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RESUME

Introduction. Avec l’optimisation des traitements, le taux de guérison de la leucémie
lymphoblastique aigiie (LLA) de I’enfant approche 90%. Cependant, 60% des survivants
devront faire face a des complications a long-terme en lien avec les traitements. Ces patients
ont un risque accru de complications cardiométaboliques telles que 1’obésité, la résistance a
I’insuline, la dyslipidémie et I’hypertension artérielle. Alors qu’il est reconnu que des facteurs
génétiques contribuent au développement de ces complications, peu d’études ont observé
I’impact de ces déterminants chez les survivants. Le but de cette étude est d’évaluer les
associations entre les variantes rares et communes et le développement des complications
cardiométaboliques chez les survivants de la LLA. Méthodes. La caractérisation du profil
cardiométabolique et le séquengage de I’exome ont été réalisés dans une cohorte de 209
survivants de la LLA pédiatrique. Les variantes associées avec les complications
cardiométaboliques ont été identifiées avec PLINK (commune) ou SKAT (rare et commune)
et une régression logistique a été utilisée pour évaluer leur impact dans des modeles
multivariés. Résultats. Nos analyses ont démontré que des variantes rares et communes dans
les genes BAD et FCRL3 sont associées au risque de présenter un phénotype dit extréme, soit
trois facteurs de risque cardiométabolique et plus. Les variantes communes dans OGFOD3 et
APOB et les variantes rares et communes dans BAD ont été associées a la dyslipidémie. Les
variantes communes dans BAD et SERPINAG6 ont été associées respectivement a I’obésité et la
résistance a l’insuline. Conclusion. Notre étude a révélé une susceptibilité génétique au
développement des complications cardiométaboliques chez les survivants de la LLA
pédiatrique. Ces biomarqueurs pourront étre utilisés pour la détection précoce et I’intervention

chez cette population a haut risque.
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ABSTRACT

Background While cure rates for childhood acute lymphoblastic leukemia (cALL) now
exceed 80%, over 60% of survivors will face treatment-related long-term sequelae, including
cardiometabolic complications such as obesity, insulin resistance, dyslipidemia and
hypertension. Although genetic susceptibility contributes to the development of these
problems, there are very few studies that have so far addressed this issue in a cALL
survivorship context. In this study, we aimed at evaluating the associations between common
and rare genetic variants and long-term cardiometabolic complications in survivors of cALL.
Method We examined the cardiometabolic profile and performed whole-exome sequencing in
209 cALL survivors from the PETALE cohort. Variants associated with cardiometabolic
outcomes were identified using PLINK (common) or SKAT (common and rare) and a logistic
regression was used to evaluate their impact in multivariate models. Results Our results
showed that rare and common variants in the BAD and FCRL3 genes were associated (p<0.05)
with an extreme cardiometabolic phenotype (3 or more cardiometabolic risk factors). Common
variants in OGFOD3 and APOB as well as rare and common BAD variants were significantly
(p<0.05) associated with dyslipidemia. Common BAD and SERPINA6 variants were
associated (p<0.05) with obesity and insulin resistance, respectively. Conclusion In summary,
we identified genetic susceptibility loci as contributing factors to the development of late
treatment-related cardiometabolic complications in cALL survivors. These biomarkers could
be used as early detection strategies to identify susceptible individuals and implement
appropriate measures and follow-up to prevent the development of risk factors in this high-risk

population.
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CHAPITRE 1- INTRODUCTION

La leucémie lymphoblastique aigiie (LLA) représente le tiers des cancers pédiatriques (1).
C’est la principale cause de mortalité, par maladie, chez les enfants de moins de 14 ans (2). Grace
a ’amélioration des protocoles de traitement, le taux de guérison approche maintenant les 90%.
Par contre, ce nombre grandissant de survivants est confronté¢ a des risques augmentés de
morbidité et de mort prématurée principalement causés par des maladies cardiovasculaires (3). En
effet, les traitements pour la LLA sont toxiques et ont un impact délétére sur plusieurs systémes
du corps humain (1). Au centre de ces altérations, le syndrome métabolique (SM) y figure avec
une prévalence qui pourrait atteindre 34% chez des sujets avec un age médian de 31,7 ans (3). Le
SM est un regroupement de facteurs de risque cardiovasculaires qui comprend 1’obésité
abdominale, le diabéte, les dyslipidémies et 1’hypertension artérielle (4, 5). A ce jour, peu
d’études ont pris en compte les facteurs génétiques associés au développement du SM malgré le
fait qu’il est rapporté que 50% de la variance des valeurs de pression artérielle, d’indice de masse
corporelle (IMC) et de lipides plasmatiques est attribuable aux composantes génétiques (6, 7).
Depuis I’apparition des technologies de séquencage de nouvelle génération, il est maintenant
possible d’avoir accés aux variations génétiques contenues dans 1’exome des patients (8). Avec
ces informations, nous pouvons évaluer la contribution de variantes génétiques au développement
de traits complexes avec des approches par geénes candidats et des études d’association
pangénomique (GWAS) (9, 10). En identifiant des marqueurs génétiques prédisposant aux
complications cardiométaboliques, des mesures de prévention pourront étre mises en place afin

