]. 

 

   I.4.6.2. Rôles des isoformes du VEGF-A dans l’angiogenèse 
 
        Le VEGF-A est un paradigme de la régulation des gènes. La diversité de ses isoformes 

démontre que les mécanismes d'épissage sont à l'origine d'une variété de fonctions, selon le 

type de cellules, les tissus, les organes et les conditions physiologiques et pathologiques 

Le rôle des différentes isoformes de VEGF-A a été étudié dans différentes situations 

physiologiques et pathologiques. Toutefois, ces résultats doivent être interprétés avec 

prudence, car la présence d'isoformes spécifiques a été étudiée par analyse par RT-PCR 

spécifique utilisant des amorces spécifiques. Par conséquent, on ne sait pas vraiment si la 

présence de l'ARN est strictement en corrélation avec la présence de la protéine 

correspondante.  

 

   I.4.6.2.1. Dans l’angiogenèse physiologique 
 

     I.4.6.2.1.1. Le VEGF-A121 
 
       Le VEGF-A121 est abondant dans les reins, les poumons et le ligament croisé antérieur 

[230, 231]. C’est un facteur de croissance puissant pour les cellules endothéliales vasculaires. 

Il favorise la perméabilité vasculaire et l'angiogenèse [232]. Environ 50% des souris 

exprimant exclusivement l'isoforme VEGF-A120 (équivalent au VEGF-A121 humain) meurent 

juste après la naissance ou après quelques jours de l'angiogenèse myocardique avec facultés 

affaiblies et cardiomyopathie ischémique. Chez la souris le VEGF-A120 / 120 présente aussi un 

défaut dans l'angiogenèse au cours de l'embryogenèse  [233] et une excroissance vasculaire 

rétinienne anormale [234]. 

 

     I.4.6.2.1.2. Le VEGF-A145 
 

     Le VEGF-A145 se distingue par la présence d’un peptide de 21 acides aminés codée par 

l'exon 6. Ces acides aminés comprennent un deuxième site indépendant de fixation de 
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l'héparine et  également des éléments qui permettent la liaison du VEGF-A145 à la matrice 

extracellulaire. Il  induit la prolifération des cellules endothéliales dans l'angiogenèse [235]. 

Bien que l'activité biologique de VEGF-A145 reste encore mal connue, des niveaux 

significatifs de cette isoforme ont été signalés dans les tissus liés à l'appareil reproducteur 

féminin et masculin. Des niveaux élevés de VEGF-A145 ont été décrits dans le placenta 

humain [236]. 

 

     I.4.6.2.1.3. Le VEGF-A165 
 

       Le VEGF-A165 induit l'angiogénèse et la perméabilité vasculaire dans différents modèles 

in vivo (des dosages de matrigel, la poche cornéenne de l'oeil, la membrane chorio-allantoïde 

de poussin). Différents processus physiologiques dépendent aussi du VEGF-A165 y compris 

l'implantation embryonnaire [237], le cycle reproducteur féminin [237, 238], la cicatrisation 

des plaies et la réparation des tissus. En outre, il joue un rôle essentiel en tant que facteur de 

croissance ou de survie sur les cellules non endothéliales, y compris les lymphocytes et les 

cellules hématopoïétiques, les cellules pigmentaires de la rétine, les neurones et les cellules de 

Schwann, et les podocytes [239]. Les souris n’exprimant que le VEGF-A164 sont normales, 

alors que l'inactivation de cette isoforme cause une létalité embryonnaire avec les principaux 

défauts de vascularisation dans de nombreux organes [76, 240]. Il est évident que les 

différentes isoformes d'épissage du VEGF-A ne démontrent pas la même fonction. 

 

     I.4.6.2.1.4. Le VEGF-A189 
 

      Le VEGF-A189 est également fortement exprimé dans le tissu vasculaire et cardiaque, bien 

qu'à un degré moindre que le VEGF-A165 et le VEGF-A121 [241]. Le VEGF-A189 peut jouer un 

rôle important lors des phases d’angiogénique inférieure. Son effet sur la prolifération 

cellulaire endothéliale semble être spécifique des cellules. Il supporte l'adhésion cellulaire et 

la survie par l'intermédiaire d'alpha (v) beta3 intégrine [242]. Les souris n’exprimant que le 

VEGF-A188 affichent une excroissance veinulaire normale mais un développement artériel 

altéré dans les rétines, un nanisme, un développement perturbé des plaques de croissance et 

des centres d'ossification secondaires, et une dysplasie articulaire du genou. VEGF-A189 est 

préférentiellement exprimé dans des conditions de tension accrue cellulaire induite par 
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l’étirement, où il est pensé pour jouer un rôle dans la vascularisation lors de la réparation de 

l'os [242]. 

 

      I.4.6.2.2. Dans l’angiogenèse pathologique   
 
       L’angiogenèse anormale est une caractéristique commune du psoriasis, de la polyarthrite 

rhumatoïde, de la rétinopathie diabétique et le cancer. Les différentes isoformes du VEGF-A 

jouent un rôle central dans ces pathologies [243]. 

 

     I.4.6.2.2.1. Le VEGF-A121 
 
       Le VEGF-A121 s’est révélé être l'isoforme la plus tumorigène dans des modèles 

expérimentaux de cancers du sein [244]. Son expression est élevée par rapport au VEGF-A165 

dans les cancers du côlon et de la prostate maligne et elle est en corrélation avec l'angiogenèse 

augmenté. Le VEGF-A121 promeut la lymphangiogenèse chez les patients atteints de cancer 

du poumon par la production de VEGF-C [245]. Le VEGF-A121 recombinant adénoviral ou de 

livraison de l'hypertension et le VEGF-A121 atténué améliore la réparation rénale dans un 

modèle de pré-éclampsie  [246] de rat ou de souris. L'administration intra-myocardique d'un 

vecteur adénoviral exprimant (AAV) l'ADNc du VEGF-A121 pour le traitement de la maladie 

coronarienne a également montré des résultats prometteurs. Le VEGF-A121 protège les rats de 

nécrose rénale induite par des micro-angiopathies thrombotiques et a été principalement 

détectée dans les échelles psoriasiques [244]. 

 

 

 

     I.4.6.2.2.2. Le VEGF-A145 
 
         L’expression de VEGF-A145 a été décrite dans des tumeurs solides, comme le cancer du 

côlon humain, où il joue un rôle dans l'angiogenèse proliférative [247]. Des niveaux élevés de 

VEGF-A145 ont également été signalés dans l'ensemble des lignées cellulaires de carcinome 

de l'endomètre et de plusieurs autres types de cellules tumorigènes en provenance de l'appareil 

reproducteur féminin [235]. 
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     I.4.6.2.2.3. Le VEGF-A165 
 
      Le VEGF-A165 induit la néovascularisation dans la rétinopathie diabétique et dans la 

maladie rétinienne ischémique. La démonstration claire de l'importance de la médiation  de 

VEGF-A165 de la néovascularisation rétinienne est venue d'un modèle de souris transgénique 

[248]. Le VEGF-A165 promeut des effets favorables angiogéniques mais aussi des structures 

vasculaires aberrantes dans les muscles squelettiques des membres postérieurs du lapin 

normal. Fait important, les quantités de matrice extracellulaire accrues avec un grand nombre 

de macrophages et de la fibrose dans l'AAV-VEGF-A muscles transduites ont été observées. 

Il a été démontré que l'électroporation d'ADN plasmidique codant pour le VEGF-A165  

favorise la cicatrisation des lambeaux de peau dans un modèle de rat de la chirurgie 

reconstructive de la peau, soutient VEGF-A165 libération à partir d'une biomatrice ischémique 

de fibrine pulvérisée et la fourniture de l'AAV-VEGF-A165 ont empêché une ischémie 

tissulaire et amélioration de la survie des volets en chirurgie réparatrice [249]. 

L’augmentation de la transfection du VEGF-A165 provoque une amélioration subséquente de 

la cicatrisation anastomotique dans un modèle cliniquement pertinente de la chirurgie gastro-

intestinale. Le transfert de gène lié par des liposomes peut soulager une maladie aiguë 

ischémique des membres inférieurs et la destruction de microbulles ultrasonore portant des 

plasmides induits l’artériogénèse thérapeutique dans le cadre de l'ischémie chronique sévère 

[250]. Les greffes de cellules sécrétant de VEGF-encapsulées ont montré des effets 

neuroprotecteurs et angiogéniques sur l'ischémie cérébrale focale chez le rat [251]. Malgré les 

effets positifs du VEGF-A165 dans les différentes situations décrites ci-dessus, aucun avantage 

du VEGF-A165 n’a été observé dans un modèle préclinique d'ischémie / reperfusion  [252] ou 

chez les patients atteints de maladie cardiaque ischémique chronique [253]. Le VEGF-A165 est 

également surexprimé dans les tumeurs solides et hématologiques et en corrélation avec 

l'agressivité tumorale [254]. 

 

    I.4.6.2.2.4. Le VEGF-A189 
 
        Le rôle du VEGF-A189 a été traité chez les patients cancéreux. Tokunaga et al. ont classé 

les modèles d'isoformes de l'ARNm du VEGF-A dans les cancers humains en trois groupes: le 

type 1, VEGF-A121; type 2, VEGF-A121 + VEGF-A165; et le type 3, VEGF-A121 + A165 + 

VEGF-VEGF-A189 [255]. L'isoforme de type 3 indique un type de tumeur pire en raison de la 

présence de métastases hépatiques des cancers du côlon [255], de mauvais pronostic du 
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carcinome rénal de cellules et le carcinome hépatocellulaire, et de mauvais pronostic et la 

rechute post-opératoire du cancer du poumon [256, 257]. Le VEGF-A189 a été suggéré pour 

induire une boucle autocrine de prolifération sur les cellules du sein et de cancer rénal par NP-

1 [258, 259]. Le rôle localisé du VEGF-A189 dans le microenvironnement de la tumeur semble 

être essentiel pour la diffusion des cellules tumorales plus agressives. En plus de son rôle 

essentiel dans le développement tumoral, le VEGF-A189 a été récemment associée à la 

transmigration choroïde des cellules endothéliales à travers l'épithélium rétinien épithéliale 

suggérant un rôle essentiel dans le WAMD [260]. 

 

I.5. Le gène du VEGF, ses polymorphismes et les maladies associées. 
  

    Plusieurs polymorphismes nucléotidiques dans le gène du  VEGF-A ont été associés avec le 

taux plasmatique du VEGF-A et/ou avec différentes maladies comme les MCV, les maladies 

rhumatologiques ou des dysfonctionnements  du système immunitaire et les cancers [261, 

262]. L’association de ces maladies peut indirectement refléter l’effet de la variation 

génétique sur le taux de VEGF-A. Parmi les polymorphismes mono nucléotidiques, ceux 

fréquemment associés avec le cancer et les MCV sont : rs699947, rs833061, rs1570360, 

rs2010963, rs3025039 et rs25648   [262]. Dans le tableau  7, figurent les polymorphismes qui 

ont été associés le plus souvent aux MCV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 
 

Tableau 7: Etudes rapportant l’association entre polymorphisme du VEGF, maladies 

cardiovasculaires et leurs complications.  

Evènements cliniques ou maladies SNPs Ref 

Coronaropathie rs2010963, rs699947  [263] 

Infarctus du myocarde rs2010963,  rs699947  [264] 

Insuffisance cardiaque chronique rs2010963  [265] 

Insuffisance cardiaque après infarctus 

du myocarde 

rs2010963  [266] 

Mort après pontage coronarien rs2010963  [267] 

Rétinopathie diabétique rs2010963, rs3025039  [268] 

Hypertension rs2010963  [269] 

Néphropathie hypertensive rs1570360, rs3025039  [270] 

Dégénérescence maculaire néo 

vasculaire liée à l’âge 

rs833061,   rs2010963, 

rs1413711,  rs735286, 

rs2146323,  rs3025021, 

rs3025024,  rs3025039 

[271, 272] 

Pré éclampsie sévère rs699947  [273] 

Coronaropathie chez les diabétiques rs2010963,  rs699947  [263] 

Rétinopathie sévère dans le diabète de 

type 1 

rs3025021  [274] 
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II. Hypothèses et objectifs 
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     Le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire A (Vascular Enthothelial Growth 

Factor A, VEGF-A ou VEGF) est une cytokine multifonctionnelle qui possède des fonctions 

importantes dans l'angiogenèse, la lymphangiogenèse, la perméabilité vasculaire, et 

l'hématopoïèse. De plus, une augmentation des taux circulants de VEGF-A a été observée 

dans diverses pathologies comme le syndrome métabolique, le diabète de type 2, 

l'hypertension, les troubles inflammatoires et dans plusieurs types de cancer. Le VEGF-A joue 

un rôle clé au cours de la vascularisation du follicule ovarien et du corps jaune humain, et 

dans le métabolisme osseux et la cicatrisation des plaies. Plus de 14 isoformes, regroupées 

dans deux familles principales, sont exprimées à partir du gène du VEGF-A par épissage 

différentiel du pré-ARNm. Les familles VEGFxxx et  VEGFxxxb possèdent le même nombre 

d'acides aminés, mais diffèrent au niveau de la séquence des 6 acides aminés de l'extrémité C-

terminale. Cela se traduit par des différences significatives au niveau de la structure 

conformationnelle, de l'interaction avec les récepteurs et des fonctions. La conséquence de 

cette différence est que les isoformes VEGFxxx sont pro-angiogéniques (favorisent 

l’angiogenèse) alors que les isoformes VEGFxxxb sont anti-angiogéniques. Ces propriétés 

inverses peuvent expliquer la variété des effets du VEGF.   

Depuis 2007 au sein de notre Unité, une révolution technologique a conduit au 

développement des approches pangénomiques (genome-wide association studies, GWAS) qui 

permettent l’investigation de milliers de variants génétiques (Single Nucleotide 

Polymorphisms ou SNPs) chez des milliers d’individus pour identifier ceux qui sont 

impliqués dans la susceptibilité aux maladies polygéniques telles que les (MCV). Cependant, 

l’ensemble des SNPs identifiés aujourd’hui ne sont pas en mesure d’expliquer la relation 

génétique et l’héritabilité génétique estimée des facteurs de risque cardiovasculaire 

(« héritabilité manquante »).   

La recherche des interactions épistatiques et gène × environnement non encore identifiées  

pourrait expliquer cette observation. En effet, l’importance des interactions entre les gènes est 

aujourd’hui de plus en plus mise en avant. L’épistasie est un phénomène par lequel l’effet 

d’un SNP est affecté par un autre SNP contrairement aux effets strictement additifs. De plus, 

l’importance des interactions gène × environnement augmente la possibilité de détection de 

gènes ayant de faibles effets individuels, d’autant plus si le gène n’a d’effet que dans un sous-

groupe de patients donné, défini par une exposition environnementale précise. Ces 

interactions ne sont pas encore intégrées aux approches pangénomiques. En outre, même si un 

grand nombre de variants de GWAS est identifié leur fonctionnalité reste méconnue. 
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Ainsi, dans cette thèse, nous avons émis l’hypothèse que la compréhension des voies 

métaboliques du VEGF-A dans des processus physiologiques et pathologiques, surtout dans 

les  MCV, est conditionnée par la nécessité de mettre en œuvre des designs intégrés. De plus, 

l'existence de voies métaboliques communes entre VEGF-A et les facteurs de risque 

cardiovasculaires pourrait probablement expliquer cette large gamme de fonctions du VEGF-

A dans les maladies cardiovasculaires. 

 

Nous avons développé dans notre équipe une approche intégrative pour l’étude du VEGF-A. 

Cette approche combine les études pangénomiques d’identification des variants génétiques 

associés au VEGF-A, l’étude de leurs relations avec les phénotypes intermédiaires des MCV 

et leur validation par une approche transcriptomique. 

Quatre variants génétiques situés dans trois régions chromosomiques distinctes ont 

récemment été associés avec le VEGF-A, et expliquent 48% de sa variabilité. Nous avons 

utilisé ces polymorphismes pour une étude effectuée sur un échantillon d’adultes issus de la 

cohorte « STANISLAS Family study » et des populations de réplications issues du Centre de 

Ressources Biologique, « Interactions Gène-Environnement en Physiopathologie Cardio-

Vasculaire » (CRB IGE-PCV). 

Le but général de cette thèse est d’investiguer les relations complexes des polymorphismes 

liés au VEGF-A, des taux plasmatiques et de l’expression des isoformes du VEGF-A ainsi 

que des polymorphismes de gènes angiogèniques (NOS3, CD14, MMP3 et IL4) avec les 

phénotypes intermédiaires des MCV, surtout les molécules d'adhésion cellulaire, les 

molécules de l’inflammation, les lipides plasmatiques, l’obésité et la pression artérielle au 

niveau génétique et transcriptomique en tenant compte les interactions gène × gène et gène × 

environnement. 

Il est intéressant d’étudier ces relations chez l'individu sain en l'absence de toute manifestation 

pathologique afin de recueillir des informations importantes concernant les interactions 

physiologiques entre ces molécules à l'état normal avant tout développement d'une maladie 

donnée. Cela pourra permettre de mieux comprendre les rôles biologiques du VEGF-A. 

 

 

 

Nous avons donc poursuivi cinq objectifs majeurs : 
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1-Investiguer les relations entre les polymorphismes liés au VEGF-A (rs6921438, rs4416670, 

rs6993770 et rs10738760) et les molécules d'adhésion cellulaire (CAM) et les molécules 

d'inflammation au niveau de leur expression génique et de leurs taux circulants.  

2-Evaluer la contribution de ces quatre nouveaux SNPs liés au VEGF-A sur la variation 

interindividuelle des taux de lipides sanguins. 

3-Examiner les éventuelles relations entre l’expression des quatres isoformes du gène VEGF-

A (VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-A165 et VEGF-A189) et sa concentration plasmatique et les 

polymorphismes des gènes candidats angiogèniques NOS3, CD14, MMP3 et IL4.  

4-Evaluer les effets de polymorphismes liés au VEGF-A sur les traits de l’obésité chez les 

individus en bonne santé. 

5- Examiner l'association entre les polymorphismes liés au VEGF-A avec la pression 

artérielle (PA). 

6- Evaluer les possibles associations entre le SM et ses composants liés au métabolisme du 

glucose avec les taux de VEGF-A circulant et les SNP associés au VEGF-A dans une 

population en bonne santé 
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III. Matériel et méthodes 
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  III.1. Populations 
 

    III.1.1. La cohorte STANISLAS 
 

   L'étude familiale STANISLAS est une étude longitudinale sur 10 ans qui inclut 1 006 

familles résidant à Vandoeuvre-lès-Nancy (France) entre 1993 et 1995 [275, 276]. Les critères 

d'exclusion comprenaient la présence de troubles chroniques (comme les maladies 

cardiovasculaires ou le cancer) et des antécédents individuels de maladie cardiovasculaire. Le 

protocole de l'étude a été approuvé par le comité d'éthique local de Nancy et tous les 

participants ont donné leur consentement éclairé écrit. Le recrutement initial a eu lieu de 1993 

à 1995 (t0) et a permis d’inclure 1 006 familles biparentales (4 455 sujets) d’origine française 

avec au moins deux enfants de plus de six ans. Tous les individus inclus étaient supposées 

sains, c'est-à-dire exempts de maladies aiguës et/ou chroniques. 75% des familles initialement 

recrutées ont participé à la seconde visite (1998-2000, t5) et 375 familles à la troisième (2003-

2005, t10) (Figure 11). Quatre cent trois adultes non apparentés recrutés lors de la deuxième 

visite de l'étude familiale STANISLAS ont été sélectionnés en raison de la disponibilité 

d'informations complètes.  

 

 
Figure 11 : Phases de recrutement de la cohorte STANISLAS 

 

Les prélèvements sanguins ont été effectués sur les participants à jeun depuis 12 heures au 

niveau d’une veine antécubitale, en position allongée.  
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Deux types de tubes de sang modèle Vacutainer® (Becton Dickinson, Grenoble, France) ont 

été prélevés : 

- Des tubes secs (sans anticoagulant) contenant un gel séparateur de sérum pour l’extraction 

de molécules contenues dans le sérum. Ces tubes ont été centrifugés à 1000 g pendant 15 

minutes à 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 à – 196°C. Ce tube surnuméraire a servi au dosage ultérieur de l’insuline, 

de l’Apolipoprotéine C-III (ApoC-III) et des molécules d’adhésion. 

- Des tubes d’acide Ethylenediaminetetraacetic (EDTA) pour ADN et plasma (où l’IL-6 et le 

TNFa sont dosés). Après avoir centrifugé le sang frais total recueilli dans des tubes EDTA à 

1000 g à température ambiante pendant 10 minutes, le buffy coat formé entre le plasma et les 

globules rouges a été prélevé puis fractionné en paillettes stockées à – 196°C. Le plasma a 

également été conservé dans des paillettes à – 196°C. 

Les concentrations en cholestérol total, TG et glucose ont été enzymatiquement déterminées 

grâce à un automate AU 640 (Olympus, Rungis, France). 

La concentration en HDL-C a été mesurée dans le surnageant par la même technique 

enzymatique que pour le cholestérol total sur un automate COBAS-Mira analyser (Roche 

Diagnostics, Bâle, Suisse) après précipitation des lipoprotéines contenant l’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  [277] lorsque 

la concentration en TG était inférieure à 4,56 mmol/L et en l’absence de chylomicrons : 

En g/L LDL-C = (cholestérol total) – (HDL-C) – TG/5 

En mmol/L LDL-C = (cholestérol total) – (HDL-C) – TG/2,18 

Les concentrations en ApoA-I et en apolipoprotéine B (ApoB) ont été dosées par 

immunonéphélométrie sur un automate Behring Nephelometer Analyser II ou BNII (Dade 

Behring, Marburg, Allemagne). 

Les concentrations en ApoC-III et en apolipoprotéine E (ApoE) ont été mesurées par 

immunoturbidimétrie sur un automate COBAS-Mira (Roche Diagnostics, Bâle, Suisse). 

Les concentrations en CRP, haptoglobine, orosomucoïde ont été mesurées par 

immunonéphélométrie sur un automate BNII (Dade Behring, Marburg, Allemagne). 

Les concentrations en insuline ont été dosées grâce à un kit de dosage d’immunoenzymologie 

microparticulaire (Microparticular Enzymatic ImmunoAssay ou MEIA) sur un automate IMx 

(Abbott laboratories, Abbott Park, IL, USA). 
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   III.1.2. La population ApoEurope 
 
      La cohorte ApoEurope regroupe 1145 participants saines, sans relation familiale, issus de 

différentes zones géographiques de l'Europe : Nancy (France); Crète (Grèce); Barcelone 

(Spain) et Lisbonne (Portugal). Ce projet a été effectué avec des sujets ne prenant pas de 

médicaments antihypertenseurs. Le recueil des prélèvements et des données et les mesures 

biologiques ont été effectués par chaque centre de recrutement avec des protocoles 

standardisés et des méthodes comparables à celles utilisées pour la cohorte STANISLAS.  

 

    III.1.3. La population Iranienne 
 
      L'étude MASHAD est une étude prospective des facteurs de risque cardiovasculaire, 

menée par l'Université de Mashhad des sciences médicales (en nord-est de l'Iran). Les 

personnes atteintes de maladies aiguës ou chroniques reconnues tels qu'accidents vasculaires 

cérébraux, infarctus du myocarde, les maladies de l'inflammation systémique ou d'infection, 

les anomalies endocriniennes, la maladie cardiaque congestive, les maladies rénales, ou le 

cancer ont été exclus. La cohorte est composée de 357 individus sains, sans relation familiale 

dont l’âge moyen est de 51,11 ans. Le recueil des prélèvements et des données et les mesures 

biologiques ont été effectués par le centre de recrutement avec des méthodes comparables à 

celles utilisées pour la cohorte STANISLAS.  

 

III.2. Mesures des molécules d’adhésion et d’inflammation (pour 
toutes les études) 

 

Les concentrations en VEGF-A, en E, L et P-sélectines , en ICAM-I , en IL-6 et en TNFα ont 

été dosées grâce à des kits commercialisés par Randox Ltd (Crumlin, UK) [278]. 