d’améliorer le suivi déja précaire des survivants de la LLA (11).



1. Leucémie lymphoblastique aigiie
1.1 Développement des cellules sanguines

Les premiéres cellules progénitrices sanguines apparaissent durant la 3° semaine de
développement embryonnaire. Les cellules souches hématopoiétiques apparaitraient quelques
semaines plus tard dans le mésoderme. Lors du 3° mois de I’embryogenése, les cellules souches
hématopoiétiques migrent au foie ou seront produites les cellules sanguines jusqu’avant la
naissance. Apres la naissance, la moelle a travers le squelette prend le relais et le foie devient
inactif en ce qui a trait a la formation des cellules sanguines. Jusqu’a la puberté, la moelle active
est retrouvée dans tout le squelette, alors que par la suite elle devient restreinte au squelette axial.

Les cellules souches hématopoiétiques ont deux propriétés essentielles : elles sont
pluripotentes et elles ont la capacité de se renouveler. Les cellules souches hématopoiétiques se
divisent en cellules filles qui se dirigeront vers la différentiation cellulaire. Une fois la cellule
engagée dans cette voie, elle perd la capacité de se renouveler et ainsi débute une série de
divisions qui la méneront a la différentiation terminale. Les cellules souches hématopoiétiques
peuvent former deux types de cellules multipotentes: les progéniteurs lymphoides communs
desquels sont dérivés les cellules T, B et NK et les progéniteurs myé¢loides communs qui

formeront les granulocytes, les globules rouges et les plaquettes (2).
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Figure 1: Développement des cellules sanguines. Adapté de Essential Haematology (12)

1.2 Les origines du cancer

Chez I’humain, plusieurs classes de geénes sont ciblées par des mutations qui participent a
I’oncogenese: les proto-oncogenes, les génes suppresseurs de tumeurs et les genes impliqués dans
la réparation de ’ADN. Les génes suppresseurs de tumeurs ont pour rdle d’empécher la
prolifération de cellules présentant des anomalies. Une mutation présente sur un seul alléle de ces
genes crée un locus de prédisposition au cancer. Si le deuxieéme alléle est muté, la fonction du
gene est perdue et il y a possibilité de déréglement de la croissance cellulaire. Ce sont donc des
mutations récessives. Il s’agit des bases de la théorie des « two hit» de Knudson. Les proto-
oncogenes sont des génes qui favorisent la prolifération cellulaire. Lorsqu’un allele est muté, il y
a un gain de fonction du geéne. Les mutations permettant d’activer un proto-oncogeéne en
oncogene sont donc dominantes. Dans les cas ou les mécanismes de réparation de I’ADN sont

touchés, des mutations peuvent s’accumuler a travers le génome dans différents génes incluant



des proto-oncogeénes et des geénes suppresseurs de tumeurs. Les mutations dans les génes de
réparation de ’ADN sont souvent a 1’origine de syndromes héréditaires de prédisposition au
cancer. Lorsque la cellule cumule des mutations qui inactivent les génes suppresseurs de tumeurs,
qui activent les proto-oncogenes et qui empéchent la réparation des mutations dans I’ADN, elle
peut acquérir un avantage de croissance et devenir immortelle avec une capacité d’auto-
renouvelement illimitée (13).
1.3 Tumeurs hématologiques