 

III.3. Génotypage 
 

      Les polymorphismes rs2569190, rs2243250, rs2010963, rs3918226, rs1799983, 

rs1800779, rs3025058, rs1805015 et rs1801275 des gènes NOS3, CD14, MMP3, IL4R et IL4 

(tableau 8) ont été génotypés à l'aide des tests de génotypage multilocus déjà décrits [279, 
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280]. Les polymorphismes d’un seul nucléotide (SNP) rs6921438, rs4416670, rs6993770 et 

rs10738760, précédemment démontrés comme étant associés aux taux de VEGF-A [281], ont 

été génotypés par une biopuce spécifique à ces polymorphismes était effectué par Randox Ltd 

(Crumlin,UK) [282] 

 

Tableau 8: Caractéristiques des polymorphismes étudiés. 

Chr SNPs Allèle 
mineur 

Allèle 
majeur Gène Fréquence 

d’allèle majeur 

5 rs2569190 G A CD14 0.48 
5 rs2243250 T C IL4 0.15 

6 rs4416670 C C MGC45491 et 
MRPL14 0.47 

6 rs2010963 C G VEGF-A 0.35 

6 rs6921438 A G MGC45491et 
MRPL14 0.4 

7 rs3918226 T C NOS3 0.09 
7 rs1799983 T G NOS3 0.35 
7 rs1800779 G A NOS3 0.4 
8 rs6993770 T A ZFPM2 0.28 

9 rs10738760 G A VLDLR et KCNV2 0.48 

11 rs3025058 - T MMP3 0.48 
16 rs1805015 C T IL4R 0.13 
16 rs1801275 G A IL4R 0.18 
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 III.4. Transcriptomique 

 
 

   III.4.1. Extraction des ARN totaux 
 
     Le principe est illustré dans la figure 12 

     Les ARN totaux provenant des PBMC de la cohorte STANISLAS ont été extraits en 

utilisant l’automate « MagNA Pure LC le kit MagNA Pure LC RNA Isolation KIT–High 

Performance et (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Les échantillons de PBMC 

(2.106 cellules/mL) sont stockés dans 200μL de tampon de lyse Instapure à -80°C et 

subissent une lyse complémentaire par ajout de 520μL de Lysis/Binding Buffer du kit 

d’extraction et un passage au vortex. (Figure 12A).  Les échantillons ont ensuite été 

placés dans la plaque Sample de 32 puits de l’appareil et l’extraction est faite selon le 

protocole External Lysis de l’appareil qui utilise le principe des billes de Silice. Dans 

l’automate, l’ajout du tampon de lyse (Lysis/Binding Buffer) complète la lyse des 

cellules ainsi que de la RNase et permet de libérer l’ARN de la cellule en évitant ainsi sa 

dégradation par la RNase. De plus, la protéinase K permet de digérer les protéines 

cellulaires (Figure 12B). Les ARN se lient aux particules magnétiques grâce à la silice 

présente à la surface de ces billes et grâce aux conditions physico-chimiques imposées 

par les différents réactifs. En effet l’isopropanol ainsi que le « Lysis/Binding Buffer » 

entraine une force ionique élevée permettant l’adhésion de l’ARN aux billes 

magnétiques (Figure 12C). L’ajout de DNase permet de lyser tout l’ADN génomique 

présent dans le tube et assure ainsi la pureté de l’ARN (Figure 12D). L’ARN est à 

nouveau lié aux particules magnétiques grâce à l’isopropanol. Ces billes sont maintenues 

dans la pipette grâce à un aimant et tous les résidus d’ADN, de protéines, de cellules 

sont éliminés par des lavages permettant de ne garder que l’ARN. Le complexe billes-

ARN est lavé grâce au wash Buffer (Figure 12E et 12F). Les résidus sont éliminés dans 

un tube et l’ARN est maintenu dans la pipette grâce à l’aimant (Figure 12G). L’ARN 

ainsi purifié est séparé des billes magnétiques donc élué grâce au tampon d’élution 

(Figure 12H).  
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Figure 12: Etapes de l’extraction des ARN totaux (MagNa Pure LC, Roche) 

 

     III.4.2. Rétrotranscription des ARN totaux 
 
        Les ARN totaux des échantillons de PBMC de la cohorte STANISLAS ont été 

réctotranscrits grâce à l’appareil Thermocycler classique (Figure 13). Cette technique 

permet de créer l’ADNc via de l’ARN. Cette synthèse est catalysée par des enzymes, les 

transcriptases reverses capable d’utiliser comme matrice l’ARN. Pour initier la synthèse 

d’un d’ADN, ces enzymes ont besoin d’une amorce qui peut être une séquence poly T 

(oligodTs) non spécifique d’un ARNm ou bien plus précisment une amorce spécifique 

permettant d’initier la synthèse d’un brin d’ADN à partir d’un ARNm donné. 

Lors de cette transcription reverse, la toute première étape consiste à rendre l’ARNm 

linéaire (ouverture des liaisons à l’intérieur des molécules et suppression des structures 

secondaires). Cette dénaturation se fait à 70°C pendant 5 min. dans la deuxième étape, 

l’ARN est hybridé, c’est-à-dire que l’amorce polyT (oligodTs) va se fixer sur la queue 

polyA et grâce à la transcriptase inverse et aux désoxyribonucléotides, il y a formation 

d’ADNc par élongation. Cette deuxième étape se fait à 42°C pendant 1h. Puis l’appareil 

se met automatiquement sur 4°C indéfiniment pour préserver l’ADNc. Les ADNc ont 

ensuite été aliquotés et conservés à -20°C.   
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Figure 13: Thermocycler classique pour synthèse des ARN totaux. 

  III.4.3. PCR en temps réel 

III.4.3.1. Principe de l’amplification par PCR en 
temps réel 

      La polymerase chain reaction (PCR) en temps réel permet, comme tout type de PCR 

de doubler une séquence voulue à chaque cycle d’amplification. La spécificité du temps 

réel est la mesure de la quantité de cette séquence (de façon plus ou moins spécifique 

selon la technologie utilisée) à chacun de ces cycles. Ainsi, l’intensité d’émission de 

fluorescence est directement proportionnelle à la quantité d’amplicons produits. La 

quantité d’ADN est estimée au point d’inflexion avec le cycle seuil Ct des courbes de 

quantification (Figure 14). Nous utilisons une technique de SYBR Green pour les 

amplifications, ces molécules de SYBR Green se fixent sur l’ADN double brin et qui 

émettent ainsi leur fluorescence (Figure 14) 

 
Figure 14 : Courbe d’amplification d’un gène cible par PCR en temps réel. 

La quantification d’un échantillon par PCR en temps réel est déterminée grâce à la 

courbe de quantification. Cette courbe détermine le nombre de cycles à partir duquel 
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l’ADN double brin synthétisé est détectable. Le moment d’apparition du signal seuil au 

niveau du point d’inflexion, nommé cycle seuil Ct, est dépendant de la quantité de 

matrice initialement présente dans l’échantillon amplifié : plus l’échantillon est 

concerné, plus le moment d’apparition du signal est rapide.  

La figure 15 montre les phases de la PCR en temps réel avec la technologie SYBR 

Green. 

 
Figure 15: Mécanismes des phases de la PCR en temps réel avec la technologie SYBR 

Green 

A- L’amplification débute par une phase de dénaturation au cours de laquelle le 

mélange réactionnel contient de l’ADN dénaturé, les amorces et le fluorophore 

SYBR Green libre. 

B- Phase d’hybridation caractérisée par une hybridation spécifique des amorces. Le 

fluorophore se lie à l’ADN double brin synthétisé, la liaison se traduit par une 

augmentation de la fluorescence. 

C- Au cours de la phase d’élongation, le nombre des molécules des fluorophore lié à 

l’ADN double brin synthétisé, augmente, ce qui se traduit par une augmentation 

de la fluorescence. 

D- Phase d’élongation finale : à la fin de cette phase tout l’ADN est sous forme 

double brin. Une quantité maximale de fluorophore est liée à l’ADN.  

   III.4.3.2. Amplification par PCR en temps réel 
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        Les PCR quantitatives de l’expression des gènes ont été réalisées au moyen de 

l’appareil Roche LightCycler 1.X en utilisant le kit LightCycler FastStart DNA Master 
PLUS SYBR Green 1 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) contenant une solution 

d’enzyme TaqPolymérase et un mélange réactionnel de dNTP, chlorure de magnésium 

(MgCl2), tampon d’enzyme et le fluorophore SYBR Green. La solution enzymatique et 

le mélange réactionnel sont préalablement mélangés selon les consignes du kit. 

Un second mélange de 15µL/capillaire est effectué avec 4µL/capillaire de la solution 

réactionnelle du kit (1er mélange) ainsi qu’avec les amorces (concentration finale de 

0,5µM), le tout complété avec de l’eau qualité BioMol. Enfin, 5µL d’ADN de chaque 

sujet sont ajoutés dans chaque capillaire. 

 

 

III.4.3.3. Vérification de la spécificité des produits de 
PCR 

 

     III.4.3.3.1. Courbe de fusion 
 
        Pour la technologie SYBR Green, l’identification de la spécificité des séquences 

amplifiées est réalisée grâce à la courbe de fusion. En effet, chaque séquence d’ADN 

double brin se caractérise par un Tm propre. L’augmentation progressive de la 

température permet d’atteindre cette température et d’observer une chute de fluorescence 

due à la dissociation des deux brins d’ADN conduisant également à la séparation des 

molécules de SYBR Green de la molécule nucléotidique. Cette séparation entraine un 

arrêt de l’émission de fluorescence de ces molécules de SYBR Green qui n’est donc plus 

mesurée par l’appareil (Figure 16A). La dérivée de cette courbe permet d’obtenir un 

unique pic (Figure 16B) si l’amplification est spécifique. Ce pic correspond au Tm de la 

molécule d’ADN double brin amplifié. La présence de plusieurs pics signifie qu’il y a 

plusieurs séquences différentes d’ADN double brins. 
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 Figure 16 : Courbe de fusion du gène amplifié par PCR en temps réel 

La courbe de fusion A représente l’intensité de fluorescence en fonction de la 

température °C. La dérivée B de la courbe de fusion montre l’existence d’un seul pic de 

fusion, qui correspond sur l’axe des températures au point de fusion du fragment 

d’intérêt. Chaque produit d’ADN double brin synthétisé possède une température de 

fusion (melting temperature- Tm) spécifique, définie comme étant la température à partir 

de laquelle 50% de l’ADN est sous forme double brin et 50 % sous forme simple brin. 
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    III.4.4. Gels de polyacrylamide à 10 % 
 
      Suite aux expérimentations de PCR par technologie SYBR Green et TaqMan, une 

vérification de la taille des séquences amplifiées est nécessaire. Ainsi une migration sur 

gel de polyacrylamyde à 10% des produit de PCR est effectuée permettant de vérifié une 

amplification spécifique et la taille du fragment amplifié. 

Les gels de polyacrylamide à 10% étaient composés de 3,15 mL d’eau ultra pure, 1,125 

mL d’Acrylamide/bis-acrylamide 40%, 450 µL de Tris-Borate-EDTA, 45 µL de 

Persulfate de Sodium à 10% et 4,5 µL de Tétraméthyléthylène-diamine. 

La migration a été effectuée à 100 V et 400 mA pendant une heure avec l’appareil 

BioRad PowerPac 300 (Marnes-la Coquette, France). 

 

 

  III.4.5. Purification des acides nucléiques 
 
        Les purifications ont été faites avec le kit ‘’QIAquik PCR Purification Kit’’ 

(QIAGEN, Courtaboeuf, France). Le protocole du kit utilise une centrifugeuse et des 

colonnes avec une membrane de Silice retenant les acides nucléiques grâces au Binding 

Buffer. Après le lavage de la membrane avec le tampon adéquat, les acides nucléiques 

sont élués avec le tampon d’élution. 

Les ADNs provenant des échantillons grecs avaient été purifiés avant d’être dosés, puis 

dilués à 5ng/µL, et enfin aliquotes et stockés à -80°C. Les produits de PCR obtenus pour 

chaque gène ont également été purifiés afin d’être dosés pour établir les gammes étalons 

utilisées pour la quantification. 

 

 

 

 

 III.4.6. Etapes de mise en place des gammes étalon 

 

III.4.6.1. Dosage des produits de PCR 
 
        Le dosage des produits de PCR est fait pour pouvoir établir les gammes étalon pour 

chaque gène d’intérêt. Il a été effectué avec le NanoDrop 1000 Spectrophotometer. 
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L’appareil  permet d’obtenir la concentration en ng/µL ainsi que la pureté des acides 

nucléiques. 

Nous pouvons ensuite calculer le nombre de copies par µL avec la formule suivante : 

Nombre de copies/µL= (Concentration de la solution mère (g/µL) x (AoA)/(Masse 

molaire de l’amplicon (g/mol)) 

NA =6,023.1023 est le nombre d’Avogadro 

La masse molaire de l’amplicon est nombre de paire de base multiplié par 660g/mol 

(masse molaire moyenne d’une paire de base).  

 

  III.4.6.2. La gamme étalon 
 
       Suite à la purification et au dosage des produits de PCR, des dilutions en cascade en 

puissance de 10 allant de 107 à 101 copies/µL sont effectuées. Chaque dilution est 

amplifiée par PCR en temps réel (Figure 17A). 

 
Figure 17A: Représentation schématique de la gamme étalon. 

Une droite est ainsi obtenue représentant le nombre de cycle en fonction du logarithme 

de base 10 de la concentration du nombre de copies (Figure 17B). La pente de cette 

droite doit s’approcher d’environ -3,332. En effet, cette pente permet de calculer 

l’efficacité de PCR (E) l’amplification des différents points de gamme (A) permet, avec 

les cycles seuils, d’obtenir une droite (B) représentant le nombre de cycles par rapport au 

logarithme de base 10 (Log) de la concentration en nombre de copies. La pente de cette 

droite permet de déterminer l’efficacité (E) de la PCR pour l’amplification concernée.  
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Log : logarithme de base 10 qui est égale à 10-1/pente et doit être comprise entre 1,5 et 2,2. 

2 est la valeur idéale de E, et correspond à une amplification théorique de l’amplicon de 

deux fois par cycle. 

 
Figure 17B: Représentation schématique de La droite d’étalonnage moyenne 

 

 III.5. Analyses  

   III.5.1. Test de l’équilibre de Hardy-Weinberg. 
 
     L'HWE ou équilibre panmictique, est le modèle théorique central de la génétique des 

populations. La notion d'équilibre dans le modèle de Hardy-Weinberg est soumise à des 

hypothèses définissant une population idéale : 

1/ Une population panmictique c'est-à-dire où les couples se forment au hasard 

(panmixie), et leurs gamètes se rencontrent au hasard (pangamie) ; 

2/ Une population ‘infinie’ minimisant les variations d'échantillonnage ; 

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

4/ Et pas de croisement entre générations différentes : générations successives discrètes. 

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 diploïde idéale et ne dépendent que des 

fréquences de la génération initiale. De plus, les fréquences génotypiques ne dépendent 

que des fréquences alléliques. 

Ainsi, dans une population idéale de taille n et avec comme allèles du même locus A et 

a, p la fréquence de l’allèle A et q=1-p. Les fréquences des génotypes en HWE sont : 

f (AA) = p² 
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f(aa) = q² = (1-p)² 

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 = (2 nAA + nAa) / 2n 

L'équilibre de Hardy-Weinberg a été testé à l'aide du test de Khi carré. 

 

  III.5.2. Analyses statistiques 
 

        Les concentrations plasmatiques en VEGF-A et les valeurs d'ARNm ont été 

transformées avant d'être analysées afin de normaliser leur distribution.   

 Les associations entre les SNPs et les concentrations plasmatiques de molécules et le 

taux d'expression de l'ARNm du VEGF-A ont été évaluées par régression linéaire ajustée 

pour l'âge, le sexe et autres facteurs de risque cardiovasculaire en appliquant des 

modèles additifs où l'allèle mineur est l'allèle de référence.  

Les interactions épistatiques pour les concentrations plasmatiques de molécules ont été 

analysées en ajoutant aux modèles de régression précédemment décrits un terme 

d'interaction sous la forme d'une combinaison 2 x 2 entre les SNP étudiés. Pour les 

interactions gène x environnement la même stratégie a été utilisée (ajout d’un terme 

d’interaction dans les modèles de régression).  Les facteurs environnementaux utilisés 

comprenaient le tabagisme, le taux de lipides dans le sang, l'obésité et l'hypertension. 

Les interactions n'ont pas été déterminées pour les données de l'expression génique du 

VEGF-A en raison de la taille limitée de l'échantillon. Les analyses ont été réalisées à 

l'aide des logiciels d'analyse statistique PLINK 1.07 

(http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink) [283] et SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, 

Illinois, États-Unis). Le seuil de signification bilatéral était défini à P = 0,05.  

http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink
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IV. Résultats et discussions  
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Publication N°1 
 

Association du VEGF-A à des molécules d'adhésion et de 
l'inflammation dans une population saine.  

Azimi-Nezhad M*, Stathopoulou MG*, Bonnefond A, Rancier M, Saleh A, Lamont J, 

Fitzgerald P, Ndiaye NC, Visvikis-Siest S. 

*Co-premiers auteurs 

 

Cytokine. 2013;61: 602-7. 

 

        Le VEGF-A est un facteur de croissance majeur intervenant dans les processus de 

la vasculogenèse et de l’angiogenèse. L'existence de voies de signalisation communes 

entre le VEGF-A, les CAM et les molécules d’inflammation pourrait permettre 

d'expliquer la large gamme de fonctions du VEGF-A dans différentes situations 

pathologiques. En effet, des relations complexes entre le VEGF-A, les CAM et les 

marqueurs de l'inflammation ont été décrites dans de nombreuses maladies, 

particulièrement dans les phénotypes cardiovasculaires. Par exemple, certaines études 

ont signalé l'implication des sélectines E, P et L, VCAM-1, ICAM-1 et IL-6 dans 

l'angiogenèse [284]. Il a également été démontré que les taux circulants de VEGF-A, 

d'IL-6, de sélectine E et d'ICAM-1 augmentent dans une situation d'hypoglycémie chez 

des individus sains et chez les patients souffrant de diabète de type 1 [285]. Par ailleurs, 

il est intéressant que plusieurs travaux ont établi un lien entre l'angiogenèse et 

l'inflammation, et soulignent le rôle clé du TNF-α  et de la CRP [286, 287].   

 

Objectif 

Investiguer les relations entre les polymorphismes liés au VEGF-A (rs6921438, 

rs4416670, rs6993770 et rs10738760) et les CAM et les molécules d'inflammation au 

niveau de leur expression génique et de leurs taux circulants. 

 

 

Méthodes- Populations 

Dans cette étude nous avons utilisé quatre cent trois adultes d’origine française de la 

cohorte STANISLAS qui ont été sélectionnés en raison de la disponibilité d'informations 

complètes.  
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Résultats 

Associations entre les taux plasmatiques de VEGF-A, les CAM et les molécules 

inflammatoires 

Les taux plasmatiques de VEGF-A étaient associés aux concentrations d’ICAM-1 (β = 

0,043, P = 0,023) et de sélectine E (β = 0,085, P = 0,039).  

 

Associations entre l'ARNm des isoformes du VEGF-A et l'expression des gènes des CAM 

et des molécules inflammatoires 

Lors de l'analyse de l'association d’ARNm des quatre isoformes du VEGF-A 

(rs6921438, rs4416670, rs6993770 et rs10738760) et de l'expression génétique d'ICAM-

1, des sélectines E, L et P, de TNF-α et d’IL-6 dans les PBMC, nous avons trouvé que 

l'isoforme VEGF-A145 était associée de manière significative avec l'ARNm d'ICAM-1 (β 

= 0,353, P = 0,021), l'ARNm de la sélectine L (β = 0,611, P = 0,001) et l'ARNm du 

TNF-α (β = 0,616, P = 0,001).  

 

Associations des rs6921438, rs4416670, rs6993770, rs10738760 et leurs interactions 

épistatiques avec les taux plasmatiques et le niveau de transcription des CAM et des 

molécules inflammatoires  

Des interactions épistatiques significatives ont été identifiées pour les concentrations de 

sélectine E, de TNF-α, d'ICAM-1 et d'IL-6. Une association significative était observée 

entre rs4416670 et les niveaux de l'ARNm de la sélectine L (β = 0,196, P = 0,039). 

 

Discussion  

    Dans cette étude, nous avons évalué la relation entre le VEGF-A et les CAM et les 

molécules de l'inflammation à l'état sain par une approche pluridimensionnelle: 

associations plasmatiques, expression génique dans les PBMC, déterminants génétiques 

communs et effets fonctionnels éventuels de ces déterminants sur l'expression génétique. 

Des résultats significatifs ont été constatés à tous les niveaux et pourraient permettre 

d'expliquer les interactions physiologiques entre ces molécules. Une étude a montré que 

l’ICAM a un rôle central dans l’angiogenèse [288], une autre que l’ICAM régule 

l’angiogenèse à la fois directement et indirectement [289]. Parmi les molécules 

d'adhésion solubles, la sélectine E et l’ICAM-1 se sont révélées être directement 

angiogéniques [290]. Par conséquent, les associations observées de ces molécules 
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d'adhésion avec le VEGF-A pourraient s’expliquer par des activités communes 

angiogéniques présentes à l'état sain.  

Il a été démontré que la CRP n’est pas associée aux niveaux de VEGF-A dans une 

population en bonne santé [291]. Dans la présente étude, nous avons confirmé cette 

constatation. Ainsi, une relation éventuelle entre les marqueurs de l'inflammation et le 

VEGF-A peut être due à une pathologie, impliquant un  dysfonctionnement vasculaire 

(par exemple chez les personnes atteintes de diabète sucré) [292]. L'absence 

d'associations du VEGF-A avec les autres marqueurs de l'inflammation étudiés permet 

de soutenir davantage cette hypothèse.  

Nos résultats ont confirmé que l'isoforme VEGF-A165 est la plus abondante [77, 146] et 

ont montré que l'ARNm de l'isoforme VEGF-A 145 est associé positivement avec l’ 

ICAM-1, la sélectine L et le TNF-α. Nowak et al. [200] ont rapporté que le TNF-α induit 

une régulation significative du taux circulant de VEGF-A. Par conséquent, nous pouvons 

supposé que le TNF-α a un effet sur la liaison du VEGF-A à son récepteur (VEGFR2). 

Ces associations pourraient indiquer l'existence de facteurs transcriptionnels communs 

ou d'autres mécanismes moléculaires régulant l'expression de ces molécules dans les 

PBMC dans des situations non pathologiques. La régulation des taux du VEGF-A se 

produit au niveau de la transcription génique, de translation, et lors de la liaison du 

VEGF-A à son récepteur (VEGFR2) dans les cellules endothéliales. Des preuves 

indiquent que l'activation de NF-kB induit l'expression d'ICAM-1 dans les cellules 

endothéliales [293-295]. Kim et al. [296] ont examiné les mécanismes de transduction 

du signal par lequel VEGF-A induit des molécules d'adhésion dans les cellules humaines 

ombilicales veineuses endothéliales (HUVEC). En effet, ils ont montré que l'expression 

d’ICAM-1 induite par le VEGF-A est médiée principalement par l’activation de NF-kB. 

Il a également été montré que NF-kB est en partie responsable de la régulation de 

l’expression de l’ARNm du VEGF-A en réponse au TNF-α [297]. Notre étude a révélé 

que l'ARNm de l’isoforme du VEGF-A145 est associée positivement à la sélectine-L. 

Hao et al. [298] ont montré que le VEGF-A par l’intermédiaire du VEGFR2 induit la 

production de certaines cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-6 dans les cellules 

endothéliales mais pas dans les leucocytes. Cela pourrait expliquer l'absence 

d'association entre VEGF-A et l'expression d'IL-6 dans les PBMC. Ainsi, l'absence 

d'expression commune entre VEGF-A et la sélectine P pourrait aussi être expliquée dans 

l'état non pathologique. Il est intéressant de noter, que l’ARNm de VEGF-A145 a été 

associé avec l'expression des molécules CAM / inflammation. Le VEGF-A145 se lie à 
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l'héparine mais se comporte comme VEGF-A121 en ce qui concerne sa capacité de 

reconnaissance du récepteur. En outre, parmi les isoformes du VEGF-A, VEGF-A145 est 

exprimé de façon prédominante dans les tissus reproducteurs et dans plusieurs lignées de 

cellules tumorales dérivées d'organes reproducteurs féminins ainsi que dans les PBMC 

de patients atteints de leucémie aiguë myéloïde [235, 299]. Ces résultats sont 

intéressants car le VEGF-A145 dans les deux maladies vasculaires et malignes et en 

combinaison avec nos résultats dans la population en bonne santé, donne de nouvelles 

orientations pour poursuivre les recherches sur l'implication de VEGF-A dans le 

développement de pathologies cancéreuses.  