Les tumeurs d’origine hématopoiétiques sont souvent causées par des mutations qui
bloquent la maturation des cellules progénitrices ou qui arrétent leur dépendance aux facteurs de
croissance. Cela méne a une expansion clonale de la cellule portant ces mutations et & un
remplacement des progéniteurs normaux de la moelle par ce clone tumoral. Les cancers des
globules blancs peuvent étre divisés en cancers lymphoides (cellules B, T et NK), cancers
my¢loides (granulocytes) et histiocytoses (macrophages et cellules dendritiques). Plusieurs
facteurs peuvent mener au développement de cancers hématologiques comme par exemple les
translocations chromosomales qui sont présentes dans la majorité des néoplasies des globules
blancs. La contribution des facteurs génétiques héréditaires peut aussi causer de I’instabilité
génétique comme dans le syndrome de Bloom, I’anémie de Fanconi et 1’ataxie télangiectasie. Il
existe aussi trois virus reconnus a l’origine de certains lymphomes: HTLV-1, EBV et
KSHV/HHV-8. Les facteurs environnementaux qui causent une stimulation immunitaire peuvent
aussi prédisposer a une néoplasie lymphoide qui débute le plus souvent dans le tissu inflammé.
Par exemple, les infections a H. Pylori et I’entéropathie au gluten sont des maladies avec
inflammation associées a un risque augmenté de lymphomes. Des facteurs iatrogéniques tels que

la radiothérapie et certaines formes de chimiothérapie augmentent aussi le risque de néoplasies



my¢loides et lymphoides induites par le traitement. Finalement, les benzénes dans la fumée de
cigarette accroissent le risque de développer une leucémie my¢éloide aigue (2).
1.4 Leucémie lymphoblastique aigiie

1.4.1 Prévalence

Parmi les néoplasies d’origine lymphoide on retrouve la LLA qui est le cancer pédiatrique
le plus fréquent. Elle représente 25-30% des cas de cancers pédiatriques (1) et 75% de toutes les
leucémies aigiies (1, 14). Les cellules néoplasiques sont des lymphoblastes, soit des cellules B
immatures ou des cellules T immatures. Environ 85% des LLA originent de cellules B et causent
la leucémie aigué de I’enfant, généralement entre 1’age de 2 et 10 ans (2, 14). 75% des cas de
LLA sont diagnostiqués avant 1’dge de 6 ans (15). L’apparition de la maladie a cet age
s’expliquerait par le fait qu’il s’agit du moment ou le nombre de cellules pré-B dans la moelle est
le plus élevé (2, 14). En opposition, les leucémies a cellules T ont le plus souvent lieu a
I’adolescence, au moment ou le thymus atteint sa taille maximale (2).

1.4.2 Caractéristiques immunologique et cytogénétique

Lors de la présentation leucémique, la moelle est hypercellulaire et les lymphoblastes
remplacent la moelle osseuse. En ciblant la déoxynucléotidyl-transferase terminale (TdT) par
immunocoloration, il est possible d’identifier les lymphoblastes pré-B et pré-T (2). Les LLA-B
présentent des lymphoblastes pré-B a différents stades de développement et le plus souvent ils
expriment les marqueurs CD10, CD19, CD21, CD22, CD23, CD79a et le facteur de transcription
PAXS (2, 15). Les LLA-T présentent des lymphoblastes a différents stades de développement et

la plupart du temps ils sont positifs pour CD1, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7 et CDS (2, 15).



Tableau I: Marqueurs immunologiques pour la classification de la leucémie lymphoblastique

aigtie

Marqueur LLAB LLAT
Lignée B

CD19 + -
cCD22 + -
cCD79a + -

CD10 +/- -

Immunoglobuline cytoplasmique (cIg) + -
Immunoglobuline de surface (sIg) - -
TdT + +

Lignée T

CD7 -
cCD3 -
CD2 -
TdT +

+ + + +

c: Cytoplasmique, s: Surface. Adapté de Essential Haematology (15)