En conclusion, nous avons identifié et évalué les liens entre le VEGF-A, les CAM et 

des molécules inflammatoires à l'état sain au moyen d'une approche pluridimensionnelle 

: associations des taux plasmatiques, de l'expression génique dans les PBMC, des 

déterminants génétiques communs et effets fonctionnels éventuels de ces déterminants 

sur l'expression génétique. Des résultats significatifs ont été constatés à tous les niveaux 

et pourraient permettre d'expliquer les interactions physiologiques entre ces molécules. 

Les taux plasmatiques de VEGF-A étaient associés positivement à l'ICAM-1 et à la E-

sélectine. Pour autant que nous sachions, notre étude est la première à démontrer un lien 

entre le VEGF-A, le principal facteur angiogénique et l'ICAM-1, qui permet une 

adhésion solide des leucocytes aux cellules endothéliales.   
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 Publication N°2 

Un variant commun hautement associé aux niveaux plasmatiques 
de VEGF-A et qui contribue également à la variation à la fois du 
LDL-C et du HDL-C et une interaction épistatique expliquant la 
variabilité de l’APO-E. 

Stathopoulou MG*, Bonnefond A*, Ndiaye NC*, Azimi-Nezhad M, El Shamieh S, 

Saleh A, Rancier M, Siest G, Lamont J, Fitzgerald P, Visvikis-Siest S. 

*Co-premiers auteurs 

J Lipid Res 2013;54: 535-41. 

 

         Le VEGF-A est un des régulateurs les plus importants de la biologie vasculaire. 

Particulièrement, VEGF-A stimule l'angiogenèse dans un large éventail de processus 

normaux et pathologiques. En raison de ce rôle marqué sur  l’homéostasie des vaisseaux 

sanguins, la contribution de VEGF-A aux MCV, et sur l’athérogenèse a été largement 

étudiée au cours des dernières années. Il est intéressant d'évaluer  l'effet du VEGF-A (qui 

est exprimé dans tous les tissus des vaisseaux sanguins, y compris le cœur, le foie et les 

reins) sur les facteurs de risque cardiovasculaire, comme les paramètres lipidiques, chez 

des populations supposées saines, car cela pourrait expliquer en partie les effets de 

VEGF-A dans la physiopathologie des maladies cardiovasculaires. En particulier, les 

taux d’HDL-C et d’LDL-C sont considérés comme des facteurs de risque indépendants 

pour le développement des maladies cardiovasculaires. Des augmentations des niveaux 

circulants de VEGF-A ont été trouvées chez des sujets atteints d'hyperlipidémie et un 

résultat similaire a été observé dans une étude pilote chez des patients qui souffrent de 

cholestérol élevé. Une association significative a été trouvée entre les niveaux de HDL-

C et de VEGF-A dans une population en bonne santé supposée du Japon. Les études 

génétiques peuvent être très utiles dans l'identification des associations inédites entre 

voies métaboliques distinctes impliquant des facteurs de risque d’une physiopathologie 

commune.   

 

Objectif 

Evaluer la contribution des quatre SNPs liés au VEGF-A et identifiés par GWAS sur la 

variation interindividuelle des taux des lipides sanguins. 

 

Méthodes- Populations 
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Nous avons utilisé deux populations pour effectuer cette étude. Quatre cent trois adultes 

d’origine française de la cohorte STANISLAS, sélectionnés en raison de la disponibilité 

d'informations complètes ont composé la population de découverte. La population de la 

réplication faisait partie de la cohorte ApoEurope qui regroupe 1145 participants sains 

issus de différentes zones géographiques de l'Europe : Nancy (France); Crète (Grèce); 

Barcelone (Spain) et Lisbonne (Portugal).  

 

Résultats 

Associations des polymorphismes liés au VEGF-A avec les niveaux de HDL-C et LDL-C 

Dans la population de découverte, des associations significatives ont été observées entre 

le rs6921438 et le rs6993770, et les niveaux de HDL-C (β=-0.09mmol/l, P=1.2×10-4 et 

β=-0.01 mmol/l, P=8.3×10-3 respectivement) et entre le rs6921438 et les concentrations 

plasmatiques de LDL-C (β=0.14mmol/l, P=6.7×10-3). Spécifiquement, l’allèle mineur  A 

du rs6921438 est associé avec une diminution des taux du HDL-C et avec une 

augmentation des  taux de LDL-C, alors que l’allèle mineur T du rs6993770 est associé 

avec l’augmentation des niveaux du HDL-C. Ces associations significatives étaient 

seulement confirmées pour le SNP rs6921438 dans la population de réplication (β=-

0.07mmol/l, P=2.7×10-4 et β=0.12mmol/l, P=8.4×10-3 for HDL-C et LDL-C 

respectivement). Des analyses conditionnelles incluant à la fois le rs6993770 et le 

rs6921438 ont révélé que le rs6921438 était le seul SNP ayant un effet significatif direct 

sur les niveaux de HDL-C dans les populations de découverte et de réplication (β=-

0.09mmol/l, P=1.2×10-4 et β=-0.07mmol/l, P=2.7×10-4, respectivement). Ces résultats 

restent significatifs dans les deux types de populations après des ajustements à la fois 

pour le tabagisme et l’hypertension. Le SNP rs6921438 expliquait 1% de la variabilité 

du HDL-C et 0.2% de celle du LDL-C dans les deux populations. La méta-analyse des 

résultats des deux populations a démontré des associations hautement significatives entre 

le rs6921438 et à la fois les niveaux de HDL-C et de LDL-C (β=-0.08mmol/l, P=1.2×10-

7 et β=0.13mmol/l, P=1.5×10-4 pour le HDL-C et le LDL-C). Le SNP rs6993770 n’était 

pas associé de façon significative avec les niveaux de HDL-C dans les deux populations. 

La méta-analyse de l’analyse conditionnelle vérifiait que le rs6921438 est le seul 

déterminant des niveaux des HDL-C (β=-0.08mmol/l, P=1.2×10-7) 
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Interactions entre les polymorphismes liés au VEGF-A et l’hypertension 

Une association avec une significativité importante entre l’interaction rs4416670 × 

hypertension et la variation de l’APO-E a également été identifiée (P= 3.5×10-3, 1.6×10-

3, et 1.7×10-5  respectivement dans les populations de découverte, de réplication  et de 

méta-analyse). L’allèle mineur du polymorphisme a été associée avec des niveaux plus 

faibles d’APO-E dans le cas de patients hypertendus (β=-0.71mg/l, -0.75mg/l, et -

0.73mg/l respectivement).  

Dans le but de tester une association directe du rs4416670 sur l’hypertension, des 

analyses complémentaires ont été effectuées dans les deux populations. L’interaction 

SNP × hypertension que nous démontrons n’est pas due à une relation directe entre les 

deux composants  de cette interaction. Aucune association significative n’a été observée 

entre le même SNP et l’hypertension  (P=0.576 pour la découverte et P=0.592 pour la 

réplication de la population). 

 

Interactions épistatiques entre les polymorphismes liés au VEGF-A  

Concernant les interactions épistatiques, nous avons trouvé que le SNP rs6921438  

interagissait avec le rs6993770 pour des niveaux de HDL-C (β=0.05mmol/l, P=2.4×10-

3). Bien que cette interaction ne soit pas significative dans la population de réplication 

(β=0.02mmol/l, P=0.035), cela l’a été dans la méta-analyse des résultats (β=0.03mmol/l, 

P =2.6×10-3). 

 

Discussion 

Dans cette étude nous avons évalué l’effet de 4 SNPs liés au VEGF-A sur les paramètres 

lipidiques sanguins et nous avons trouvé des associations significatives et des 

interactions dans deux populations indépendantes d’Européens en bonne santé et sans 

aucun lien de parenté. 

En particulier, le SNP rs6921438 a été associé fortement avec les niveaux plasmatiques 

des  HDL-C et des LDL-C. Ce SNP est localisé dans le chromosome 6 p 21.1, à 171kb 

en aval du gène VEGF-A. Plus précisément, ce SNP est localisé entre le LOC100132354 

(un gène d’ARN non-codant) et le gène C6orf223 (codant une protéine non 

caractérisée).  

Nous avons montré précédemment [281] que l’allèle mineur du rs6921438 est associé 

avec des niveaux de VEGF-A faibles (expliquant 41% de la variabilité de VEGF-A 

plasmatique). Il semble que le rs6921438 pourrait avoir un effet négatif sur le système 
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cardio-vasculaire par le biais d’une augmentation des HDL-C et des LDL-C et avec, en 

même temps, une baisse des taux de VEGF-A.  

Il devrait être mentionné, qu’à notre connaissance, c’est la première étude concernant les 

effets des 4 SNPs liés au VEGF-A sur les lipides dans le sang. De même que le 

rs6921438 n’a été identifié dans aucune GWAS des taux de HDL-C et de LDL-C [300-

309] incluant une large méta-analyse de GWAS avec plus de 100 000 participants [307]. 

La raison de cette disparité peut être due aux différences des populations étudiées.  

 De plus, les GWAS existants ont réussi à expliquer un petit pourcentage de la variabilité 

des lipides dans le sang (par exemple, pour le HDL-C, il s’étend de 0.6 à 10%), donc 

d’autres variants génétiques restent à être trouvés. Néanmoins, dans l’étude actuelle, le 

rs6921438 explique 1% de la variabilité du HDL-C et 0.2% de celle du LDL-C.  

Dans la présente étude, une approche gène candidat a été utilisée en se basant sur les 4 

SNPs identifiés à partir d’un GWAS des taux du VEGF-A. L’utilisation d’un SNP 

identifié par GWAS comme candidat pour expliquer d’autres types de variation, pourrait 

aider à élucider les relations génétiques entre phénotypes et à identifier de nouveaux 

mécanismes biologiques associés aux pathologies. Nos résultats qui suggèrent une 

régulation génétique commune des lipides et du VEGF-A, peut supporter cette approche.  

Les taux plasmatiques du VEGF-A peuvent avoir une implication indirecte dans le 

métabolisme des lipides,  au moins chez des individus censés être en bonne santé. Blann 

et al. [310] ont démontré que des sujets avec hyperlipémie comparés à des contrôles 

sains  avaient des taux élevés de VEGF-A même si les auteurs n’ont trouvé aucune 

corrélation entre le VEGF-A et les niveaux de lipides. En plus, des résultats similaires 

ont été observés par Belgore et al. [311] dans une petite étude pilote sur des patients 

souffrant d’hypercholestérolémie. Dans l’étude de Kimura et al. [312], les niveaux de 

sérum de VEGF-A  ont été négativement corrélés avec les niveaux de HDL-C, chez des 

adultes sains, cependant, cette corrélation a été observée seulement dans une population 

de sexe masculin.  De plus, Sandhofer et al. [313] ont montré que les niveaux de plasma 

de VEGF-A étaient associés de façon négative avec les taux de TC et de LDL-C dans un 

échantillon féminin sain. Bien que la population de cette étude soit plus large que notre 

population de découverte, l’échantillon féminin est de façon significative plus âgé 

comparé aux nôtres. Comme observé précédemment [314], les niveaux de VEGF-A 

augmentent avec l’âge, notamment chez les femmes. Dans son ensemble, il semble que 

dans les populations supposées saines, le VEGF-A n’est pas associé avec les niveaux de 

lipides dans le sang. Donc, bien qu’un environnement génétique commun existe entre le 
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VEGF-A et les lipides sanguins, notamment le HDL-C et le LDL-C, une association de 

type ‘clinique’ ne peut pas être détectée dans des situations physiologiques. Cependant, 

la fonctionnalité de ces SNPs et l’éclaircissement des voies moléculaires qui sont 

impliquées devraient être déterminants pour d’autres études fonctionnelles y compris 

l’analyse  transcriptomique  de certaines protéines. L’hypertension est parmi les risques 

majeurs de MCV [27]. La présence de niveaux de lipides altérés et de l’hypertension 

sont des manifestations très fréquentes chez les sujets ayant des maladies cardio-

vasculaires. De plus, comme l’est un facteur communément présent chez les patients 

ayant des niveaux de lipides ‘pathologiques’, les effets des interactions avec des 

variables génétiques pourrait avoir une importance clinique. Ici, nous avons identifié un 

nouveau variant génétique qui a un effet sur les niveaux d’APO-E par le biais d’une 

interaction avec l’hypertension. L’interaction SNP × hypertension que nous démontrons 

n’est pas due à une relation directe entre les deux composants de cette interaction. Plus 

précisément, nous avons identifié un effet significatif de l’interaction entre le rs4416670 

et l’hypertension sur la diminution des niveaux d’APO-E. Les niveaux de APO-E sont 

connus pour être associés au polymorphisme commun d’APO-E; en particulier, nous 

avons précédemment montré que le génotype APO-E 2/2 contribue à des niveaux élevés 

d’APO-E et l’APO-E 4/4 à de faibles niveaux d’APO-E [315].  

En conclusion, cette étude est la première dont le but était d’identifier une régulation 

génétique commune entre le VEGF-A et les lipides dans le sang. La sélection de 

populations en bonne santé est importante pour la compréhension de ces relations, le 

profil clinique, à la fois des lipides dans le sang et du VEGF-A, étant affecté par 

beaucoup de facteurs liés à la maladie ce qui complique la situation et ne permet pas 

l’obtention de résultats exploratoires. Un autre point fort de cette étude est la réplication 

des résultats les plus significatifs, sur une population indépendante, de même que 

l’utilisation de méta-analyses, ce qui a permis de valider ces résultats.  

Enfin, l’identification d’une interaction pour les taux d’APO-E pourrait être importante 

pour la compréhension des mécanismes complexes qui définissent les phénotypes des 

MCV.  
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Publication N°3 

Les gènes NOS3, CD14, MMP3 et IL4R liés à l'angiogenèse sont 
associés à l'expression génique et à la concentration plasmatique 
de VEGF-A dans des conditions physiologiques. 

Saleh A*, Stathopoulou MG*, Azimi-Nezhad M, Ndiaye NC, Murray H, Masson C, 

Lamont J, Fitzgerald P, Visvikis-Siest S. 

*Co-premiers auteurs 

Manuscrit soumis: BMC Med Genet 

 

      Le VEGF-A est produit par différents types cellulaires dont les neutrophiles, les 

macrophages, les fibroblastes, les PBMC et les cellules endothéliales. Il s'agit d'un des 

régulateurs les plus puissants de l'angiogenèse et des concentrations élevées de VEGF-A 

dans le sang ont été associées à plusieurs types de cancer et d'autres maladies 

chroniques, telles que les maladies cardiovasculaires (cardiopathie ischémique, 

insuffisance cardiaque, accident vasculaire cérébral) et le diabète, ainsi qu’à des troubles 

du système immunitaire et des états inflammatoires [316]. La NOS3 produit localement 

et de manière continue de l'oxyde nitrique (NO). Le NO est un agent médiateur et/ou 

effecteur de l'angiogenèse qui a également un effet sur la fonction endothéliale ; il est 

donc impliqué dans la tonicité vasculaire, la résistance à l'insuline, le développement 

d'athérosclérose et le diabète de type 2 [317]. Le CD14 est un récepteur multifonctionnel 

impliqué dans plusieurs processus biologiques et physiopathologiques différents dont 

l'apoptose, les maladies inflammatoires, l'angiogenèse et le développement tumoral. De 

ce fait, il a été démontré que le CD14 constituait un candidat pour le développement de 

médicaments anticancéreux dirigés contre la développement tumoral et l'angiogenèse 

[318]. Les MMP sont des protéases dépendantes du zinc capables de dégrader d'autres 

enzymes [285]. Elles jouent un rôle dans certaines situations pathologiques caractérisées 

par une dégradation excessive de la matrice extracellulaire, par exemple lors de la 

métastase tumorale ou de l'artériosclérose. Plusieurs études ont mis en évidence des 

associations entre des MMP et le VEGF-A ainsi qu'une relation entre les MMP et 

l'angiogenèse [317]. L'IL4 est une glycoprotéine sécrétée par les lymphocytes T activés, 

les basophiles et les mastocytes [319]. Des études antérieures ont indiqué l'implication 

d'IL4 dans l'angiogenèse [320, 321]. 
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Objectif 

Examiner les éventuelles relations entre l’expression des quatre isoformes du gène 

VEGF-A (VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-A165 et VEGF-A189) et sa concentration 

plasmatique et les polymorphismes des gènes candidats angiogèniques NOS3, CD14, 

MMP3 et IL4 ainsi que leurs interactions épistatiques avec les polymorphismes liés au 

VEGF-A. 

 

Méthodes- Populations 

Quatre cent trois adultes d’origine française de la cohorte STANISLAS ont été 

sélectionnés en raison de la disponibilité d'informations complètes  

 

Résultats 

Association des polymorphismes étudiés sur les gènes NOS3, CD14, MMP3, IL-4R et 

IL4 avec l'expression génique et la concentration plasmatique en VEGF-A. 

Après ajustement sur l'âge, le sexe et l'IMC, une association significative a été constatée 

entre le rs1799983 sur le gène NOS3 et la concentration en ARNm du VEGF-A145 

(β = 0,17, P = 0,033 respectivement).  

Aucun des polymorphismes sur les gènes NOS3, CD14, MMP3, IL-4R et IL4 n'était 

associé avec la concentration plasmatique du VEGF-A.  

  

Interactions épistatiques entre NOS3, CD14, MMP3, IL4R, IL4 et les polymorphismes 

associés au VEGF-A pour la concentration plasmatique en VEGF-A. 

Des interactions épistatiques agissant sur la régulation de la concentration plasmatique 

du VEGF-A ont été observées pour six variants génétiques, rs1800779 et rs3918226 

(NOS3), rs2569190 (CD14), rs3025058 (MMP3), rs1801275 (IL4R) et rs6921438 

(VEGF-A). Plus précisément, le SNP rs1800779 sur NOS3 interagit avec le rs3918226 

sur le même gène (β = 0,17, P = 0,022) ainsi qu'avec le rs2569190 sur CD14 (β = -0,06, 

P = 0,042), les deux interactions aboutissant à un effet inverse sur la concentration 

plasmatique du VEGF-A (respectivement une augmentation et une diminution). De plus, 

le rs1801275 sur IL-4R interagit avec le SNP associé au VEGF-A rs6921438, ce qui 

conduit à une augmentation de la concentration plasmatique du VEGF-A (β = 0,07, 

P = 0,042), ainsi qu'avec le rs3025058 sur MMP3 pour donner l'effet inverse (β = -0,09, 

P = 0,010). Enfin, l'interaction entre le rs2569190 sur CD14 et le rs3025058 sur MMP3 
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était associée à une augmentation significative de la concentration plasmatique du 

VEGF-A (β = 0,07, P = 0,019). 

 

Effets des interactions SNP × facteurs environnementaux sur la concentration 

plasmatique en VEGF-A. 

Des interactions significatives ont été observées entre le SNP rs1800779 sur NOS3 et 

HDL-C,  triglycérides et obésité. L'interaction entre le rs1800779 et l'obésité et les 

triglycérides conduit à une diminution de la concentration plasmatique du VEGF-A 

(β = -0,11, P = 0,018, β =  0,04, P = 0,043 respectivement), alors que l'interaction entre 

ce même SNP et le HDL-C est associée à une augmentation de la concentration 

plasmatique du VEGF-A (β = 0,12, P = 0,005). Par ailleurs, le polymorphisme associé 

au VEGF-A rs6921438 interagit avec l'hypertension pour réduire la concentration du 

VEGF-A (β = -0,18, P = 0,028).  

 

Discussion 

Dans cette étude, nous avons mis en évidence des associations significatives entre les 

variants génétiques de NOS3 et l'expression génique du VEGF-A dans une population 

d'individus en bonne santé. De plus, nous avons identifié des interactions épistatiques et 

gène x environnement significatives impliquant des polymorphismes situés sur les gènes 

NOS3, CD14, MMP3, IL4R et IL4, ainsi que des polymorphismes associés au VEGF-A, 

qui agissent sur la concentration plasmatique en VEGF-A. 

De nombreux SNPs ont été identifiés sur le gène NOS3. Parmi ces SNP, le variant 

commun G984T (rs1799983) situé sur l'exon 7 du gène modifie la séquence codante et 

entraîne la substitution d'un acide glutamique par un acide aspartique à la position 298 

de la protéine, ce qui pourrait modifier l'activité enzymatique de cette dernière [322, 

323]. Plusieurs études distinctes ont démontré que ce SNP est lié à un risque de spasme 

coronarien, de coronaropathie et d'infarctus du myocarde aigu [324-328].  

Dans la présente étude, nous avons observé une association significative entre ce SNP et 

le niveau d'expression du VEGF-A (ARNm total du VEGF-A et expression de l'isoforme 

VEGF-A145) ; l'allèle mineur de ce SNP étant associé à des niveaux plus élevés d'ARNm 

du VEGF-A. Cette association pourrait suggérer l'existence d'une voie de régulation de 

la transcription du VEGF-A impliquant NOS3 dans les PBMC dans un contexte non 

pathologique, et de ce fait un nouveau lien moléculaire entre le VEGF-A et le NO. Il est 

à noter que lors d'une étude antérieure portant sur la même population, nous avons mis 
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en évidence des associations significatives entre l'isoforme VEGF-A145 et l'expression de 

molécules impliquées dans l'adhésion cellulaire et l'inflammation (ICAM-1, sélectine L 

et TNF-a) [127]. Les présents résultats soulignent encore plus l'importance de cette 

isoforme dans la physiologie cardiovasculaire et son rôle en tant que molécule clé dans 

différentes pathologies. Par contre, aucun lien n'a été trouvé entre l'expression génique 

et/ou la concentration plasmatique en VEGF-A et les polymorphismes situés sur les 

gènes CD14, MMP3, IL4R et IL4 dans notre population en bonne santé.  

Dans la présente étude, nous rapportons également une interaction épistatique entre le 

SNP rs1800779 sur le gène NOS3 et le SNP rs2569190 sur le gène CD14 qui aboutit à 

une diminution significative de la concentration plasmatique en VEGF-A. Le SNP 

rs1800779 est situé en amont du gène dans la région promotrice et pourrait conduire à 

une production et une biodisponibilité moindres du NO. De la même façon, le SNP 

rs2569190 sur CD14 est situé à la position -159 du gène et il a été lié à une augmentation 

de l'expression et de l'activité transcriptionnelle de CD14 [329]. 

Par ailleurs, nous avons démontré que l'interaction entre deux SNPs situés sur le gène 

NOS3, rs1800779 et rs3918226, est associée à une augmentation significative de la 

concentration plasmatique en VEGF-A. Tout comme rs1800779, rs3918226 est situé 

dans la région promotrice du gène NOS3 et bien qu'aucune étude fonctionnelle n'ait 

encore jamais porté sur ce SNP, plusieurs publications ont rapporté la présence d'un site 

de liaison de facteurs de transcription de la famille ETS à proximité de rs3918226, ce qui 

suggère qu'il pourrait éventuellement moduler l'expression de NOS3 [330].  

Il convient également de constater que dans la population en bonne santé étudiée dans 

cette étude, l'interaction épistatique entre le SNP rs1801275 sur IL-4R et le SNP 

rs6921438 associé au VEGF-A est associée à une augmentation significative de la 

concentration plasmatique en VEGF-A. L'action biologique de l'IL-4 est déclenchée lors 

de sa liaison aux récepteurs IL-4 qui à leur tour activent des voies de signalisation 

intracellulaires [331]. Le SNP rs1801275 sur le gène IL-4R conduit à la substitution 

d'une arginine en position 576 de la protéine par une glutamine, ce qui a pour résultat 

une suractivation des voies de signalisation de ce récepteur. De son côté, le SNP associé 

au VEGF-A rs6921438 est situé dans une région intergénique à 171 kb en aval du gène 

VEGF-A sur le chromosome 6p21.1. Lors d'une étude pangénomique antérieure, il a été 

démontré que l'allèle mineur de ce polymorphisme est associé à une baisse de la 

concentration en VEGF-A [281].  
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Des liens complexes ont été observés entre l’IL4 et le VEGF-A dans plusieurs contextes 

pathologiques. L'IL4 présente des propriétés pro-angiogéniques et pro-inflammatoires 

dans les poumons lors d'une exposition à une hypoxie chronique et il a été démontré que 

ces propriétés dépendaient de l'activation induite par l'hypoxie de la voie de signalisation 

du VEGF-A [332]. À l'inverse, il a été démontré que l'IL4 a une action anti-

angiogénique dans plusieurs modèles de cancer où le taux d'expression du VEGF-A est 

élevé [333]. De même, chez des patients souffrant de polyarthrite rhumatoïde, l'IL4 

inhibe la production de VEGF-A par les fibroblastes synoviaux [334]. Les résultats de 

notre étude viennent étayer cette notion d’interactions/interférences entre le VEGF-A et 

l'IL4.  

Un autre résultat de cette étude indique qu'il existe une interaction épistatique entre le 

SNP rs1801275 du gène IL4R et le SNP rs3025058 du gène MMP3 qui est associée à 

une diminution significative de la concentration plasmatique en VEGF-A. Le SNP du 

gène MMP3 est situé dans sa région promotrice. Un des allèles comporte une série de six 

adénosines (6A) à la position 1171 alors que l'autre n'en comporte que cinq (5A) [335]. 

Il a été démontré que les MMP interviennent dans différentes étapes du processus 

d'angiogenèse et qu'elles jouent un rôle important dans le développement des vaisseaux 

sanguins et de l'extension du réseau vasculaire tumoral [336]. De plus, les MMP peuvent 

augmenter la biodisponibilité du VEGF-A [337] et plusieurs études ont démontré que 

l'association entre les MMP et le VEGF-A contribue au développement de situations 

pathologiques (p. ex. l'invasion cancéreuse) [338-340]. Au vu des possibles interactions 

entre le VEGF-A et aussi bien l'IL4 que les MMP, il n'est pas surprenant que cette étude 

a permis de mettre en évidence des interactions significatives entre des SNP situés sur 

les gènes IL4R et MMP3 et la concentration plasmatique en VEGF-A. 

Pour l'analyse des interactions, nous avons retenu comme facteurs environnementaux 

l'hypertension, le tabagisme, le taux de lipides et l'obésité car ce sont les facteurs de 

risque dont l'impact environnemental est le plus important pour un grand nombre de 

maladies. 

Nous avons observé des interactions entre le SNP rs1800779 sur le gène NOS3 et le 

HDL-C, les triglycérides et l'obésité. Ces interactions sont associées à des concentrations 

plasmatiques en VEGF-A plus élevées pour le HDL-C, et plus faibles pour les 

triglycérides et l'obésité. 
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Loebig et al. [341] ont signalé une corrélation positive entre la concentration 

plasmatique en VEGF-A et l’IMC et des niveaux élevés de VEGF-A chez des individus 

en surpoids lorsque comparés à des personnes de poids normal ou faible. Sandhofer et al. 

[313] ont rapporté l'existence d'une corrélation positive entre la concentration 

plasmatique en VEGF-A et l'IMC chez les hommes, et une corrélation négative avec la 

graisse viscérale chez les femmes [313].  

En conclusion, nos résultats impliquent NOS3, CD14, MMP3, IL4R, IL4 et les 

polymorphismes associés au VEGF-A dans la régulation du VEGF-A ouvrant de 

nouvelles perspectives de recherche dans le domaine des maladies chronique dans 

lesquelles ces molécules sont impliquées. 
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Les variants génétiques liés au VEGF-A et identifiés par GWAS 
sont associés au risque de l'obésité dans une population en bonne 
santé: interactions avec les lipides sanguins 

Saleh A*, Stathopoulou MG*, Ndiaye NC, Chatelin J, Murray H, Masson C, Lamont J, 

Fitzgerald P, Visvikis-Siest S. 

*Co-premiers auteurs 

Manuscrit soumis: Int J Obesity 

 

          L'obésité est un des problèmes de santé les plus courants, elle est devenue une 

source de préoccupation pour la santé publique, en raison de ses effets négatifs sur la 

morbidité et la mortalité à des âges différents dans les pays développés et les pays en 

développement. L'obésité est associée à un risque accru de nombreux problèmes de 

santé, notamment les maladies cardiovasculaires, l'hypertension et le diabète de type 2. 

La diversité des formes de l'adiposité et l'obésité sont probablement produites par des 

interactions complexes entre le patrimoine génétique, l'alimentation et l'activité 

physique. L'angiogenèse est un processus complexe qui consiste en la croissance de 

vaisseaux sanguins à partir du système vasculaire existant. De nombreuses molécules 

angiogéniques ont été identifiées par ce processus. Parmi les principales molécules 

identifiées le VEGF-A est nécessaire pour l'initiation de la formation de vaisseaux 

immatures au cours du développement et chez l'adulte, et il est hautement spécifique 

d'un mitogène pour les cellules endothéliales. Qi et Claesson-Welsh [342] ont montré 

que le VEGF-A induit la migration cellulaire par des facteurs d'activation tels que la 

kinase d'adhésion focale (FAK) et Paxillin, également par la voie PI3 kinase / Akt. 

L'activation de FAK est liée à la région C-terminale de VEGF-R2. Le VEGF-A joue un 

rôle dans la voie p38 / MAPK stress qui est également impliquée dans la migration 

cellulaire et les inhibiteurs de p38 diminuent la migration cellulaire. Des études 

antérieures [258] ont démontré que l'angiogenèse a un rôle essentiel dans la modulation 

de l'adipogenèse et l'obésité en contrôlant le nombre des vaisseaux du tissu adipeux. 

Cependant, le rôle du VEGF-A et des polymorphismes associés n'a pas été étudié par 

rapport au développement de l'obésité.   

 

 

Objectif 
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Evaluer les effets de polymorphismes liés au VEGF-A sur les traits de l’obésité chez les 

individus en bonne santé. 

 

Méthodes- Populations 

Quatre cent trois adultes d’origine française de la cohorte STANISLAS ont été 

sélectionnés en raison de la disponibilité d'informations complètes  

 

Résultats 

Associations de polymorphismes liés au VEGF-A avec l’IMC, le tour de taille, l'obésité 

centrale et l'obésité. 

Des associations significatives avec l'obésité ont été observées pour le rs4416670 lié au 

VEGF-A (OR=0.738, P=0.038). L’allèle mineur de ce polymorphisme a été associé à 

une diminution du risque d'obésité. Aussi, il était significativement associée à une 

diminution du tour de taille (β = -0.007, P = 0,023). Aucune association significative n'a 

été trouvée pour les autres polymorphismes testés et aucun variant n’a eu d’effet direct 

significatif sur l'IMC et l'obésité centrale.    

 

Interactions entre les polymorphismes liés au VEGF-A avec les lipides sanguins pour 

l'IMC, le tour de taille, l'obésité centrale et l'obésité 

Des interactions significatives avec les triglycérides ont été observées pour l'IMC. Trois 

SNPs liés au VEGF-A ont été impliqués dans ces interactions: rs6921438, rs4416670 et 

rs10738760 (β = 0.017, P=2.954×10-5, β = 0.012, P=0.001, β = -0.017, P=3.966×10-6 

respectivement).   

Les interactions des rs6921438 et rs4416670 avec des triglycérides ont augmenté le 

risque d'obésité (OR=1.584, P=0.002; OR=1.476, P=0.009), tandis que le rs10738760 

était associée à une diminution du risque de l'obésité (OR=0.668, P=0.002). 

De très fortes interactions avec les triglycérides étaient présentes pour le tour de taille. 

Les interactions impliquant les rs6921438 et rs4416670 mais aussi le rs6993770  avaient 

un effet d'augmentation du tour de taille (β = 0.014, P=1.5 × 10-6, β = 0.011, P=5.5 × 10-

5, β = 0.009, P=0.029 respectivement). Le SNP rs10738760 interagi avec des 

triglycérides pour diminuer les niveaux de tour de taille (β = -0.015, P=2.14 × 10-8). 

Des résultats similaires ont été observés pour les interactions avec les triglycérides et les 

SNPs ci-dessus pour l'obésité centrale, à l'exception de rs4416670 (rs6921438, 

OR=1.720, P=0.008; rs10738760, OR=0.677, P=0.032). 
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En outre, deux autres interactions significatives ont été observées. Une augmentant le 

risque d’obésité entre le rs4416670 et le cholestérol total (OR=1.497, P=0.01) et une 

diminuant le risque entre rs1799983 de NOS3 et HDL-C (OR=0.274, P=0.006). En 

outre, l'interaction rs4416670 avec TC a augmenté de manière significative le tour de 

taille (β = 0.006, P = 0,042).  

 

Discussion 

L’obésité est une maladie multifactorielle résultant de l’interaction entre facteurs 

génétiques et environnementaux. Elle est devenue un problème de santé publique, mais 

reste un défi clinique majeur. Les phénotypes liés à l'obésité sont associés à un risque 

cardiovasculaire et à de nombreux autres problèmes de santé. 

Nous avons trouvé clairement et de façon intéressante, que les variants liés au VEGF-A 

sont associés avec différents phénotypes liés à l'obésité directement ou par des 

interactions significatives avec des niveaux de lipides sanguins.  

Le rs4416670 a montré un rôle protecteur contre le tour de taille et l'obésité. Cet effet a 

été inversé par une interaction avec les triglycérides et le cholestérol total. Ces 

interactions ont augmenté l’IMC, le tour de taille et le risque d'obésité générale. Ce SNP 

est intergénique entre LOC100132354 (produisant un ARN non codant) et le gène 

C6orf223 (codant pour une protéine non caractérisée) sur le chromosome 6p21.1, à 171 

kb, et diminue les taux de VEGF-A [281]. 

Deux autres polymorphismes liés au VEGF-A (rs6921438 et rs10738760) ont interagi 

avec des triglycérides pour modifier les niveaux d'IMC, le risque d'obésité centrale et 

l'obésité générale (positivement pour rs6921438 et négativement pour rs10738760). Le 

SNP rs6921438 est un variant intergénique situé sur le chromosome 6p21.1, à 171 kb et 

il a été associé à une diminution des niveaux de VEGF-A circulant. D'autre part, le 

rs10738760 est un variant intergénique entre KCNV2 et VLDLR sur le chromosome 

6p21.1, et a été associé avec une augmentation des niveaux de VEGF-A circulant [281]. 
Une interaction significative a été décrite entre les triglycérides et rs6993770 pour 

l'augmentation du tour de taille. Le SNP rs6993770 présente l'association la plus 

significative avec les taux de VEGF-A [12]. Ce SNP est localisé dans le gène ZFPM2, à 

une distance de 980,4 kb sur le chromosome 8q23.1 [281]. 

En ce qui concerne les implications cliniques que nous avons constatées, à savoir, que 

les variants liés au VEGF-A montraient des associations significatives avec l'obésité et 

ses phénotypes, il serait intéressant d'évaluer si les personnes obèses réagissent 
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différemment aux programmes de perte de poids selon ces variants. Une telle découverte 

pourrait conduire à une gestion spécifique des sous-populations définies en fonction de 

leurs SNPs liés au VEGF-A. De plus, savoir que certains polymorphismes pourraient 

exposer à un risque plus ou moins grand d'obésité pourrait aider à donner des conseils 

plus individualisés. Le praticien pourrait alors les adapter à chaque patient et fournir un 

accompagnement personnalisé à la place de communiquer des recommandations 

générales. 

En outre, des interactions significatives entre trois SNP liés au VEGF-A (rs6921438, 

rs4416670, rs107387760) avec des triglycérides pour l'obésité et de l’IMC, plaide pour 

un grand intérêt des régimes basés sur les triglycérides dans cette population pour 

prévenir l'obésité, tout en choisissant entre régimes faibles en graisses et faibles en 

glucides. 

De plus, des interactions significatives ont été décrites entre des niveaux élevés de 

triglycérides avec rs6921438, rs6993770 et rs4416670 pour augmenter le tour de taille, 

tandis que, l’interaction entre rs10738760 avec les triglycérides réduisait le tour de taille. 

Comme mentionné précédemment, SNP rs10738760 est localisé très près du gène 

VLDLR et du gène KCNV2. Nous pourrions émettre l'hypothèse d'une interaction de ce 

SNP avec le gène VLDLR, qui a pour conséquence de diminuer l'entrée des triglycérides 

dans les adipocytes et donc le risque d'obésité.  

En conclusion, l’ensemble des résultats de cette parie de thèse plaide pour influences 

génétiques des variants liés à VEGF-A sur la composition corporelle et le risque 

cardiovasculaire par les voies métaboliques impliquant le VEGF-A. Nos résultats 

pourraient être traduits dans la pratique clinique personnalisée.   
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Publication N°5 

Les déterminants génétiques liés au VEGF-A sont impliqués dans 
la régulation de la pression artérielle.  

Saleh A*, Stathopoulou MG*, Chatelin J, Ndiaye NC, El Shamieh S, Siest G, Masson 

C, Murray H, Kurth MJ, Lamont J, Fitzgerald P, Visvikis-Siest S 

*Co-premiers auteurs 

Manuscrit soumis: Hypertension 

 

Le VEGF-A est un puissant facteur d’augmentation de la perméabilité vasculaire 

agissant principalement au niveau de la microvascularisation. L’HTA est caractérisée 

par une dysfonction endothéliale et une réduction de la vasodilatation médiée par 

l’endothélium [26] démontrées chez des patients ainsi que chez des modèles animaux 

[243]. L'HTA est une maladie multifactorielle résultant d'interactions complexes entre 

les composantes génétiques et environnementalles [343]. La contribution génétique dans 

l’HTA essentielle se présente  sous la forme de plusieurs allèles (de nombre et nature 

inconnus) qui pourront altérer la fonction et/ou l'expression des protéines codées, et par 

conséquence créer des phénotypes intermédiaires qui se compliqueraient en HTA [344]. 

 

Objectif    

Examiner l'association entre les polymorphismes liés au VEGF-A et la PA. 

 

Méthodes- Populations 

Nous avons utilisé deux populations pour effectuer cette étude. Quatre cent trois adultes 

de la cohorte STANISLAS et 380 participants de la cohorte ApoEurope. Ce projet a été 

effectué avec des sujets ne prenant pas de médicaments antihypertenseurs.  

 

Résultats 

Associations de polymorphismes liés au VEGF-A avec les niveaux de pression 

artérielle :  

Dans les deux populations, après ajustement pour l'âge, le sexe et l'IMC, une association 

significative a été observée entre rs4416670 de VEGF-A avec la pression pulsée (PP)  (β 

= 0,010, P = 0,048 et β = 0,010, P = 0,042 respectivement).  

Interactions gène × gène avec la pression artérielle: 
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En ce qui concerne les interactions épistatiques, dans la population de découverte tous 

les variants génétiques ont été impliqués. Parmi ceux-ci, une interaction épistatique entre 

rs6921438 et rs10738760 était significative pour la PP dans les deux populations (βint=-

0.01, Pint=0.026 et βint=-0.01, Pint=0.043 pour la population découverte et de réplication 

respectivement.  

 

Discussion 

Il est établit que de multiples déterminants génétiques et facteurs environnementaux 

contribuent à la régulation de la pression artérielle [345]. Cependant, les mécanismes 

synergiques en cause sont peu connus. L’étude d’association pangénomique la plus large 

menée à ce jour (réunissant près de 200 000 sujets) [346], a permis la mise en évidence 

de 29 loci associés à la pression artérielle systolique, diastolique et/ou à l’hypertension 

artérielle. Le score génétique construit à partir de ces 29 loci n’a néanmoins permis 

d’expliquer que 0,9% de la variabilité phénotypique de la pression artérielle [346]. 

L’observation d’une telle héritabilité manquante pourrait être expliquée par la non prise 

en compte de phénomènes épistatiques (interactions gène*gène) [347]. Dans la présente 

étude, nous avons démontré que des variants génétiques connus pour intervenir dans la 

régulation du VEGF-A étaient également impliqués dans la régulation de la pression 

artérielle. De plus, nous avons pu mettre en évidence l’existence d’interactions 

gène*gène significatives, renforçant ainsi l’intérêt de leur effet dans la régulation des 

traits associés à des pathologies humaines communes comme ici pour la pression 

artérielle. 

Précisément, une association significative entre le SNP rs4416670C et la pression pulsée 

a été observée dans les populations initiale et de réplication de notre étude : l’allèle 

mineur de ce variant été associé à une augmentation significative de la pression pulsée 

alors que ce même allèle avait été associé avec une diminution du niveau de VEGF-A 

dans notre précédente étude d’association pangénomique [281]. Le SNP rs4416670 est 

localisé sur le chromosome 6p21.1 à 171 kb entre LOC100132354 (dont l’ARN est non 

codant) et C6orf223 (codant pour une protéine non caractérisée) en aval du gène VEGF-

A. Certaines données d’expression du gène C6orf223 ont montré une activation de 

l’hypoxie, ce qui augmente également la production de VEGF-A [146]. 

De plus, nous avons observé une interaction épistatique significative entre deux SNPs 

précédemment associés au VEGF-A (rs6921438G>A et rs10738760T>C) ayant un effet 

sur la pression pulsée dans les mêmes populations. Le SNP rs6921438G>A est un 
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variant intergénique localisé sur le chromosome 6p21.1, à 171kb en aval du gène VEGF-

A qui a un effet délétère sur le système cardiovasculaire. Il diminue les niveaux de 

VEGF-A, augmente les lipoprotéines à basse densité et diminue les lipoprotéines à haute 

densité en conditions physiologiques [129, 281]. Cependant, la présente étude a montré 

que son interaction avec le SNP rs10738760 T>C, dont l’allèle mineur est associé avec 

une diminution des niveaux de VEGF-A, induit une diminution de la pression pulsée, 

démontrant ainsi que la combinaison de ces deux variants mène à profil cardiovasculaire 

plus favorable. 

Une injection de fortes doses de VEGF-A chez le lapin induit une vasodilatation 

systémique causant une chute immédiate de la pression artérielle pouvant être inhibée 

par des inhibiteurs de l’oxyde nitrique synthase (NOS) [348]. Le VEGF-A, agissant à 

travers VEGFR2, active l’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) à travers 

AKT26, résultant par une augmentation de la production de NO vasodilatateur [349]. 

Les données évoquées ci-dessus démontrent l’intérêt d’exposer le fait que les variants 

impliqués dans une diminution des niveaux de VEGF-A étaient associés avec une 

augmentation de la pression pulsée dans deux populations Européennes indépendantes 

d’adultes non apparentés en conditions physiologiques. 

L’angiogenèse joue un rôle central dans divers processus physiologiques. Des études 

chez l’animal ont montré que la délétion d’un allèle du gène VEGF-A induisait une 

angiogenèse immature et une insuffisance cardiaque menant à une létalité embryonnaire. 

Il est à noter que la perte d’un unique allèle au sein d’un gène mène rarement à la létalité 

chez les mammifères. Cette observation plaide pour l’importance de ce gène dans 

l’homéostasie angiogénique et le système cardiovasculaire [221, 222]. 

En condition hypoxique, les facteurs de croissance et les hormones telles que les 

œstrogènes activent l’expression de VEGF-A [146]. D’après les résultats obtenus par des 

études KO, VEGFR2 est le transducteur principal du message VEGF-A [350]. Le 

VEGF-A est secrété dans les cellules déciduales, qui possèdent des récepteurs à 

progestérone, et est également impliqué pendant la grossesse dans l’angiogenèse 

déciduale et dans la remodélisation vasculaire de l’utérus en rapide croissance puis 

régression [351]. Dans la rétinopathie diabétique, la persistance de hauts niveaux 

glycémiques, avec la production de produits de glycation avancée, cause des dommages 

au lit capillaire rétinien et des ischémies rétiniennes qui aboutissent à la production de 

VEGF-A [352]. L’hypoxie mène à la production d’Hypoxia Inducible Factors 1 (HIF-1) 

stimulant l’expression de VEGF-A et la néovascularisation oculaire [133, 353]. La 
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dégénérescence vasculaire liée à l’âge (DMLA) est devenue la cause la plus importante 

de perte de vision sévère et irréversible après 55 ans dans les pays développés, la 

néovascularisation choroïdienne étant responsable de la plus part des pertes sévères de 

vision liées à la DMLA, avec encore une fois l’implication du VEGF-A [354]. 

Dans le cas des cancers, la croissance de la tumeur nécessite une néovascularisation. Des 

études sur le VEGF-A ont mené au développement d’inhibiteurs de la tyrosine kinase 

(TKIs) ayant pour cible les récepteurs à VEGF-A (VEGFR) en partant du principe que le 

VEGF était d’avantage nécessaire à la croissance tumorale qu’à la maintenance de 

l’angiogenèse. Les essais cliniques en sont à leurs débuts mais il reste encore à évaluer 

l’intérêt de différentes thérapies anti-angiogéniques dans divers cancers. 

Les traitements anti VEGFR ont fait leurs preuves dans différents types de néoplasmes 

solides comme le carcinome de la cellule rénale [355-358], le cancer colorectal 

métastatique  [359-361] et pour d’autres maladies cancéreuses comme le cancer de 

l'œsophage, le glioblastome, le gliome malin, le cancer ovarien, le cancer du poumon 

non à petites cellules (CPNPC), les tumeurs neuro-endocrines du pancréas ou de 

l’intestin ou les mélanomes [362-374]. 

Il est très important de noter que, dans les études cliniques chez l’animal et l’humain, les 

traitements anti VEGFR ont été associés à l’hypertension [375]. Leur prescription mène 

à une pression artérielle systolique, diastolique et pulsée augmentée, ces effets 

s’annulant totalement en cas d’interruption du traitement. S’ajoutant à la nécessité de 

traitement antihypertenseurs, ceci pourrait avoir des conséquences cliniques. 

Premièrement, les cliniciens devraient considérer le développement de l’hypertension 

comme un signe indirect de compliance au traitement. De plus, une hypertension sous 

anti VEGFR a été considérée puis confirmée comme un prédicteur potentiel de leur 

efficacité contre le cancer. Par exemple, une étude de Rautolia et al. a montré que parmi 

les patients traités par sunitinib, un anti VEGFR, 33% développaient une hypertension 

au-delà du stade 2. Cet effet indésirable a été associé avec une plus longue survie sans 

progression de tumeur [376]. Cependant, il est important de noter que les patients traités 

pour le cancer sont en général âgés, et souffrent très souvent d’hypertension ou sont sous 

traitement antihypertenseurs, ce qui souligne l’importance de l’implémentation de 

protocoles personnalisés adaptés. 

Nos résultats démontrent tous deux une relation entre le SNP rs4416670 et les tendances 

à l’hypertension ainsi que le lien entre hypertension et pronostic d’un traitement anti 

VEGFR. Nous pouvons formuler l’hypothèse selon laquelle une susceptibilité 
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pharmacogénomique aurait des effets sur l’efficacité des anti VEGFR sur le 

développement du cancer. L’allèle mineur du SNP rs4416670 est associé à une 

diminution du niveau plasmatique du VEGF-A et ce SNP est responsable de 1,5% de la 

variabilité génétique du VEGF-A plasmatique [281]. En comparaison, l’allèle majeur est 

responsable d’une augmentation du niveau plasmatique de VEGF-A et d’une pression 

pulsée diminuée. 

De plus, une étude de Minardi et al.  [377]a suggéré une potentielle utilisation de 

l’expression de VEGF-A dans les cellules tumorales comme un marqueur pronostic de 

survie sans métastase distante ou de survie générale en réponse au sunitinib chez les 

patients avec cellules rénales claires métastatiques mais le niveau de VEGF-A 

plasmatique n’apparaissait pas comme un marqueur prometteur de bonne réponse au 

traitement. L’expression en VEGF-A de cellules tumorales pourrait être aussi élevée que 

ses niveaux plasmatiques génétiquement hérités, et ainsi, à la lumière de nos résultats, 

l’hypothèse selon laquelle l’information génomique venant du VEGF-A pourrait 

interférer dans les traitements anti VEGFR du cancer devrait être sérieusement 

investiguée. Ceci dans le but de choisir le traitement et/ou ses doses dans de futures 

approches pharmacogénomiques. 

En conclusion, des associations significatives ainsi que des interactions gène*gène ont 

été observées pour la pression pulsée et ont démontré le rôle complexe de l’angiogenèse 

dans la régulation de la pression artérielle. Nos résultats vont dans le sens de l’existence 

d’une relation entre le gène VEGF-A et la pression artérielle en conditions 

physiologiques. La compréhension de ces associations pourrait promouvoir la 

connaissance des mécanismes moléculaires et des processus de médiation de la 

régulation de la pression artérielle et apporter des perspectives pour l’utilisation clinique 

de ces associations génétiques dans la réponse aux traitements anticancéreux avec agents 

anti-VEGF-A. 
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Publication N°6 

Association des variants génétiques du VEGF-A agissant en cis et 
en trans avec le syndrome métabolique et ses composants. 

Azimi-Nezhad M*, Stathopoulou MG*, Murray H, Mirhafez, Ndiye NC,  Saleh A, 

Rancier M,  Bahrami A, Varasteh A, Bonnefond A, Masson C, Herbeth B, Lamont J, 

Fitzgerald P, Chayour-Mobarhan M, Visvikis-Siest S. 

*Co-premiers auteurs. 

Manuscrit soumis: Gene 

 

Le syndrome métabolique, étroitement lié à l’obésité, est un ensemble de facteurs de 

risque interdépendants associés à une altération de l'angiogenèse et semble promouvoir 

directement le développement de MCV [378-380]. Plusieurs publications et nos travaux 

précédents ont signalé la corrélation positive entre le VEGF-A, l'indice de masse 

corporelle et l'obésité viscérale [381, 382]. Des études épidémiologiques ont pu montrer 

qu'une accumulation de graisse viscérale, et non de graisse sous-cutanée, représente le 

principal facteur déterminant des taux de VEGF-A circulant [382, 383]. Des associations 

significatives ont été également trouvées entre les taux de HDL-C et de VEGF- A. Ainsi, 

le VEGF-A pourrait constituer une molécule clé reliant l'obésité, l'inflammation, le SM 

et ses composants associés. Les publications traitant de la relation entre le VEGF-A et le 

SM ainsi que ses composants associés sont peu nombreuses [379, 384]. 

 

Objectif 

Évaluer les possibles associations du SM et de ses composants liés au métabolisme du 

glucose avec les taux de VEGF-A circulant et les SNPs associés au VEGF-A dans deux 

populations en bonne santé. 

 

Méthodes- Populations 

Nous avons utilisé deux populations pour effectuer cette étude. Quatre cent trois adultes 

de la cohorte STANISLAS et 357 individus sains de la cohorte Iranienne (MASHAD 

Study).   

 

 

Résultats 

Association entre les taux plasmatiques du VEGF-A et le syndrome métabolique 
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Aucune association statistiquement significative n'a été observée entre les taux 

plasmatiques de VEGF-A, le SM ainsi que ses composantes liés au métabolisme du 

glucose dans les deux populations. 

 

Associations de polymorphismes liés au VEGF-A avec  le syndrome métabolique 

Le rs10738760 était significativement associé avec le SM. La présence de l'allèle mineur 

A de rs10738760 a été associée à une diminution du risque de SM (OR=0.47, P=0.010). 

En ce qui concerne l'effet des variants dans la population de réplication, il y a une 

association entre rs6993770 et le SM (OR=1.5, P=0.028). La méta-analyse des résultats 

des deux populations concernant l'effet des polymorphismes sur le SM a été réalisée et 

ses résultats ont confirmé l'effet protecteur significatif de l'allèle mineur A de la 

rs10738760 (P = 0,03, OR = 0,73). Par contre, aucun polymorphisme n’était associé 

avec les composantes du SM.  

 

Discussion 

Dans cette étude, nous avons examiné les associations du syndrome métabolique, de ses 

composants et de certains facteurs de risque des maladies cardiovasculaires avec les 

niveaux de VEGF-A et les variants génétiques liés au VEGF-A. Nous rapportons une 

association significative de rs10738760 avec le syndrome métabolique. Les études 

épidémiologiques montrent que l'accumulation de graisse viscérale est une des causes du 

SM [385]. Un des facteurs déterminants est les taux circulants de VEGF-A  [258]. Une 

preuve très récente indique que l'augmentation du tissu adipeux de l’angiogenèse induite 

par le VEGF-A est un phénomène de protection contre l'hypoxie induite par l'obésité et, 

par conséquent, la résistance à l'insuline [386]. Dans cette étude, nous n’avons pas 

obtenu une relation significative entre le SM (ou ses composants) et les niveaux de 

VEGF-A plasmatiques observés par Lieb et al. [387]. Il semble qu'un certain nombre de 

différences entre nos populations et les leurs telle que l’indice de l'obésité pourraient 

expliquer ces écarts. Tarantino et al. [388], dans une étude cas  témoins, a trouvé un taux 

de VEGF-A circulant élevé chez les individus avec un SM par rapport aux sujets sains. 

Les taux plasmatiques de VEGF-A sont augmentés chez les individus atteints 

d'hyperlipidémie, d'obésité et les patients diabétiques de type 2 avec ou sans 

athérosclérose établie. Les lipides ainsi que l'abaissement du glucose soit avec la 

fluvastatine ou le fénofibrate et la metformine se traduisent par une réduction 

significative des taux de VEGF-A [310, 389]. Par conséquent, il n’est pas clair si les 
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niveaux de VEGF-A élevés sont un facteur délétère et/ou une réponse physiologique de 

rétroaction négative empêchant la progression de l'ischémie dans l'état métabolique 

ischémique [378] ainsi que dans le SM [379, 387]. L’allèle mineur du rs10738760 a été 

associé à SM, montrant un effet protecteur dans la cohorte d’étude. Le SNP 10738760 

est situé en 9p24.2, il est intergénique, près du gène du récepteur au VLDLR et du gène 

KCNV2 de la famille des canaux potassiques voltage-dépendants [281] Récemment, 

nous avons rapporté que rs10738760 up-régule et explique environ 5% de la variation 

des taux circulants de VEGF-A [281]. Plus avant, nos analyses des voies métaboliques 

impliquées nous ont fait estimer plausibles, dans l’étude mentionnée, des liens 

biologiques au niveau des locus entre les gènes du VEGF-A et du récepteur du VLDL. 

Le gène du récepteur du VLDL code pour un récepteur de lipoprotéines qui est un 

membre de la famille des LDLR et joue un rôle important dans le métabolisme des 

VLDL et des triglycérides [390]. Cependant, nous avons fait état d'une absence 

d'association entre rs6921438 et rs10738760 et la glycémie à jeun, l'insulinémie à jeun, 

le risque de diabète de type 2, la néphropathie diabétique et la rétinopathie. Ces résultats 

sont également observés dans l'étude actuelle, où aucune association des SNPs associés 

au VEGF-A n’est observée pour les traits constitutifs du SM liés au métabolisme du 

glucose. Concernant les traits du métabolisme lipidique, nous avons également montré 

précédemment l'association de rs6921438 avec le LDL-C et le HDL-C, mais encore une 

fois le rs10738760 n’était pas significativement associé à des phénotypes lipidiques 

[129]. Cette constatation confirme les résultats de la présente étude; rs10738760 a un 

effet direct sur le risque de syndrome métabolique, qui est indépendant de ses 

composantes. Ce SNP est un nouveau polymorphisme associé au risque de SM car il n'a 

pas été identifié dans le précédent GWAS sur ce domaine. 

En conclusion, dans ce travail nous avons identifié un nouveau biomarqueur de risque 

de SM impliquant l’angiogenèse. 
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V. Discussion général, conclusions et perspectives 
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        Notre équipe d’accueil, UMR U1122 ; « Interactions Gène-Environnement en 

Physiopathologie Cardio-Vasculaire » (CRB IGE-PCV), a une longue expérience dans 

l’étude de la génétique des MCV et a pu mettre en évidence de nombreux variants et 

phénotypes intermédiaires impliqués dans la susceptibilité à ces maladies polygéniques 

qui sont dues à de multiples facteurs de susceptibilité  génétiques et environnementaux 

qui peuvent interagir entre eux. D’autre part le développement du système vasculaire est 

un processus hautement régulé et se compose de deux processus successifs : la 

vasculogenèse et l’angiogenèse dans lequel VEGF-A joue un rôle central.  

Comme évoqué précédemment, du fait de la complexité de sa biologie et de son 

importance dans le développement et le traitement de maladies complexes comme les 

pathologies cardiovasculaires et le cancer, le VEGF-A a fait l'objet d'une approche 

intégrée détaillée. 

Ainsi, les chercheurs de notre équipe ont précédemment estimé que l'héritabilité 

génétique additive des taux de VEGF-A dans le plasma était de 60,5 % de la variance 

totale du trait dans un échantillon de familles de la cohorte STANISLAS [291]. Des 

valeurs de base pour le déterminant biologique et des valeurs de référence ont également 

été établies, et indiquent que l’âge, la numération plaquettaire et l'activité 

aminotransférase sont des facteurs à prendre en compte chez les enfants et les adultes 

[314].  

L'étape suivante a été consacrée à la réalisation d'une grande étude GWAS incluant un 

échantillon de familles de la cohorte STANISLAS. Elle a permis d'identifier les 

déterminants génétiques des taux de VEGF-A dans le sang [281] .En effet, les progrès 

très importants réalisés depuis 2007 dans notre Unité, dans les modèles génétiques, la 

connaissance de la structure du génome humain et dans les techniques de génotypage ont 

permis la réalisation de cette étude d’association pangénomique qui a constitué un outil 

précieux pour étudier la base génétique du VEGF-A.  

Quatre polymorphismes mononucléotidiques localisés sur 3 chromosomes, parmi 25 

SNPs génotypés, étaient associés de manière significative et indépendante à la 

concentration en VEGF-A et ont permis d'expliquer environ 50 % de l'héritabilité de ce 

phénotype [281]. Dans la même étude, une approche transcriptomique menée sur les  

(PBMCs) de sujets de la cohorte STANISLAS a également conduit à l'identification de 6 

SNPs associés de manière significative aux niveaux de l'ARNm du VEGF-A121. 

L'annotation des SNPs et l'utilisation d'un logiciel d'analyse des voies métaboliques a 

permis d'identifier un réseau putatif de gènes fonctionnels [281]. 
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Au vu du fort pourcentage d'héritabilité du VEGF-A expliqué par les SNPs ainsi 

identifiés, dans le cadre de cette thèse, nous avons retenu ces polymorphismes pour une 

analyse plus approfondie des éventuelles relations moléculaires entre le VEGF-A et 

d'autres endophénotypes cardiovasculaires dans le but d'étudier les voies physiologiques 

qui interviennent dans le développement des MCV. Parmi ces endophénotypes, 

l’hypertension artérielle, l’hypercholestérolémie, le syndrome métabolique et l’obésité 

sont des facteurs de risque classiques et bien connus. On a ajouté à ces facteurs les 

molécules pro-inflammatoires tels que l'IL4, l'IL6, et les TNF-α, les molécules 

d’adhésion cellulaire (VCAM-1, ICAM-1 et sélectines S).  

Nous avons poursuivi un intéressant axe de recherche, basé notamment sur la 

transcriptomique, pour mettre en évidence l’implication des médiateurs inflammatoires, 

lipidiques, de la pression artérielle, des gènes candidats angiogèniques, de l’obésité et du 

syndrome métabolique, dans la prédisposition à la MCV. 

Plus particulièrement, nous avons réussi à: 

A-Identifier des associations et des interactions épistasiques avec les molécules 

d’adhésion et d'inflammation et démontrer ainsi l'existence de voies de signalisation 

communes entre le VEGF-A, les molécules d'adhésion cellulaire et les molécules 

d'inflammation qui pourraient permettre d'expliquer la large gamme de fonctions du 

VEGF-A dans différentes situations pathologiques.  

B-Identifier des associations significatives avec les taux de lipides sanguins et des 

interactions gène × environnement indiquant qu’il existe un lien biologique entre le 

VEGF-A et les lipides dans le sang. 

C-Identifier des associations, et des interactions gène × environnement et des 

interactions épistasiques avec des gènes d’angiogènese (NOS3, CD14, MMP3) et 

proposer ainsi des nouveaux liens moléculaires suggérant l'existence des voies de 

régulation  communes de ces molécules. 

D-Identifier des associations et des interactions gène × environnement avec 

l’obésité indiquant qu’elle dépendrait des taux de VEGF-A dans une large cohorte de 

participants hommes et femmes avec poids normal et différents états métaboliques. 

E-Identifier des associations significatives et des interactions épistasiques avec 

l'hypertension et proposer un lien génétique entre le VEGF-A et l’hypertension qui 

pourrait aboutir à de nouvelles cibles médicamenteuses. 

F-Identifier des associations avec le SM et proposer un nouveau polymorphisme 

associé avec le syndrome métabolique.  
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Nous avons également pu obtenir des résultats très intéressants impliquant les quatre 

SNPs étudiés. Une synthèse de ces résultats est représentée dans la (Figure 18). 

 
Figure 18: Représentation schématique des effets des 4 variants liés au VEGF-A. 

Pour le SNP rs6921438, expliquant 41% de la variabilité interindividuelle du taux du 

VEGFA, l’allèle mineur est  fortement associé avec les plus faibles niveaux de VEGF-A 

Le rs6921438 pourrait avoir un effet négatif sur le système cardiovasculaire par le biais 

d’une diminution des HDL-C, une augmentation des niveaux de LDLC, avec en même 

temps une baisse des niveaux du VEGFA. 

De plus, des interactions significatives ont été observées entre ce SNP et les triglycérides 

pour l'IMC, l’obésité, le tour de taille et l'obésité centrale.  

Au niveau d’interaction gène  gène, des interactions épistatiques significatives ont été 

identifiées entre ce SNP et rs4416670, rs6993770 et rs10738760 pour les concentrations 

en TNF-α, IL-6 et la pression pulsée.  

Pour le rs10738760 (expliquant 4,17% de la variabilité du VEGF) une association 

significative a été identifiée entre ce SNP et le syndrome métabolique.  

Au niveau d’interaction gène  gène, des interactions épistatiques significatives 

supplémentaires ont été identifiées entre ce SNP et rs6993770 et rs4416670 pour les 

concentrations de sélectine E, d'ICAM-1 et d'IL-6. 
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Pour le rs6993770 (expliquant 2,04 % de la variabilité du VEGF) une interaction 

épistatique significative supplémentaire a été identifiée entre ce SNP et le rs4416670 

pour la concentration d'IL-6. 

Pour le rs4416670 (expliquant 1,04% de la variabilité du VEGF) une association 

significative a été identifiée entre ce SNP et la pression pulsée, l’obésité et le tour de 

taille.  

En conclusion, dans cette thèse, nous avons appliqué une stratégie intégrative pour 

l’étude du VEGF-A et plus particulièrement pour l’investigation des mécanismes 

d’interaction gène-gène-environnement.  

Les quatre SNPs identifiés par l'étude GWAS ont été analysés pour des éventuelles 

associations avec les taux de molécules d'adhésion et inflammatoires dans le sang, avec 

les taux de lipides et la présence du SM chez des adultes supposés sains. Des résultats 

probants ont été obtenus et suggèrent une régulation génétique commune du VEGF-A et 

de ces endophénotypes cardiovasculaires.  

En plus de l'approche génétique, nos travaux incluaient des approches fonctionnelles. 

Des données transcriptomiques ont été utilisées pour évaluer l'influence des quatre SNPs 

et de l'expression des isoformes du VEGF-A (concentrations d'ARNm) sur l'expression 

des molécules d'adhésion et d’inflammation dans les PBMCs.  

 Cela a permis de mettre en évidence des associations significatives, soutenant 

l'hypothèse que ces molécules s'inter-régulent significativement dans des conditions 

physiologiques.  

Cependant, les résultats de nos travaux nécessitent d’être validés cliniquement mais sans 

aucun doute, l’intégration des interactions gène-gène et gène-environnement à l’échelle 

pangénomique, permettra de dévoiler une grande partie de la part d’ombre de 

l’héritabilité génétique des endophénotypes cardiovasculaires.  

Dans l’avenir, il faut prendre en compte le fait que les GWAS présentent des limitations 

importantes. Par exemple le manque de logiciels statistiques adéquats pour l’analyse des 

interactions et la couverture incomplète des variants génétiques et phénotypiques 

empêchant la mise en évidence des associations génétiques et les qualités de réplication. 

Il est probable que certaines de ces limitations seront surmontées avec les nouvelles 

technologies essentiellement basées sur l’étude du génome entier [391].  

Par les résultats de notre thèse il ressort qu’une étude approfondie et une compréhension 

des interactions gène-gène-environnement sont indispensables pour la proposition de 

nouveaux biomarqueurs, en particulier dans des maladies très complexes. 
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Ces biomarqueurs permettaient d’améliorer le diagnostic et le prognostic de ces 

maladies, de mettre en place des différentes stratégies de prévention et de thérapeutique 

adaptée et de  comprendre comment certains médicaments produisent des effets inverses 

dans différentes situations pathologiques.  
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Supplementary tables 

 

Supplementary Table 1 : Non-significant associations of VEGFA-related SNPs with blood 

lipids levels.  

SNP Traits / Study β [SE]a P 

rs6921438 

TCb / discovery 0.04 [0.05] 0.353 

TC / replication 0.06 [0.04] 0.190 

TC / meta-analysis 0.05 [0.03] 0.110 

Triglycerides / discovery 0.01 [0.05] 0.867 

Triglycerides / replication 0.03 [0.05] 0.473 

Triglycerides / meta-
analysis 0.02 [0.03] 0.520 

APO-Ec / discovery 0.23 [0.86] 0.791 

APO-E / replication 0.69 [0.74] 0.350 

APO-E / meta-analysis 0.49 [0.56] 0.379 

rs4416670 

TC / discovery 0.08 [0.05] 0.105 

TC / replication 0.04 [0.04] 0.340 

TC / meta-analysis 0.06 [0.03] 0.072 

Triglycerides / discovery 0.03 [0.05] 0.514 

Triglycerides / replication 0.05 [0.05] 0.287 

Triglycerides / meta-
analysis 0.04 [0.03] 0.221 

APO-E / discovery 1.12 [0.84] 0.187 

APO-E / replication 0.68 [0.75] 0.365 

APO-E / meta-analysis 0.87 [0.56] 0.120 

rs6993770 TC / discovery -0.02 [0.05] 0.677 
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TC / replication 0.002 [0.05] 0.961 

TC / meta-analysis -0.009 [0.03] 0.809 

Triglycerides / discovery 0.004 [0.06] 0.942 

Triglycerides / replication 0.09 [0.05] 0.090 

Triglycerides / meta-
analysis 0.05 [0.04] 0.199 

APO-E / discovery 0.14 [0.90] 0.876 

APO-E / replication 0.81 [0.78] 0.299 

APO-E / meta-analysis 0.52 [0.59] 0.376 

rs10738760 
 

TC / discovery 0.001 [0.05] 0.981 

TC / replication 0.04 [0.04] 0.328 

TC / meta-analysis 0.02 [0.03] 0.456 

Triglycerides / discovery 0.01 [0.05] 0.775 

Triglycerides / replication 0.048 [0.05] 0.097 

Triglycerides / meta-
analysis 0.05 [0.03] 0.156 

APO-E / discovery 0.57 [0.83] 0.487 

APO-E / replication 1.15 [0.72] 0.113 

APO-E / meta-analysis 0.90 [0.54] 0.098 

aβ, effect size; SE, standard error; units for β coefficient are: mg/l for apolipoprotein E and 

mmol/l for total cholesterol and triglycerides 

bTC, total cholesterol 

cAPO-E, apoliporpotein E 
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Supplementary Table 2 : Reported associations of the VEGFA-related SNPs in previous 

GWAS meta-analysis based on reference #43 

 

SNPs Traits  P 

rs6921438 

TC a 0.613 

Triglycerides  0.359 

HDL-C b  0.368 

LDL-C c  0.322 

rs4416670 

TC 0.396 

Triglycerides  0.414 

HDL-C  0.991 

LDL-C  0.613 

rs6993770 

TC  0.375 

Triglycerides  0.285 

HDL-C  0.201 

LDL-C  0.646 

rs10738760 

TC  0.460 

Triglycerides  0.592 

HDL-C  0.033 

LDL-C  0.709 

aTC, total cholesterol 

bHDL-C, high-density lipoprotein cholesterol 

bLDL-C, low-density lipoprotein cholesterol 
Supplementary Table 3 : Non-significant associations of VEGFA plasma levels with blood 

lipids levels (N=403).  

 

Independent Dependent variables β [SE]a P 
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variable 

VEGFA 
plasma 
levels 

TC b(mmol/l) 0.003 [0.01] 0.824 

Triglycerides (mmol/l) 0.008 [0.03] 0.826 

APO-E c (mg/l) 0.007 [0.02] 0.737 

HDL-C d (mmol/l) 0.001 [0.02] 0.976 

LDL-C e / (mmol/l) 0.003 [0.02] 0.865 
aβ, effect size; SE, standard error; units for β coefficient are: mg/l for apolipoprotein E and 

mmol/l for total cholesterol, triglycerides, high-density lipoprotein cholesterol and low-

density lipoprotein cholesterol 

bTC, total cholesterol 

cAPO-E, apoliporpotein E 

dHDL-C, high-density lipoprotein cholesterol  

eLDL-C, low-density lipoprotein cholesterol 
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Abstract 

The aim of the study was to assess the genetic connections between the angiogenesis-related 

NOS3, CD14, MMP3, IL4R, IL4 genes and VEGF expression and plasma levels. The 

associations were assessed in 403 healthy unrelated adults. The epistatic and environmental 

interactions were explored, including 4 VEGF-related polymorphisms previously identified. 

The VEGF expression in peripheral blood mononuclear cells was quantified (n=65) for the 

VEGF121, VEGF145, VEGF165, and VEGF189 isoforms. The polymorphism rs1799983 of NOS3 

was associated with the sum of all VEGF isoforms mRNA levels (P=0.032) and VEGF145 

(P=0.033). Rs1800779 of NOS3 interacted with rs3918226 of the same gene and with the 

rs2569190 of CD14 (P=0.022, P=0.042, respectively) for VEGF plasma levels. Other epistatic 

interactions included the rs1801275 of IL-4R with the rs6921438 (VEGF-related variant) and 

rs3025058 of MMP3 (P=0.042, P=0.010 respectively) and the rs2569190 of CD14 with the 

rs3025058 of MMP3 (P=0.0119). We also identified an interaction of rs1800779 with obesity, 

high density lipoprotein cholesterol and triglycerides (P=0.018, P=0.005, P=0.043, 

respectively) as well as the interaction of rs6921438 with hypertension (P=0.028). Our 

findings indicated that genetic variants of NOS3, CD14, MMP3 and IL4R are implicated in 

the determination of VEGF expression and plasma levels.  

Key words: VEGF, polymorphisms, physiological conditions, NOS3, CD14, MMP3, IL4R, 

IL4 
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1. Introduction 

The vascular endothelial growth factor A (VEGF-A or more commonly known as VEGF1) is 

a highly conserved, disulfide-bonded dimeric glycoprotein of 34–46 kDa. VEGF is generated 

by several cell types including neutrophils, macrophages, fibroblasts, peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) and endothelial cells. It is one of the most potent angiogenesis 

regulators and elevated circulating VEGF levels have been associated with several types of 

cancer and other chronic diseases including cardiovascular diseases (ischemic heart disease, 

heart failure, stroke), diabetes, immune and inflammatory disorders [1-3].  

Nitric oxide synthase (NOS3) provides continuous local production of nitric oxide (NO) 

which is an important angiogenesis mediator and/or effector also involved in endothelial 

function and thereby can influence vascular tonicity, insulin resistance, development of 

atherosclerosis and type 2 diabetes [4, 5]. The increase in NO production via up regulation of 

NOS3 by VEGF indicates that the angiogenic effect of VEGF seems to be mediated by NO [6-

8] 

CD14+ monocytes are abundant in human peripheral blood and have strong potential to 

differentiate into endothelial cells [9]. CD14 is a multifunctional receptor and contributes to 

different biological and pathophysiological processes including apoptosis, sepsis, 

inflammatory diseases, angiogenesis and tumor growth. Therefore, CD14 has been 

demonstrated to be a candidate for developing anti-cancer medications in tumor growth and 

angiogenesis [10]. 

Matrix metalloproteinases (MMPs) are zinc-dependent proteinases with an ability to degrade 

enzymes [11]. They are involved in pathologic conditions characterized by excessive 

degradation of extracellular matrix, such as tumor metastasis, and arteriosclerosis [12]. 
                                                           
1
PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; VEGF, vascular endothelial growth factor; NOS3, nitric oxide 

synthase; MMPs, matrix metalloproteinases ; IL4, interleukin 4; TC, total cholesterol; HDL-C, high-density 
lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; BMI, body mass index; BRC IGE-PCV, 
Biological Resources Center “Interactions Gène-Environnement en Physiopathologie CardioVasculaire”, SNPs, 
single nucleotide polymorphisms 
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Several pieces of evidence indicate associations between MMPs and VEGF and a link of 

MMPs with angiogenesis [12-18].  

Interleukin 4 (IL4) is a glycoprotein secreted by activated T lymphocytes, basophils and mast 

cells [19]. Previous studies have indicated the involvement of IL4 in angiogenesis [20, 21]. 

The precise mechanisms involving the aforementioned molecules in angiogenesis in different 

conditions are under investigation. However, due to their complexity, interpreting the origin 

of their biological connections is challenging. Therefore, their evaluation in the healthy state 

could offer important information concerning the physiological relationships between these 

molecules before the development of a specific disease. 

The aim of this study was to examine possible genetic links between NOS3, CD14, MMP3, 

and IL4 candidate genes and VEGF plasma levels and gene expression in a supposed healthy 

population. Gene-gene (epistatic) and gene-environment interactions effects on VEGF plasma 

levels were also investigated. Those interaction analyses included 4 polymorphisms 

significantly associated with VEGF plasma levels in a previous genome-wide association 

study (GWAS), and explaining up to 50% of its inter-individual variability [3]. 
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2. Materials and Methods  

2.1. Study population 

The STANISLAS Family Study (BB-0033-00051/001) is a 10-year longitudinal survey 

involving 1,006 families from Vandoeuvre-lès-Nancy, France between 1993-1995 [22]. 

Exclusion criteria included the presence of chronic disorders (cardiovascular diseases or 

cancer) and the personal history of cardiovascular disease. The study protocol was approved 

by the Local Ethics Committee of Nancy and all subjects gave written informed consent. Four 

hundred and three unrelated adults collected during the second examination of the 

STANISLAS Family Study were selected based on complete availability of data.  

 

2.2. Data collection and biological measurements 

The procedures of data collection have been previously described [22, 23]. Blood samples 

were collected after overnight fasting. Sodium EDTA-plasma was separated by centrifugation 

at 2000g for 15 min at 4°C and stored at -196°C in liquid nitrogen until analysis. VEGF 

plasma levels were quantified by Randox Ltd (Crumlin, UK) using a biochip array analyser 

(Evidence ®) [24]. Total cholesterol (TC) was measured using a cholesterol oxidase-

paraaminophenazone method, triglycerides using a glycerophosphate 

oxidase/paraaminophenazone alanylglycine glycine method, and high-density lipoprotein 

cholesterol (HDL-C) levels using a phosphotungstate method, while low-density lipoprotein 

cholesterol (LDL-C) levels were calculated using the Friedewald formula [25].  

Hypertension was defined as systolic blood pressure ≥140 mm/Hg or diastolic blood pressure 

≥90 mm/Hg. Body mass index (BMI) was calculated as weight (kilograms) divided by height 

(meters) squared. Obesity was defined as BMI ≥30 kg/m2. Smokers were identified based on 

current smoking status.  
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2.3. Genotyping 

The polymorphisms rs2569190, rs2243250, rs2010963, rs3918226, rs1799983, rs1800779, 

rs3025058, rs1805015 and rs1801275 of the NOS3, CD14, MMP3, IL4R,and IL4 genes (table 

1) were genotyped using multilocus genotyping assays previously described [26, 27]. The 

single nucleotide polymorphisms (SNPs) previously shown to be associated with VEGF 

levels [3] rs6921438, rs4416670, rs6993770, and rs10738760 were genotyped by Genoscreen 

(http://genoscreen.fr), using a Sequenom iPLEX Gold assay–Medium Throughput 

Genotyping Technology [28].  

 

2.4. Gene expression assays 

Total RNA was extracted from PBMCs in a subsample of 65 subjects with a 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 RNAs were 

performed using 200 units of M-MuLV Reverse Transcriptase with 0.25 µg of oligos (dT) 

(Promega, France) as previously described [29]. Quantification of the transcripts coding for 

the VEGF isoforms (VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF189), the beta 2 microglobulin 

(β2M) control gene were performed using TaqMan® and LightCycler technologies (LC 

TaqMan Master Kit, Roche Diagnostics, France) in duplicate. RT-PCR optimization and 

specificity of Real Time-PCR products were conducted using SYBR® Green technology (LC 

FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I kit, Roche Diagnostic, France), melting curves 

analysis and agarose gel electrophoresis of the PCR amplicons [29]. All mRNA levels were 

normalized to the mRNA levels of β2M gene. Total VEGF mRNA derived from the sum of 

the ratio of the four isoforms present in PBMCs.  
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2.5. Statistical analyses 

VEGF plasma concentrations and mRNA values were log-transformed, before the analyses, to 

normalize their distribution. Hardy-Weinberg equilibrium was tested using the chi-square test.  

The associations between the SNPs of NOS3, CD14, MMP3, IL4R and IL4 genes and VEGF 

plasma and expression levels were assessed through linear regression adjusted for age, gender 

and BMI under an additive model and using the minor allele as reference allele.  

The epistatic interactions between the polymorphisms of NOS3, CD14, MMP3, IL4R and IL4 

genes and the VEGF-related SNPs for VEGF plasma levels were tested with the introduction 

of the interaction term of a 2 × 2 combination between the assessed SNPs in the previously 

described regression models. The environmental factors used for the SNPs × environment 

interactions included smoking, blood lipids levels, obesity, and hypertension. We used linear 

regression models adjusted for age, gender, BMI (when obesity was the assessed factor, 

adjustments were performed only for age and gender), the environmental factor, and the 

additional interaction term (SNP×environmental factors). The interaction analyses were not 

performed for VEGF gene expression data due to the limited sample size. Analyses were 

performed using PLINK 1.07 (http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink) [30] and the SPSS 

17.0 (SPSS, Inc, Chicago, Illinois) statistical softwares. Significance was determined at a two-

tailed P=0.05 level.  

  

http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink
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3. Results 

The studied polymorphisms are presented in table 1. All SNPs were in agreement with Hardy-

Weinberg equilibrium (P>0.05). The characteristics of the studied population are summarized 

in table 2.  

3.1. Association of the assessed polymorphisms of the NOS3, CD14, MMP3, IL-4R and IL4 

genes with VEGF gene expression and plasma levels 

After adjustment for age, gender and BMI, a significant association was observed between 

rs1799983 of NOS3 and the sum of all VEGF isoforms mRNA and VEGF145 mRNA (β= 0.19, 

P=0.032 and β= 0.17, P=0.033 respectively). None of the polymorphisms of the NOS3, CD14, 

MMP3, IL-4R and IL4 genes were associated with VEGF plasma levels.  

 

3.2. Epistatic interactions between NOS3, CD14, MMP3, IL4R, IL4 and VEGF-related 

polymorphisms on the plasma levels of VEGF 

Six genetic variants were involved in epistatic interactions for VEGF plasma levels 

regulation, including rs1800779 and rs3918226 (NOS3), rs2569190 (CD14), rs3025058 

(MMP3), rs1801275 (IL4R) and rs6921438 (VEGF) (table 3). Specifically, the rs1800779 of 

NOS3 interacted with the rs3918226 of the same gene (β= 0.17, P=0.022) and with the 

rs2569190 of CD14 (β= -0.06, P=0.042); leading to different effects on VEGF plasma values 

(increase and decrease respectively). Additionally the rs1801275 of IL-4R interacted with the 

VEGF-related SNP rs6921438 resulting in an increase of VEGF plasma levels (β= 0.07, 

P=0.042) and with the rs3025058 of MMP3 with an opposite effect (β= -0.09, P=0.010). 

Finally, the interaction between rs2569190 of CD14 and rs3025058 of MMP3 was associated 

with a significant increase in plasma levels of VEGF (β= 0.07, P=0.019).  

 

3.3. SNPs × environmental interactions on the plasma levels of VEGF 
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Significant interactions were observed between NOS3 SNPs and HDL-C, triglycerides and 

obesity (table 4). A decrease of VEGF plasma levels resulted from the interaction of 

rs1800779 with obesity and triglycerides (β= -0.11, P=0.018, β= -0.04, P=0.043 respectively), 

while its interaction with HDL-C was associated with an increase in VEGF plasma levels (β= 

0.12, P=0.005). Furthermore, the VEGF-related polymorphism rs6921438 interacted with 

hypertension to decrease VEGF levels (β= -0.18, P=0.028).  
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4. Discussion 

In the present study, we have identified significant associations between genetic variants of 

NOS3 with VEGF gene expression in a healthy population. Furthermore, significant epistatic 

and gene × environment interactions have been identified for VEGF plasma levels involving 

polymorphisms of NOS3, CD14, MMP3, IL4R, IL4 and VEGF-related SNPs. 

Numerous SNPs have been identified in NOS3 gene. Among them, the common variant, 

G984T (rs1799983), located in exon 7 of the gene, modifies its coding sequence, thus 

resulting in an amino acidic substitution of glutamic acid to aspartic acid at position 298 of 

the protein, which may alter its enzymatic activity [31, 32]. This SNP has been demonstrated 

by several groups to be linked with the risk for coronary spasm, coronary artery disease and 

acute myocardial infarction [33-37].  

In this study, a significant association between this SNP and VEGF expression level (total 

mRNA and VEGF145 isoform) was observed. The minor allele of this SNP was associated 

with increased levels of VEGF mRNA. Such association might suggest the existence of 

transcriptional regulation of VEGF from NOS3 in PBMCs in non-pathological situations and 

thus a novel molecular link between VEGF and NO. It is noteworthy that in a previous 

investigation, we had identified significant associations between the VEGF145 isoform with 

cellular adhesion and inflammation molecules expression (ICAM-1, L-selectin and TNF-a) in 

the same population [38]. Our current results further support the importance of this isoform on 

cardiovascular physiology and underline its potent role as a key molecule in different 

diseases. 

On the other hand, no significant relations were found between VEGF gene expression and/or 

plasma levels and CD14, MMP3, IL4R and IL4 polymorphisms in our healthy population. 

In this study, we also observed an epistatic interaction between NOS3 SNP rs1800779 and 

CD14 SNP rs2569190 which resulted in a significant decrease in VEGF plasma level. The 
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rs1800779 is located in the upstream and promoter region of the gene and may eventually lead 

to reduced production and bioavailability of NO. Also, the CD14 SNP rs2569190 is situated 

at position -159 of the gene and has been suggested to be linked with increased expression 

and transcriptional activity of CD14 [39]. 

Additionally, we have found that the interaction between the NOS3 SNPs, rs1800779 and 

rs3918226, was associated with a significant increase in VEGF plasma level. Similar to the 

former SNP, the rs3918226 is located in the promoter region of NOS3 gene and although no 

functional studies have been reported so far for this SNP, few studies have identified a 

transcription-factor binding site for the ETS-family next to rs3918226, suggesting that 

rs3918226 can potentially modulate the expression of NOS3 [40].  

It is important to mention that the epistatic interaction between IL-4R SNP rs1801275 and the 

VEGF-related SNP rs6921438 was associated with a significant increase in VEGF plasma 

level in our healthy population. IL-4 biological actions are mediated by its binding to the 

receptors IL-4, which leads to the activation of intracellular signaling pathways [41]. The IL-

4R SNP rs1801275 is a substitution of Arg with Gln at the position 576 of the protein, 

resulting in an enhancement in the receptor signaling. In addition, the VEGF-related SNP 

rs6921438 is an intergenic variant that is located at 171 kb downstream of the VEGF gene on 

chromosome 6p21.1. In a previous GWAS, the minor allele of the polymorphism was 

associated with decreased VEGF levels [3]. 

Complex relationships have been observed between IL4 and VEGF in several diseases. IL4 

has pro-angiogenic and pro-inflammatory properties in the lungs during exposure to chronic 

hypoxia and this effect is dependent on the hypoxia-mediated induction of the VEGF 

signaling pathway [42]. Also, IL4 has been discovered to exert anti-angiogenic properties in 

several cancer models with high VEGF expression levels [43]. Moreover, in patients with 
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rheumatoid arthritis, IL4 inhibits VEGF production in synovial fibroblasts [7]. The results of 

our study support the concept of crosstalk between VEGF and IL4.  

Another finding of our investigation indicates an epistatic interaction between the IL4R SNP 

rs1801275 and MMP3 SNP rs3025058 that was associated with a significant decrease in 

VEGF plasma level. The MMP3 SNP is located in the promoter region of the gene where the 

one allele has a run of six adenosines (6A) and another having five adenosines (5A) at 

position 1171 [44]. It has been shown that MMPs are involved in different steps of 

angiogenesis and play an important role in the blood vessel growth and the process of 

vascular development in cancer [45]. In addition, MMPs can increase the bioavailability of 

VEGF [46] and the association between MMPs and VEGF has been demonstrated, in several 

studies, to contribute to different pathological conditions, e.g. cancer invasion [15-17]. 

Considering the potential interactions of VEGF with both IL4 and MMPs, it is not surprising 

that in this study we observed that the interaction between IL4R and MMPs SNPs are 

significant for VEGF plasma levels? 

Hypertension, smoking, blood lipids and obesity were the “environmental factors” selected 

for interaction analyses, as they are risk factors with large environmental impact for different 

diseases. We observed interactions between NOS3 SNP rs1800779 with HDL-C, triglycerides 

and obesity. These interactions were associated with increased VEGF plasma levels in the 

case of HDL-C, and decreased VEGF levels for triglycerides and obesity. 

Loebig et al reported a positive correlation between plasma VEGF concentrations in 

overweight subjects as compared with normal and low weight individuals. However, they did 

not find any significant differences of VEGF levels when comparing normal and low weight 

participants [6]. Sandhofer et al, found that the plasma levels of VEGF are positively and 

negatively correlated with BMI in men, and visceral fat in women respectively [47]. Our 
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interactions results indicate a possible implication of NOS3 variants in the relationship 

between indexes of adiposity and VEGF.  

Finally, we identified also an interaction of the SNP rs6921438 with hypertension, which was 

associated with a decrease in VEGF levels. As previously mentioned, the minor allele of this 

variant was associated with decreased VEGF levels [3] and explained 41% of the VEGF inter-

individual variability. Furthermore, it was the only polymorphism among the 4 VEGF-related 

assessed in the present study that was implicated in epistatic and environmental interactions 

for VEGF. Therefore, it seems that its role as a VEGF biomarker may be more significant 

than its large effect on VEGF levels being implicated in VEGF determination through indirect 

interactions as well. Moreover, the same variant has been also recently found to contribute to 

decreased HDL-C and increased LDL-C levels in the same population [48]. Thus, it could 

represent a strong biological link between angiogenesis, blood pressure regulation and blood.  

 

5. Conclusion 

In the present work, we assessed the associations of VEGF plasma levels and gene expression 

with NOS3, CD14, MMP3, IL4R, IL4 and VEGF-related SNPs in a healthy population, as 

well as their epistatic and environmental interactions. The significant role of a clinically 

significant NOS3 polymorphism on VEGF gene expression was presented. VEGF plasma 

levels were also associated with epistatic and environmental interactions with polymorphisms 

of the NOS3, CD14, MMP3, and IL4R, while among the VEGF-related polymorphisms, the 

stronger VEGF determinant rs6921438 was also implicated in such interactions. These results 

indicate the central role of VEGF regulation in different physiological biological procedures 

and support the existence of complex relationships between angiogenesis, and NOS3, CD14, 

MMP3 and IL4R which exist even in the healthy state. Such complex interactions should be 

taken into account in future studies concerning the implication of VEGF in related human 
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chronic pathologies. The understanding of these associations may promote the knowledge of 

the molecular mechanisms and the processes that mediate complex diseases such as diabetes, 

cancer and cardiovascular diseases, but also the possible development of new therapeutic 

targets in a personalized medicine approach. Furthermore, this study underlines the value of 

candidate gene approach in combination with GWAS in assessing interactions of the 

biological determinants of disease intermediate phenotypes such as the VEGF.  
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Table 1: Characteristics of the studied polymorphisms.  

Chromosome SNPs Minor allele Common allele Closed to/on gene 
Minor allele 

Frequency 

5 rs2569190 G A CD14 molecule 0.48 

5 rs2243250 T C IL4 interleukin 4 0.15 

6 rs4416670 C C MGC45491 and MRPL14 (near VEGF) 0.47 

6 rs2010963 C G VEGFA 0.35 

6 rs6921438 A G MGC45491 and MRPL14 (near VEGF) 0.4 

7 rs3918226 T C NOS3 nitric oxide synthase 3 0.09 

7 rs1799983 T G NOS3 nitric oxide synthase 3 0.35 

7 rs1800779 G A NOS3 nitric oxide synthase 3 0.4 

8 rs6993770 T A ZFPM2 0.28 

9 rs10738760 G A VLDLR and KCNV2 0.48 

11 rs3025058 - T MMP3 matrix metallopeptidase 3 0.48 

16 rs1805015 C T IL4R interleukin 4 receptor 0.13 

16 rs1801275 G A IL4R interleukin 4 receptor 0.18 
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Table 2: Characteristics of study population (n = 403). 

Variable Meana  SDb 

Age (years)  44.4  4.8 

Gender (%) male 50.4  

Body mass index (kg/m2)   24.9 3.9 

Vascular endothelial growth factor (pg/ml)     42.7  43.3 

Total cholesterol (mmol/l) 5.7 1.0 

Triglycerides (mmol/l) 1.3 1.2 

High- density lipoprotein (mmol/l) 1.6 0.4 

Low-density lipoprotein (mmol/l) 3.5 0.8 

Obesity (%) 7.9 %  

Smoking (%) 25.4 %  

Hypertension (%) 5.7 %  

aMean values for continuous variables and percentages for categorical variables 

bSD standard deviation 
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Table 3: Epistatic interactions for VEGF plasma levels 

SNP × SNP Genes β a(pg/ml) P 

rs1800779 × rs2569190 NOS3 × CD14 -0.07  0.042 

rs1800779 × rs3918226 NOS3 × NOS3 +0.17  0.022 

rs1801275 × rs6921438 IL4R × VEGF +0.08  0.042 

rs1801275 × rs3025058 IL4R × MMP3 -0.10  0.010 

rs2569190 × rs3025058 CD14 × MMP3 +0.07 0.019 

a β, effect size 
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Table 4: Significant gene x environment interactions with VEGF plasma levels 

Interaction Gene β a(pg/ml) P 

rs1800779 × HDL-C NOS3 0.12  0.005 

rs1800779 × Triglycerides NOS3 -0.04  0.043 

rs1800779 × Obesity NOS3 -0.11 0.018 

rs6921438 × Hypertention 

MGC45491 and 

MRPL14( near 

VEGF) 

-0.18 0.028 

a β, effect size 
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Abstract 

Background/Objective: Our aim was to investigate the effects of 4 polymorphisms that we 

previously identified by a GWAS as related to an angiogenic factor, the vascular endothelial 

growth factor (VEGF), and their interactions with blood lipids on obesity-related phenotypes 

in a healthy population.  

Subjects/Methods: In 403 healthy adults, 4 VEGF-related polymorphisms (rs6921438, 

rs4416670, rs6993770, and rs10738760) were investigated (linear and logistic regression 

models) against body mass index (BMI), waist circumference (WC), and obesity. Their 

interactions with blood lipids were also assessed.  

Results: The rs4416670 was directly associated with decreased risk for obesity and with 

decreased WC. Interactions with triglycerides were observed (rs4416670, rs6921438 and 

rs10738760) for BMI and obesity. All polymorphisms interacted with triglycerides to modify 

WC and 2 polymorphisms (rs6921438 and rs10738760) the risk for central obesity. 

Furthermore, rs4416670 interacted with total cholesterol for WC and general obesity.  

Conclusions: These findings demonstrate that all investigated VEGF-related polymorphisms 

directly or after interaction with blood lipids (especially triglycerides) are associated with 

obesity-related phenotypes in a healthy state, thus supporting the existence of links between 

angiogenesis and obesity mediated by interactions with preventable cardiovascular risk 

factors. This supports the elaboration of VEGF-centred personalised cardiovascular risk 

prediction and prevention programs. 

Keywords: VEGF, angiogenesis, obesity, blood lipids, polymorphisms. 
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Introduction 

Obesity is one of the most common health shift issues and has become a worldwide source of 

public health concern, because of its negative effects on morbidity and mortality at different 

ages in both developed and developing countries 1. According to the World Health 

Organization more than 1.4 billion adults were overweight in 2008 and among them, 500 

million were obese 2. Obesity is associated with an increased risk of numerous pathological 

conditions, including cardiovascular diseases (CVDs), hypertension, and type 2 diabetes 3. 

Diverse subgroups of adiposity and obesity are probably produced by complex interactions 

between the genetic background, diet and physical activity 4 disturbing physiological 

mechanisms. Angiogenesis, for instance, has been shown to have a crucial role in the 

modulation of adipogenesis and obesity by controlling the number of vessels of the adipose 

tissue 5, 6. 

Indeed, angiogenesis is a complex and tightly regulated process that consists of the growth of 

blood vessels from the existing vasculature. There are four phases of the process of 

angiogenesis: 1) degradation of extracellular matrix, 2) cell migration, 3) cell proliferation, 

and 4) structural reorganisation 7. These distinct steps are likely to be differentially regulated. 

The understanding that the control of angiogenesis could have therapeutic value has 

stimulated great interest during the past 40 years and many angiogenic molecules have been 

identified as targets. Among them, the major molecule is the vascular endothelial growth 

factor (VEGF), which is necessary for the initiation of the formation of immature vessels 

during development and in adults. It is a highly specific mitogen for endothelial cells 7 and 

modulates cell migration 8, 9.  

We previously demonstrated that VEGF has a high heritable component of more than 60% 10.  

This extremely high heritability was further confirmed by Lieb W et al 11. In a previous 

genome-wide association study (GWAS), we showed that up to half of its inter-individual 
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variation is explained by four genetic variants: rs6921438, rs4416670, rs6993770, and 

rs10738760 12. These four variants have been further associated with cardiovascular risk 

factors such as cholesterol levels and inflammation molecules, which are monitored and 

modulated in most CVD prevention programs 13, 14. We have also shown that these 

associations are modulated by common environmental risk factors for CVD. Thus, VEGF 

could be used as a pivotal regulator for multiple preventable cardiovascular risk factors and 

consequently have an important application in prevention. 

Nevertheless, the role of VEGF-related polymorphisms has not been studied in relation to 

obesity development.  

Furthermore, its unrivalled genetic component, that we extensively characterized, makes it a 

unique biomarkers in the “-omics” field. 

Our aim was to assess the effects of polymorphisms associated to VEGF levels, on general 

and central obesity and their related phenotypes in healthy individuals, in order to investigate 

its metabolic role in normal conditions of weight regulation.  
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Materials and Methods 

Study population 

The STANISLAS Family Study (SFS) is a 10-year longitudinal survey involving 1,006 

families from Vandoeuvre-lès-Nancy, France 15, 16. Exclusion criteria included the presence of 

chronic disorders (CVDs or cancer) and the personal history of CVDs. A sample of 403 

unrelated adults, collected during the second examination of the SFS, was selected based on 

complete availability of data to participate in this study. The protocol has been approved by 

the Local Ethics Committee of Nancy and all subjects gave written informed consent for their 

participation.   

 

Data collection   

Data collection methods have been previously presented 15, 16. In brief, body mass index 

(BMI) was calculated as weight (kilograms) divided by height (meters) squared. General 

obesity was defined as BMI ≥30 kg/m2. Waist circumference was taken at the midpoint 

between the lower margin of the last palpable rib and the top of the iliac crest (hip bone). 

Measurements were recorded to the nearest 0.1 cm. Central obesity was defined as a waist 

circumference >102 cm in men and >90 cm in women.  

 

Biological measurements 

Blood samples were collected after overnight fasting. Sodium EDTA-plasma was separated 

by centrifugation at 2000g for 15 min at 4°C and stored at -196°C in liquid nitrogen until 

analysis. VEGF plasma levels were quantified by Randox Ltd (Crumlin, UK) with the 

Evidence Investigator 17. Total cholesterol (TC) was measured using a cholesterol oxidase-

paraaminophenazone method, triglycerides using a glycerophosphate 

oxidase/paraaminophenazone alanylglycine glycine method, and high-density lipoprotein 
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cholesterol (HDL-C) levels using a phosphotungstate method. Low-density lipoprotein 

cholesterol (LDL-C) levels were calculated using the Friedewald formula 18. 

 

Genotyping 

The single nucleotide polymorphisms (SNPs) previously shown to be associated with VEGF 

levels 12: rs6921438, rs4416670, rs6993770, and rs10738760 were genotyped by Genoscreen 

(http://genoscreen.fr), using a Sequenom Iplex Gold assay-Medium Throughput Genotyping 

Technology and by Randox Ltd (Crumlin, UK) using a VEGF specific biochip and the 

analyser Evidence ® Investigator.   

Samples and data used for this study are part of the Biological Resources Center (BRC): 

“Interactions Gène-Environnement en Physiopathologie Cardio-Vasculaire” (IGE-PCV) in 

Nancy, France 

 

Statistical analysis 

Before the statistical analysis, BMI and waist circumference values were log-transformed to 

achieve a normal distribution. Hardy-Weinberg equilibrium was tested for the genotyped 

SNPs using the chi-square test.  

All analyses were performed under an additive model and using the minor allele as reference 

allele. The associations between the SNPs and BMI were tested with the use of linear 

regression models following adjustment for age and gender. 

Logistic regression models adjusted for age and gender were used for the assessment of the 

associations of the SNPs with general and central obesity.  

For the SNPs × blood lipids levels interactions (TC, triglycerides, HDL-C, and LDL-C), 

similar tests (linear and logistic regressions) were used with the addition of the lipid factor as 

a covariate and the addition of the SNPs × lipid term. 

http://genoscreen.fr/
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Analyses were performed using PLINK 1.07 (http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink). 

Significance was determined at a two-tailed P=0.05.   
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Results   

The characteristics of the studied population are presented in Table 1. The assessed 

polymorphisms were all in agreement with Hardy-Weinberg equilibrium (Table 2).  

 

Associations of VEGF-related polymorphisms with BMI, waist circumference, central obesity 

and general obesity. 

Significant associations with general obesity were observed for the VEGF-related rs4416670 

(OR=0.738, P=0.038). The minor allele of this polymorphism was associated with decreased 

risk for general obesity. Also, the minor allele of rs4416670 was significantly associated with 

a decrease in waist circumference (beta=-0.007, P=0.023). No significant associations were 

found for the other polymorphisms tested and no variant had a significant direct effect on 

BMI or central obesity. 

 

Interactions between VEGF-related polymorphisms with blood lipids for BMI, waist 

circumference, central obesity and general obesity. 

Significant interactions with triglycerides were observed for BMI. Three VEGF-related SNPs 

were involved in these interactions (rs6921438 and rs4416670 increasing BMI while the 

interaction with rs10738760 decreased BMI levels) (beta= 0.017, P=2.954×10-5, beta= 0.012, 

P=0.001, beta= -0.017, P=3.966×10-6 respectively).  

Likewise associations were observed for the same SNPs for general obesity. The interactions 

of rs6921438 and rs4416670 with triglycerides were increasing the risk of general obesity 

(OR=1.584, P=0.002; OR=1.476, P=0.009), while the rs10738760 was associated with a 

decreased risk for general obesity (OR=0.668, P=0.002). 

Very strong interactions with triglycerides were present for waist circumference. The 

interactions with rs6921438, rs4416670 but also rs6993770 had an increasing effect in waist 



191 
 

circumference (beta= 0.014, P=1.5 × 10-6, beta= 0.011, P=5.5 × 10-5, beta= 0.009, P=0.029, 

respectively). The SNP rs10738760 interacted with triglycerides to decrease waist 

circumference levels (beta= -0.015, P=2.14 × 10-8). 

Furthermore, similar results were observed for interactions of 2 SNPs (rs6921438 

rs10738760) with triglycerides for central obesity (rs6921438, OR=1.720, P=0.008; 

rs10738760, OR=0.677, P=0.032). 

Additionally, another significant interaction between the VEGF-related rs4416670 with TC 

significantly increased the risk of general obesity (OR=1.497, P=0.01) and the waist 

circumference (beta= 0.006, P=0.042).  
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Discussion 

Obesity is a highly complex chronic disorder with a multifactorial aetiology and polygenic 

regulation. It has become epidemic and is a major subject of interest in public health but 

remains a challenge in everyday clinic. Here, we clearly and interestingly demonstrate that 

variants related to VEGF levels are associated with different obesity-related phenotypes 

directly or by significant interactions with blood lipids levels and our results could be 

translated in personalised clinical practice. Obesity-related phenotypes are associated with 

cardiovascular risk and many other health concerns leading to a poorer quality of life and 

reduced life expectancy. 

Analysing the role of VEGF-related polymorphisms, the rs4416670 shows a protective role 

against waist circumference and obesity. This effect was reversed through an interaction with 

triglycerides and total cholesterol. These interactions increased BMI and waist circumference 

levels and the risk of general obesity. This SNP is an inter-genic region between 

LOC100132354 (a non-coding RNA) and the C6orf223 gene (encoding an uncharacterized 

protein) on chromosome 6p21.1, at 171 kb downstream of the VEGF gene and decreased 

levels of circulating VEGF 12.  

Two more polymorphisms related to VEGF (rs6921438 and rs10738760) interacted with 

triglycerides to modify the levels of BMI, and the risk for central obesity and general obesity 

(positively for rs6921438 and negatively for rs10738760). The SNP rs6921438 is an 

intergenic variant located on chromosome 6p21.1, at 171 kb downstream of the VEGF gene 

and decreased levels of circulating VEGF. On the other hand, the SNP rs10738760 is an 

intergenic variant between KCNV2 and VLDLR on chromosome 6p21.1, at 171kb downstream 

of the VEGF gene and has been associated with increased levels of circulating VEGF 12.  

A significant interaction was also described between triglycerides and rs6993770 for 

increased waist circumference. The rs6993770 yielded a significant positive association with 
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VEGF levels and is an intronic variant that is located in the zinc finger protein, multitype 2 

(ZFPM2) gene and at 980.4 kb on chromosome 8q23.1 12.  

Concerning the clinical implications of our findings, as the VEGF-related polymorphisms 

show significant associations with obesity and its related phenotypes, it would be interesting 

to evaluate if obese people respond differently to weight loss programs according to these 

variants. Such a discovery could lead to a specific management of VEGF-related SNPs sub 

populations. Moreover, knowing that some polymorphisms could expose to a lesser or bigger 

risk of obesity could help in the dispensation of individual advices. The practitioner could 

adapt them to each patient and provide personalised guidance instead of general 

recommendations. Furthermore, significant interactions between three VEGF-related SNPs 

(rs6921438, rs4416670, rs107387760) with triglycerides for obesity and BMI pleads for a 

great interest of triglycerides lowering regimen in this population to prevent or cure obesity 

while choosing between low-fat, low-carbohydrate, complex versus simple carbohydrates, 

glycemic load dietary or higher protein approaches. 

Also, high triglycerides levels interacted with rs6921438, rs4416670and rs6993770 to 

increase waist circumference while rs10738760 interacted with triglycerides to decrease waist 

circumference. As previously mentioned, this last SNP is located between VLDLR, which 

favours triglycerides entry in adipocytes and KCNV2 (voltage-gated potassium channel) 

genes. We could hypothesise an interaction of this SNP with the VLDLR gene, which would 

so decrease the entrance of triglycerides into adipocytes and thus the risk of obesity.  

All together, these findings plead for genetic influences of VEGF-related genes on body 

composition and cardiovascular risk through metabolic pathways. This field has to be further 

explored to seek for personal treatment. Currently, treatments of dyslipidaemia are in 

development. For example, effects of different PPAR-α and PPAR-γ agonists will have to be 

studied in regards to their effects on VEGF. Improving knowledge in this field is important 
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and could lead to the development of specific genetic based treatments in the future 

personalised medicine. 

In conclusion, in the present work, we showed associations of 4 VEGF-related SNPs with 

obesity-related phenotypes in a healthy population, as well as their interactions with blood 

lipids. We observed significant direct association of rs4416670 with decreasing risk for 

obesity and interactions of this SNP with blood lipids (triglycerides and TC) reversing its 

effect. Interactions with lipids (especially with triglycerides) for obesity-related phenotypes 

were also observed for the other VEGF-related polymorphisms.  

These findings help to explain the link between obesity and angiogenesis through the 

mediation of known chronic diseases risk factors such as blood lipids levels, which are 

preventable, prevention being considered the most powerful and cost-effective strategy for 

these diseases. 

In fact, the understanding of these associations promote the knowledge of the molecular 

mechanisms and the processes that mediate complex diseases where obesity is implicated 

such as diabetes, cancer and CVDs and this knowledge could lead to the development of new 

therapeutic modalities and prevention strategies for obesity. 
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Table 1 Characteristics of study population (n = 403). 

Variable Mean   SD 

Age (years)  44.4 4.8 

Gender (%) male 50.4   

Body mass index (kg/m2)  24.9  3.9 

Obesity (%) 7.9  

Waist circumference (cm) 82.4 11.0 

Central obesity (%) 9.0  

Triglycerides (mmol/l) 1.3 1.2 

Total cholesterol (mmol/l) 5.7 1.0 

High- density lipoprotein (mmol/l) 1.6 0.4 

Low-density lipoprotein (mmol/l) 3.5 0.8 
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Table 2 Characteristics of the SNP studied genetic variants 

Chromosome Variants  
Minor 

allele 

Common 

allele 
Closed to/on gene 

Minor  

allele 

frequency 

6 rs4416670 C T 
MGC45491 and 

MRPL14 (near VEGF) 
0.47 

6 rs6921438 A G 
MGC45491 and 

MRPL14 (near VEGF) 
0.40 

8 rs6993770 T A ZFPM2 0.28 

9 rs10738760 A G VLDLR and KCNV2 0.48 
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Abstract 

Vascular endothelial growth factor A (VEGFA or more commonly VEGF) is the most potent 

angiogenic factor with numerous physiological actions including involvement in vasodilation. 

It is highly heritable with ~60% of genetic component identified. Blood pressure’s heritability 

is also high, ranging between 30 – 50 %, and some evidences suggest that complex, not yet 

identified, interactions between multiple genes have an important role in determining the 

individual’s risk for hypertension. Epistatic interactions could help to identify subgroups 

among populations with higher risk for hypertension. 

No study has been performed concerning possible associations of VEGF genetic determinants 

with blood pressure regulation.  

Our aim was to examine the possible genetic links between four polymorphisms, identified by 

a genome wide association study to be related to VEGF circulating levels, and their epistatic 

interactions with blood pressure levels in a supposed healthy population.  

Design and Methods: We have used a discovery and a replication population of supposed 

healthy unrelated adults (n=403 and n=380; respectively). The four VEGF-related 

polymorphisms (rs6921438G>A, rs4416670T>C, rs6993770A>T, and rs10738760A>G) and 

their epistatic interactions were investigated (linear regression models adjusted for age, 

gender and body mass index) against systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure 

(DBP) and pulse pressure (PP). 

Results: In both populations, rs4416670C was directly associated with PP (β=0.01, P=0.048 

and β=0.01, P=0.042 for discovery and replication populations respectively). In addition, one 

epistatic interaction between rs6921438G>A and rs10738760A>G was identified in both 

populations for PP (βint=-0.01, Pint=0.026 and βint=-0.01, Pint=0.043 for discovery and 

replication populations respectively). 

Conclusions: Our findings support the existence of relationships between 3 GWAS-identified 

VEGF-related SNPs and blood pressure regulation in healthy state conditions. These results 

could be important for personalized therapy with anti VEGF drugs and for monitoring their 

hypertensive side effects. 

Key words: VEGF, polymorphisms, blood pressure levels. 
 
  
Introduction   
Vascular endothelial growth factor A (VEGFA, also referred to as VEGF), a 45 kDa 

glycoprotein, is a powerful inducer of angiogenesis with numerous physiological actions, 
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including induction of endothelial cell permeability, proliferation, lymphogenesis, and 

vasodilation 1,2.  

The two major receptors for VEGF signals are the structurally related tyrosine kinases 

VEGFR1 (Flt-1) and VEGFR2 (Flk-1). These two receptors are expressed on multiple cell 

types such as tumor cells, endothelial cells (EC) progenitors and mature EC including 

glomerular, preglomerular and peritubular cells 3.  

We have previously shown that VEGF has a heritable component of more than 60% 4, results 

further validated by others5. Up to half of this heritability is explained by four genetic variants 

that we identified by a genome-wide association study (GWAS) 6. This exceptionally high 

genetic component, extensively characterized, makes VEGF unique among biomarkers in the 

“-omics” field. 

VEGF is implicated in the pathophysiology of cardiovascular diseases (CVD) and in our 

recent studies the four VEGF-related variants previously identified by GWAS have been 

associated with CVD risk factors such as high and low density lipoprotein levels and adhesion 

and inflammation molecules, which are monitored in most CVD prevention programs 7,8. 

Thus, VEGF “-omics” determinants could be used as regulators for those CVD risk factors 

and could have an important application in prevention programs.  

Hypertension (HTN) is a multifactorial disease resulting from complex interactions between 

genetic and environmental components 9. Approximately, one billion people are affected 

worldwide and an increasing incidence of HTN has been observed 10. It is also a major risk 

factor for CVD such as heart attack, congestive heart failure, peripheral vascular disease and 

stroke 9,11.  

Some previous studies suggest that blood pressure (BP) heritability ranges between 30 – 50 % 
12,13. Moreover, some evidences suggest that not yet identified complex interactions between 

multiple genes and environmental factors have an important role in determining the risk of 

one individual for HTN 14,15.   

This investigation was set up in order to assess the associations between the 4 VEGF- related 

genetic variants that we previously identified by GWAS and their gene × gene interactions to 

BP levels in a supposed healthy population.  
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Materials and methods 

Ethics statement 

The study protocol was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, Local 

Ethics Committee of each recruitment center and all subjects gave written informed consent 

for their participation in the study.  

 

Study population  

Samples and data used for this study are part of the Biological Resources Center (BRC): 

“Interactions Gène-Environnement en Physiopathologie Cardio-Vasculaire” (IGE-PCV) in 

Nancy, France. 

A discovery and an independent replication population were included in the present study.  

The discovery population was extracted from the STANISLAS Family Study (SFS), a 10-year 

longitudinal survey initiated between 1993-1995 involving 1,006 families from France 16. 

Exclusion criteria included the presence of chronic disorders (cardiovascular diseases or 

cancer) and the personal history of cardiovascular disease. For this investigation 403 unrelated 

adults from the second examination of the SFS were selected based on complete availability 

of data.  

The replication population consists of 380 non-related adults that take part of the BRC IGE-

PCV. All subjects were of European origin and supposed healthy. Individuals with chronic 

disorders (cardiovascular or cancer) or having a personal history of CVDs have not been 

included. Subjects taking blood lipids lowering drugs or drugs having an effect on 

cardiovascular function (including inotropic agents, beta blockers, calcium-channel blockers, 

organic nitrates, anti-arrhythmics, angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors, 

angiotensin II receptor blockers, diuretics, clot-busters, anti-coagulants, anti-platelet drugs, 

anti-diabetic and insulin) were also excluded.  

 

Data collection   

The procedures of data collection have been previously described 16,17. Body mass index 

(BMI) was calculated as weight (kilograms) divided by height (meters) squared.  

Systolic blood pressure (SBP) and diastolic blood pressure (DBP) were measured by expert 

nurses under constant temperature (19°C-21°C) and standardized conditions (supine position) 

using a manual sphygmomanometer. The recorded values were the means of 3 readings on 20 

min intervals. Pulse pressure (PP) was calculated as the difference between SBP and DBP. 

HTN was defined as systolic BP ≥140 mm/Hg or diastolic BP ≥90 mm/Hg. 
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Genotyping 

The single nucleotide polymorphisms (SNPs) related to VEGF, rs6921438G>A, 

rs4416670T>C, rs6993770A>T, and rs10738760A>G, were genotyped by Genoscreen 

(http://genoscreen.fr), using a Sequenom iPLEX Gold assay–Medium Throughput 

Genotyping Technology 18 and by Randox Laboratories Ltd (Crumlin, UK) using a VEGF 

specific biochip and the analyser Evidence ® Investigator 19.  

 
Statistical analysis 

BP values were log-transformed before the analyses to normalize their distribution. Hardy-

Weinberg equilibrium was tested using the chi-square test.  

The associations between the SNPs and BP levels were assessed through linear regression 

adjusted for age, gender and BMI under an additive model and using the minor allele as 

reference allele.  

The epistatic interactions between the VEGF-related SNPs were tested with the introduction 

of the interaction term of a 2 × 2 combination between the assessed SNPs in the previously 

described regression models.  

Analyses were performed using PLINK 1.07 (http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink) 20 

statistical software. Significance was determined at a two-tailed P=0.05 level.  

 

 

Results 

The general characteristics of the participants and the studied polymorphisms are summarized 

in tables 1 and 2. 

 

Associations of VEGF- related polymorphisms with blood pressure levels: 

 

We found a significant association between rs4416670C and PP in the discovery population 

(β=0.01, P=0.048), which was confirmed in the replication population (β=0.01, P=0.042).  
Gene × gene interactions with blood pressure: 

One epistatic interaction between rs6921438G>A and rs10738760A>G had a significant 

effect for both populations on PP (βint=-0.01, Pint=0.026 and βint=-0.01, Pint=0.043 for 

discovery and replication populations respectively).  
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Discussion  

Despite that multiple genetic determinants and environmental factors contribute to regulate 

BP levels 21, the exact interplays between them is still not clear. To date, the largest GWAS 

on BP, which included ≈200, 000 individuals 22, reported 29 loci to be associated with SBP, 

DBP and/or essential HTN. However, the genetic risk score subsequently constructed 

explained only 0.9% of BP phenotypic variation 22, this illustrating the so-called ‘dark matter’ 

of genetic risk 23:a large ‘hidden heritability’ of unknown nature that may be explained by 

epistasis (gene × gene) 23. The complex interactions between genetic factors for the risk of 

HTN are a promising field of investigations. In this study, we demonstrate that variants 

regulating VEGF levels are involved in BP regulation through direct and epistatic effects. Our 

results suggest that gene × gene interactions are significant in the regulation of traits related to 

common human diseases such as BP.  

More precisely, the minor allele C of SNP rs4416670 was found significantly associated with 

increased PP in two independent populations (discovery and replication) in our study. The 

same allele was associated with a decrease in VEGF levels in our previous GWAS 6. The SNP 

rs4416670 is located on chromosome 6p21.1, at 171 kb, between LOC100132354 (resulting 

in a non-coding RNA) and the C6orf223 gene (encoding an uncharacterized protein), 

downstream of the VEGF gene. To our knowledge, the few expression data available for the 

C6orf223 gene show an up-regulation in hypoxia, which also increases VEGF production 24.  

Also, an interaction between two VEGF related SNPs (rs6921438G>A and rs10738760A>G) 

showed a significant effect on PP in the discovery and replication populations. SNP 

rs6921438G>A is an intergenic variant located in chromosome 6p21.1; at 171kb downstream 

of the VEGF gene whose minor allele has a negative effect in cardiovascular system. It 

decreases VEGF levels, increases low density lipoproteins and decreases high density 

lipoproteins in healthy conditions 6,8. However, the present investigation shows that its 

interaction with the SNP rs10738760 A>G, whose minor allele is associated with a decrease 

in VEGF levels, leads to a decrease of PP levels, thus demonstrating that combination of the 

two SNPs provides a more protective cardiovascular profile.  

High dose VEGF infusion into rabbits induces systemic vasodilation causing an immediate 

drop in BP that can be inhibited by the Nitric Oxide Synthase (NOS) inhibitor 25. VEGF, 

acting through VEGFR2, activates endothelial NOS (eNOS) activity through AKT26, leading 

to increased vasodilatory NO production 26. Based on the above, it was interesting to find that 
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the variant related to decreased VEGF levels is associated with increased PP levels in two 

independent populations of healthy unrelated adults of European origin.  

Angiogenesis plays a central role in various physiological processes within the human body. 

Animal studies have revealed that the deletion of a single allele of VEGF in VEGF (+/-) 

induces immature angiogenesis and cardiovascular insufficiency resulting in embryonic 

lethality. However, the loss of one gene allele in mammals rarely causes lethality. This 

evidence highlights the importance of this gene in angiogenic the homeostasis and the 

cardiovascular system 27,28.  

Hypoxic conditions, growth factor signaling and hormones, such as estrogen, up regulate 

expression of VEGF 24. According to knockout studies 29, VEGFR2 is the major transducer of 

the VEGF message. VEGF is secreted from the decidual cells, which are progesterone 

receptor expressing cells, and is also involved during pregnancy in decidual angiogenesis and 

vascular remodeling in rapidly growing and regressing uteri 30. In diabetic retinopathy, 

persisting high levels of glucose, with the production of advance glycation end products, 

cause damage to retinal capillary bed and retinal ischemia which in turn leads to production of 

VEGF 31. Hypoxia leads to the production of hypoxia inducible factor 1 (HIF-1) which 

stimulates VEGF expression and ocular neovascularization 32,33. Age-related macular 

degeneration (AMD) has become the most common cause of uncorrectable severe vision loss 

after 55 years in developed countries, choroidal neovascularization being responsible for most 

of AMD-related severe vision loss, where VEGF again is implicated 34.  

In cancer diseases, growth of the tumor needs neovascularization. Studies of the VEGF 

pathway has led to the development of tyrosine kinase inhibitors targeted at VEGF receptor 

(VEGFR) with the assumption that VEGF was more necessary for tumor growth and less so 

for the maintenance of angiogenesis. Clinical trials are beginning but more work is required to 

evaluate the roles of different anti VEGF targeted therapies in multiple cancers.  

Anti VEGFR treatments have been tried successfully in many different types of solid 

neoplasms such as renal cell carcinoma 35-38, metastatic colorectal cancer 39-41, and for other 

cancer diseases such as esophageal cancer, glioblastoma, malignant glioma, epithelial ovarian 

cancer, non-small cell lung cancer, neuroendocrine tumors of the pancreas or intestines or 

melanoma 42-54.  

It is very important to note that, in animal and human clinical studies, anti VEGFR treatments 

are associated with hypertension 55. Their prescription leads to higher systolic, diastolic and 

pulse blood pressure, these effects being totally reversed by treatment interruption. Apart 

from the need of a treatment for hypertension, this may have clinical consequences. First, 
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clinicians may consider hypertension development as an indirect sign of compliance to the 

treatment. Further on, hypertension under anti VEGFR treatment has been regarded and 

confirmed as a potential predictor of their efficacy against cancer. For example, a study from 

Rautolia J. et al. has demonstrated that among patients treated with sunitinib, anti VEGFR 

treatment, 33% develop a hypertension up to grade 2. This adverse event was associated with 

longer progression-free survival 56. However, it is important to note that patients treated for 

cancer are aged patients, very often suffering from hypertension and under hypertensive 

treatment, underlying the importance of implementation of adapted personalized protocols.   

Considering both our results that demonstrate a relation between SNP rs4416670 and PP 

hypertensive trait and the link between hypertension and cancer prognosis of the anti VEGFR 

treatment, one can hypothesize a pharmacogenomic susceptibility for anti VEGFR efficacy on 

cancer development. The minor allele of rs4416670 is associated with a diminution of plasma 

VEGF levels and the SNP is responsible for 1.5% of the genetic variance of plasma VEGF6. 

Relatively, the major allele is responsible for the VEGF plasma level increase and lower PP.  

Moreover, a study from Minardi D. et al 57 suggested a potential use of tumor cell VEGF 

expression as a prognostic marker for distant metastasis free survival and overall survival for 

response to sunitinib in patients with metastatic clear renal cell carcinoma. However, VEGF 

plasma level did not appear promising as a marker of response to therapy. Tumor cell 

expression of VEGF might be genetically inherited as its plasma levels, and so the hypothesis 

that VEGF genomic information could interfere in anti VEGFR treatments of cancers should 

be seriously investigated on the basis of our results. This will aid in the choice of patient 

treatment and/or treatment dose in future pharmacogenomics approaches. 

 

Conclusion 

In the present study, we highlighted the association of 3 VEGF-related GWAS identified 

polymorphisms, directly and through epistatic interactions, with BP regulation in two healthy 

populations. Significant associations and gene × gene interactions observed for PP levels 

demonstrate a complex role of angiogenesis in BP regulation. Our findings support the 

existence of relationships between the VEGF with BP in healthy state conditions. The 

understanding of these associations may promote the knowledge of the molecular mechanisms 

and the processes that mediate BP regulation and provide some perspectives for clinical use of 

these genetic associations in the response of cancer treatment with anti-VEGF agents. 
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Table 1 Characteristics of the study populations (discovery n = 403, replication n=380). 

  

Variable 
Discovery Replication 

Mean SD Mean SD 

Age (years)                                                                             44.4   4.8 43.4 11.2 

Gender (%) male                                                                      50.4            48.8  

Body mass index (kg/m2)                                                        24.9                        3.9 27.2 4.9 

Systolic Blood Pressure (mmHg) 123.3 13.8 127.8 19.5 

Diastolic Blood Pressure (mmHg) 73.9 10.1 83.1 10.8 

Pulse pressure (mmHg) 49.3 8.7 44.8 14.0 

Mean values for continuous variables and percentages for categorical variables 

SD standard deviation 



215 
 

 

Table 2 Characteristics of the studied single nucleotide polymorphisms (SNPs) 

Chromosome SNPs 
Minor 

allele 

Common 

allele 
Closed to/on gene 

MAF 

discovery 

MAF 

replication 

9 rs10738760  A G VLDLR and KCNV2  0.49 0.45 

6 rs4416670 C T 
MGC45491 and 

MRPL14 (near VEGF) 
0.47 

0.46 

8 rs6993770 T A ZFPM2 0.28 0.30 

6 rs6921438 A G 
MGC45491 and 

MRPL14 (near VEGF) 
0.40 

0.33 

KCNV2: potassium channel, subfamily V, MAF: Minor allele Frequency, SNP: single nucleotide 
polymorphism, VLDLR: very low density lipoprotein receptor, , member 2. MGC: Ancient 
(alternative) acronym of C6orf223 (chromosome 6 open reading frame 223), MRPL14: 
mitochondrial ribosomal protein L14, ZFPM: zinc finger protein, multitype 2.   
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ABSTRACT 

Background: Our aim was to  investigate the possible effects of vascular endothelial growth 

factor (VEGF1) and four VEGF-associated genetic variants, which explain ~50% of VEGF 

circulating levels variability, on metabolic syndrome and on its related components in supposed 

healthy populations.  

Materials and methods: We examined the associations of rs6921438, rs4416670, rs6993770, 

rs10738760 with metabolic syndrome and its related components in a discovery (n=403) and a 

replication population (n=357) followed by a meta-analysis. Metabolic syndrome was defined 

according to the International Diabetes Federation criteria.  

Results In the discovery population, we found an association between rs10738760 with 

metabolic syndrome (P=0.010, OR = 0.47). In the replication sample, we observed a significant 

association between rs6993770 and metabolic syndrome (P=0.028, OR = 1.50), while the meta-

analysis of the two studies confirmed the significant protective effect of rs10738760 

(Poverall=0.032, OR = 0.73).  

Conclusions: The association of the VEGF regulatory genetic variant rs10738760 with metabolic 

syndrome suggests a direct effect of VEGF-related genetic variants on metabolic syndrome and 

might lead us to propose a possible protective role of this variant. Further research is needed to 

determine the possible molecular mechanisms of function of these associations as well as their 

possible effects on other cardiovascular risk factors, in order to establish this polymorphism as a 

metabolic syndrome and cardiovascular disease biomarker. 

Key words: Metabolic syndrome; vascular endothelial growth factor (VEGF); genetic 

polymorphisms; angiogenesis; cardiovascular disease. 
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INTRODUCTION 

Metabolic syndrome (MetS) refers to a cluster of metabolic risk factors linked with impaired 

angiogenesis and narrowly associated with insulin resistance (1). In its advanced form, clinical 

fasting hyperglycemia or even type 2 diabetes is present (2). The syndrome has been broadened 

to encompass features as central obesity, glucose abnormalities, dyslipidemia, elevated blood 

pressure, and low grade inflammation state with a pro-thrombotic circumstance (3). The 

prevalence of MetS, mainly due to emerging “obesity epidemic”, varies between 35-40% of 

adults in developed countries (4). In circumstances of metabolic burden such as obesity and 

diabetes mellitus, coordinated regulation between oxygen supply and consumption has been 

reported to be interrupted and subsequently cause tissue hypoxia (5). The risk for atherosclerotic 

cardiovascular disease (CVDs) and type 2 diabetes is approximately doubled and fivefold 

respectively in patients with MetS (6). It is noteworthy that several studies have revealed that 

ischemic tissues neovascularization is impaired in type 2 diabetes with obesity, 

hypercholesterolemia, or hypertension (1, 7). 

Vascular endothelial growth factor (VEGF), as a multifunctional cytokine, has distinguished 

functions in angiogenesis, lymphangiogenesis, vascular permeability, and hematopoiesis (8). 

Adipocytes produce VEGF, which may act as an angiogenic and vascular survival factor for the 

omental vasculature (9).  

Elevated circulating levels of VEGF have been observed in ischemic heart disease, heart failure 

and stroke and in various other disorders such as type 2 diabetes and polycystic ovary disease. 

Recent evidence indicates that VEGF could be an adaptive response to obesity induced hypoxia 

(10). However, the implication of VEGF on MetS is not extensively studied (1, 10, 11). Few 
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recent publications have shown a positive association of VEGF circulating levels with MetS as 

well as with a number of its components (11, 12).  

Furthermore, genetic variants have been shown to be associated with MetS and its components 

(13-15). We have recently identified four single nucleotide polymorphisms (SNPs) (rs6921438, 

rs4416670, rs6993770, rs10738760) explaining ~50% of VEGF variability using a genome-wide 

association study (GWAS) (16). As a relationship between VEGF and MetS has been previously 

reported, these SNPs could be considered as candidate genes for MetS and its components as 

well. Therefore, in the present study, we aimed to assess the possible associations of MetS and 

its related components with VEGF plasma levels and with its cis- and trans-genetic variants 

recently identified, in two supposed healthy populations (discovery and replication). In addition, 

components of MetS including waist circumference (WC), central obesity and fasting plasma 

glucose, and a number of linked factors to cardiovascular diseases such as waist to hip ratio and 

waist to height ratio were also tested.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Discovery population 

The STANISLAS Family study is a 10-year longitudinal survey involving 1,006 volunteer 

families from Vandoeuvre-lès-Nancy (in the east of France) (17). Individuals with known acute 

or chronic diseases such as stroke, myocardial infarctions, hypertension, dyslipidemia or cancer 

were not included, as the aim of the study was the assessment of genetic susceptibility factors on 

the variability of intermediate phenotypes in physiological conditions without the influence of 

any long term medication and disease. The study protocol was approved by the Local Ethics 

Committee of Nancy and all subjects gave written informed consent for their participation in the 
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study. A total of 403 unrelated adults were involved in the current study. All data were collected 

during the second examination of the study. 

Replication population 

The MASHAD study is a prospective study for cardiovascular risk factors conducted by the 

Mashhad University of Medical Sciences (in north east of Iran). Individuals with recognized 

acute or chronic diseases such as stroke, myocardial infarctions, history of major systemic 

inflammation or infection diseases, history of endocrinological abnormalities, congestive heart 

disease, liver and/or renal disease, or cancer were excluded. All participants (n=357) provided 

written informed consent for their participation in the study. Mashhad University of Medical 

Sciences ethics committee approved the study procedure. All data were collected during the first 

visit of the MASHAD study. Both studies complied with the World Medical Association 

Declaration of Helsinki regarding ethical conduct of research involving human subjects.  

 

Anthropometric indices, medical history and lifestyle data 

Weight and height were measured in standing position with light clothing without shoes. Weight 

was recorded with digital scales to the nearest 200 grams using a weight scale. Height was 

measured to the nearest 0.1 cm using wall-mounted stadiometer, with the subjects’ shoulders in a 

normal position. Body mass index (BMI) was calculated according to the Quetelet’s formula: 

weight (kg)/height (m2). Waist circumference was taken at the midpoint between the lower 

margin of the last palpable rib and the top of the iliac crest (hip bone), and hip circumference 

was measured at the maximum level over light clothing, using a standard tape measure, without 

any pressure on the body surface. Measurements were recorded to the nearest 0.1 cm. All 

measurements were taken by trained nurses according to standard procedures, and the reliability 
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of the measuring devices was periodically checked during the study period. Systolic and diastolic 

blood pressure (SBP and DBP) were calculated as the mean of three measurements taken under 

standardized conditions with a sphygmomanometer, with the subject in a supine position (18). 

Pulse pressure was calculated as the difference between SBP and DBP. Also, data were collected 

using standard questionnaire including information about lifestyle such as smoking and personal 

medical history. Central obesity was defined as a WC >102 cm in men and >90 cm in women 

(18). 

MetS was defined based on the International Diabetes Federation (IDF) criteria (19). IDF 

definition: WC ≥94 cm in men or ≥80 cm in women plus any two of the four following criteria 

(1) triglyceride ≥1.7 mmol/l or drug treatment for elevated triglyceride, (2) high-density 

lipoprotein cholesterol (HDL-C) < 1.03 mmol/l in men or <1.3 in women or having medication 

for reduced HDL-C, (3) SBP ≥ 130 mmHg or DBP ≥ 85 mmHg or anti-hypertensive medication, 

(4) fasting blood glucose ≥ 5.6 mmol/l or drug treatment for increased serum glucose.  

 

Laboratory measurements 

Blood samples were collected after overnight fast between 8:00 and 9:00 am. Serum and plasma 

samples were separated by centrifugation at 2000×g for 15 min. Serum fasting blood glucose, 

total cholesterol and triglycerides levels were measured using standard enzymatic methods 

(Merck, Germany) on an automated analyzer AU5021 (Olympus, Japan). Insulin, apolipoprotein 

A-I, apolipoprotein B, apolipoprotein CIII were determined by immunonephelometry on Behring 

Nephelometer analyzed with Behring reagents (France). Apolipoprotein E and HDL-C were 

measured by turbidimetry and precipitation by phosphotungstate respectively, on a Cobas-Mira 
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analyzer (Roche). VEGF plasma levels quantification was performed by Randox Ltd (Crumlin, 

UK) using a biochip array analyser (Evidence ®) (17). 

 

Genotyping 

The SNPs rs6921438, rs4416670, rs6993770, rs10738760 were genotyped by Genoscreen 

(http://genoscreen.fr), using a Sequenom iPLEX Gold assay–Medium Throughput Genotyping 

Technology (20) in the STANISLAS cohort. For the replication population genotyping was 

performed by Randox Ltd (Crumlin, UK) (Evidence Investigator ®) using an assay based on a 

combination of multiplex PCR and biochip array hybridisation.  

 

Statistical analysis 

Continuous variables are presented as mean value ± standard deviation and categorical variables 

are given in percentages. Hardy-Weinberg equilibrium was tested using the chi-square test. All 

continuous variables were log-transformed to normalize their distribution. For the SNPs 

associations analyses, an additive model was used. Results are presented using the minor allele 

as reference allele.  

Logistic regression models adjusted for age, gender and BMI were used to test possible 

associations between VEGF-related SNPs and VEGF plasma levels with MetS. Similar models 

adjusted for age and gender were used for central obesity.  

Concerning the quantitative traits including waist circumference, waist to hip ratio, waist to 

height ratio, fasting blood glucose, insulin and lipids, linear regression models adjusted for age, 

gender and BMI were applied for the assessment of possible effects of the VEGF-related SNPs.  

Meta-analysis for MetS was performed with a fixed effect model. 

http://genoscreen.fr/
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All analyses were performed using PLINK 1.07 software 

(http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink) (21) and the SPSS statistical software version 16.0 

(SPSS, Inc, Chicago, Illinois). Significance was assessed at a two-tailed P=0.05 level. The 

significant results of this study were compared to previous findings in the literature (previous 

GWAS) by imputation analyses using Plink. SNPs with a correlation coefficient ≥ 80% were 

considered in linkage disequilibrium (LD). The GWAS investigator of HuGENavigator engine 

(22) and the NHGRI Catalog of published GWAS (http://www.genome.gov/gwasstudies) (23) 

were used in order to assess previous GWAS concerning blood lipid levels. 

 

RESULTS 

The general characteristics of the studied populations and polymorphisms are presented in tables 

1 and 2 respectively. Significant differences in MetS between the French and the Iranian cohorts 

are similar to those previously described and discussed. Iranian population had high rates of 

hypertension, abdominal obesity, hypertriglyceridemia, and low high-density lipoprotein cholesterol(18). All 

polymorphisms were in agreement with Hardy-Weinberg equilibrium (P>0.05).  

No statistically significant associations were observed between VEGF plasma levels and MetS as 

well as with its related components in STANISLAS population. Regarding the effect of the 

assessed variants, rs10738760 was significantly associated with MetS (table 3). The presence of 

the minor allele A of rs10738760 was associated with decreased risk for MetS (OR = 0.47). 

There was no association of this SNP with the components of MetS.  

Concerning the effect of the assessed variants in the replication population, there was an 

association between rs6993770 and metabolic syndrome (table 3, OR = 1.5).  

http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink
http://www.genome.gov/gwasstudies


225 
 

A meta-analysis of the two populations concerning the polymorphisms effect on MetS was 

performed and its results confirmed the significant protective effect of the minor allele A of the 

rs10738760 (P=0.03, OR=0.73).  

Among three previous GWAS (13-15) performed on MetS and its related components, 

rs10738760, rs4416670 and rs6993770 were not included in the significant SNPs (genotyped or 

in LD with another SNP). Therefore, these are considered as the novel polymorphisms for MetS.  

 

DISCUSSION 

In this study, we examined the associations of MetS, its related components and some of linked 

factors to CVDs with VEGF levels and cis- and trans-acting VEGF-related genetic variants. We 

report a significant association of rs10738760 with MetS.  

Epidemiological studies show that the visceral fat accumulation, the predominant driving force 

behind the MetS (2), is the most important determinant factor for VEGF circulating levels (9). 

Very recent evidence indicates that an increase in adipose tissue VEGF-induced angiogenesis is 

a protective phenomenon against obesity-induced hypoxia and, consequently, insulin resistance 

(10). In the present study, we did not obtain the significant statistical relationship between MetS 

(or its related components) and VEGF plasma levels observed by Lieb and colleagues (12). It 

appears that a number of differences between our and their populations such as sample size and 

obesity indices could explain these discrepancies. Tarantino and colleagues (24), in a case 

control study, found higher circulating VEGF levels in individuals with MetS compared to lean 

subjects. Plasma VEGF levels are augmented in individuals with hyperlipidemia and in obese 

type 2 diabetes patients with or without established atherosclerosis, and lipids as well as glucose 

lowering with either fluvastatin or fenofibrate and metformin results in a significant reduction of 
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VEGF levels (25, 26). Therefore, it is not clear whether the elevated VEGF levels are a 

deleterious factor or a physiologic/negative feedback response to prevent the progress of 

ischemia in metabolic linked ischemic status  (27)as well as in MetS (1, 12). 

The polymorphism rs10738760 was associated with MetS, with the minor allele showing a 

protective effect in the discovery cohort and in the meta-analysis of the discovery and replication 

populations. It is located on 9p24.2, and it is an intergenic SNP close to the very low-density 

lipoprotein receptor (VLDLR) and potassium voltage-gated channel subfamily V, member 2 

(KCNV2) genes (16). Recently, we have reported that rs10738760 up-regulates and explains 

around 5% of variation of circulating VEGF (16). Furthermore, our ingenuity pathway analyses 

in the mentioned study found plausible biological links between VEGF and VLDLR gene in 

related loci. The VLDLR gene encodes a lipoprotein receptor that is a member of the low density 

lipoprotein receptor (LDLR) family and plays important roles in VLDL-triglyceride metabolism 

and the reelin signaling pathway (28). This receptor is expressed abundantly in adipose tissue, 

skeletal muscle and heart, which all participate actively in lipid metabolism. The expression of 

VLDLR in macrophages and monocytes has been shown in human atherosclerotic lesions by 

Takahashi (29). As VLDLR knockout mice remained lean and did not show insulin resistance 

after high fat, high calorie diet (30), it seems that VLDLR may play a role in MetS. Based on an 

animal study, the knockout mice in VLDLR gene (VLDLR -/-) showed improved survival and 

decreased infarct area after an induced myocardial infarction (31).  

Voltage-gated potassium (Kv) channels represent the most complex class of voltage-gated ion 

channels from a both functional and structural point of view. Their diverse functions include 

regulating neurotransmitter release, heart rate, insulin secretion, neuronal excitability, epithelial 

electrolyte transport, smooth muscle contraction, and cell volume.  
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Kcnv2 encodes the voltage-gated potassium channel subunit Kv8.2, which also called Kv11.1 

and RCD3B, and is a silent subunit when expressed as a homotetramer (32). However, when co-

formed as a heterotetramer with Kv2 family members, Kv8.2 influences membrane translocation 

and biophysical properties of these channels (32). In other words, Kv8.2 and Kv2.1 form a 

heterotetramer which adapt the functions of Kv2 channels. Insulin secreting cells express mRNA 

transcripts for a number of Kv channels and Kv2.1 protein. The mRNA of Kv8.2 is strongly 

expressed in pancreas and testis (32). A growing body of evidences indicates that there is an 

impairment of coronary ion channels including Kv and Ca2+ channels in MetS which play an 

important role in the alterations of the control of coronary blood flow (33). The Kv2.1 has a 

negative regulatory effect on insulin secretion while its inhibition in mouse pancreatic beta cells 

enhances glucose-dependent insulin secretion (34). Furthermore VEGF has been shown to act as 

a survival factor for human pancreatic islets and improve their functions of insulin secretion (35). 

Cytosolic free Ca2+ rises in pancreatic beta-cells in response to glucose stimulation and is part of 

the coupling to insulin secretion (36). It has been shown that VEGF stimulates increase in 

cytosolic calcium concentration (37). Muoio and colleagues have well described that obese and 

insulin resistant individuals can remain in a state of beta cell compensation that protects them 

from diabetes for long periods of time before beta cell failure (38). Indeed, the onset of type 2 

diabetes has been determined by the failure of compensatory response of beta cells for insulin 

resistance (35). Watada et al (35) in an animal study have proposed possible VEGF-induced 

compensatory beta cells activation, nevertheless they have not discussed how the proposed 

model may affect insulin secretion. So far, based on our knowledge, it seems that there is no 

evidence to precise the molecular pathways which explain the mechanism of VEGF-induced 

insulin secretion. 



228 
 

However, we have recently reported a lack of association between rs6921438 and rs10738760 

and fasting glucose, fasting insulin, the risk of diabetes type 2, diabetic nephropathy and 

retinopathy (39). These results are also observed in the current study, where no association of the 

SNP or VEGF levels is shown for the MetS component traits related to glucose metabolism and 

central obesity. Concerning lipids metabolism traits, we have also previously shown the 

association of the VEGF-related SNP rs6921438 with LDL-C and HDL-C, but again the 

rs10738760 was not significantly associated with lipid phenotypes (40). This finding supports 

the results of the present study that the rs10738760 has a direct effect on MetS risk, which is 

independent from its related components. It is also a novel polymorphism associated with MetS 

risk as it has not been identified in previous GWAS on this field.  

This is the first study that aimed to assess the common genetic determinants between VEGF and 

MetS. The results should be replicated in larger studies before making final conclusions. 

Furthermore, the mechanisms that explain the protective effect of rs10738760 are still to be 

determined in functional studies.  

In conclusion, we have identified an unpublished protective role of one VEGF-related genetic 

variant on MetS risk in supposed healthy individuals. Given the complex actions of VEGF, the 

multifactorial nature of MetS, and the unexplained interconnections between them, the 

identification of a common variant with pleiotropic effect such as the rs10738760 could be useful 

as a marker of decreased risk (for both VEGF levels and MetS). It could also provide a novel 

research starting point for the assessment of the implicated mechanisms between angiogenesis 

and metabolic syndrome.  
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Table 1. Characteristics of the discovery and replication populations 

Variable Discovery population 

(n=403) 

Replication population 

(n=357) 

 Mean SD Mean SD 

Age, years 44.460 4.885 51.11 7.64 

Gender, %  Male 

Female 

50.40 

49.60 

 30.00 

70.00 

 

Metabolic Syndrome, % 10.40  40.50  

Smoking, %    No 

Yes 

Ex-smoker 

45.00 

25.40 

29.60 

 

 39.00 

58.00 

3.00 

 

Body mass index, Kg/m2 24.90 3.88 29.64 4.47 

Waist circumference, cm 82.43 11.02 98.84 10.59 

Waist/Hip ratio 0.84 0.09 0.92 0.06- 

Waist/Height ratio 48.96 5.85 62.27 7.40 

Systolic blood pressure, mmHg 123.29 13.79 126.99 18.81 

Diastolic blood pressure, mmHg 79.93 10.13 82.47 12.06 

Pulse pressure, mmHg 49.35 8.75 44.56 12.26 

Fasting blood glucose, mmol/l 5.03 0.68 5.09 2.25 

Insulin, IU/ml 6.21 5.64 - - 

Triglycerides, mmol/l 1.34 1.96 1.88 0.88 

Low-density lipoprotein-C, 

mmol/l 

3.56 0.90 3.08 0.95 

High-density lipoprotein-C, 1.61 0.46 1.05 0.23 
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mmol/l 

Total cholesterol, mmol/l 5.74 1.00 5.04 2.25 

Apolipoprotein A1, g/l 1.63 0.26 - - 

Apolipoprotein B, g/l 1.01 0.23 - - 

Apolipoprotein E, mg/l 41.82 17.57 - - 

Apolipoprotein CIII, mg/l 98.33 37.19 - - 

Vascular endothelial growth 

factor, ng/l 

42.75 43.33 - - 

The Kolmogorov–Smirnov test was performed for normality determination of the variables distribution in 

replication population. Based on that total cholesterol, HDL-C, LDL-C and hip circumference had a normal 

distribution. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Normal_distribution
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Table 2. Genetic variants’ characteristics of the discovery and replication populations 

Chromosome SNP Function Closed to/on gene Minor allele  Minor allele frequency 

discovery replication discovery replication 

6 rs6921438 Intergenic MGC45491 and MRPL14 

(near VEGF) 

A A 0.445 0.404 

6 rs4416670 Intergenic MGC45491 and MRPL14 

(near VEGF) 

C C 0.476 0.484 

8 rs6993770 Intronic ZFPM2  T T 0.283 0.318 

9 rs10738760 Intergenic between VLDLR and 

KCNV2 

A A 0.491 0.409 
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Table 3. Associations of the four VEGF single nucleotide polymorphisms with metabolic syndrome in the discovery and replication populations (model 

adjusted for age, gender and BMI) 

 rs6921438 rs4416670 rs6993770 rs10738760 

 
OR 

(95% CI) 

P OR 

(95% CI) 

P OR 

(95% CI) 

P OR 

(95% CI) a 

P 

Discovery 

population 

1.36 

(0.78-

2.37) 

0.272 

0.75 

(0.43-

1.31) 

0.320 
0.79 

(0.43-1.45) 
0.454 

0.47 

(0.27-0.84) 
0.010 

Replication 

population 

0.94 

(0.67-

1.30) 

0.718 

1.18 

(0.85-

1.62) 

0.306 
1.50 

(1.04-2.16) 
0.028 

0.85 

(0.61-1.17) 
0.320 

a OR: Odds ratio, 95% CI: 95% confidence interval 
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