En ce qui a trait a la pathologie moléculaire, la plupart des LLA présentent des anomalies
chromosomiques structurales ou numériques. Le changement le plus souvent retrouvé est une
hyperploidie, soit plus de 50 chromosomes. Cette anomalie est associée a un bon pronostic alors
que les hypodiploidies (moins de 44 chromosomes) sont associées a un mauvais pronostic (15).
Les LLA-B et T sont caractérisées par des translocations distinctes ce qui met en évidence leurs
différences pathogéniques. Plusieurs aberrations chromosomales retrouvées dans la LLA
perturbent les activités des facteurs de transcription impliqués dans le développement normal des
lymphocytes B et T. Par exemple, pour les LLA-T, 70% des patients ont une mutation causant un
gain de fonction dans NOTCHI qui est essentiel au développement des lymphocytes T (2, 15).
Pour les sujets avec LLA-B, plusieurs ont une perte de fonction dans des genes du

développement des cellules B comme PAXS5, E2A et EBF ou une t(12 ;21) balancée impliquant



les génes TEL et AMLI (2). Les analyses en cytogénétique démontrent que la prévalence des
anomalies varie selon s’il s’agit de cas pédiatriques ou adultes. Cela pourrait expliquer en partie

les différents pronostics retrouvés chez ces groupes (15).

®Ph/BCR-ABLI
Hyperdiploidie
" TEL-AMLI1
\ " 1g23/MLL
¥ Autres

Bébés Enfants Adultes

Figure 2 : Distribution des anomalies cytogénétiques de la leucémie lymphoblastique aigiie selon

les groupes d’ages. Adapté de Essential Haematology (15)

Selon la théorie des « two-hit », une seule mutation n’est généralement pas suffisante pour
mener au développement de la LLA. La plupart du temps, il existe un clone pré-leucémique
porteur de remaniements chromosomaux qui subit des mutations supplémentaires favorisant sa
croissance et sa survie (2).

1.4.3 Manifestations cliniques

Lors d’une leucémie lymphocytique, les blastes néoplasiques infiltrent la moelle ce qui
supprime ses fonctions en raison d’une compétition pour 1’espace et pour les facteurs de
croissance. Les symptomes débutent rapidement et les patients ressentent de la fatigue causée par
I’anémie, de la fievre en raison de la neutropénie et des saignements causés par la
thrombocytopénie. L’effet de masse de I’infiltration des blastes peut mener a de la douleur
osseuse, des lymphadénopathies généralisées, une splénomégalie, une hépatomégalie et a un

¢largissement testiculaire. Dans la LLA-T, on peut aussi observer la compression des larges



vaisseaux et des voies respiratoires dans le médiastin et des possibilités d’infiltrations méningées
occasionnant des maux de téte, des vomissements et des paralysies nerveuses (2).

1.4.4 Traitements

Le traitement de la LLA comprend deux aspects soit le traitement de support général et la
thérapie spécifique. Le traitement de support est administré pour palier a I’insuffisance de la
moelle osseuse et implique des transfusions sanguines, la prévention du syndrome de lyse
tumorale et le traitement des ¢épisodes de fievre. La thérapie spécifique comprend la
chimiothérapie et parfois la radiothérapie. Il y a plusieurs phases de traitements illustrées a la
figure 3 (page 10). Afin d’optimiser le traitement, ce dernier est ajusté selon le risque de rechute.
Le traitement débute avec ’induction d’une rémission dont le but est de détruire rapidement la
plupart des cellules tumorales. La dexaméthasone, la vincristine et 1’asparaginase sont les
médicaments utilisés pour induire la rémission qui se caractérise par un taux de blastes dans la
moelle osseuse inférieur a 5%, un décompte normal de cellules sanguines périphériques et aucun
autre signe de la maladie. Par contre, la rémission ne signifie pas que le patient est guéri et, sans
chimiothérapie subséquente, les patients en rémission pourraient rechuter. L’étape suivante est
celle de consolidation ou d’intensification, une chimiothérapie combinant plusieurs médicaments
a hautes doses. Différentes combinaisons de vincristine, cyclophosphamide, cytosine arabinoside,
daunorubicin, etoposide ou mercaptopurine sont données. Par la suite, une thérapie ciblant le
systéme nerveux est administrée étant donné que peu de médicaments peuvent atteindre le liquide
céphalorachidien. Cette partie de la thérapie permet de prévenir ou de traiter la présence de
blastes dans le syst¢tme nerveux central. Il est possible d’administrer de hautes doses de
méthotrexate par la voie intra-veineuse, du méthotrexate par voie intrathécale ou encore procéder
a l’irradiation cranienne. La derniére phase est celle de maintenance qui dure 2 a 3 ans. Les

patients prennent alors de la mercaptopurine par voie orale a tous les jours et du méthotrexate



oral une fois par semaine. De la vincristine (voie intra-veineuse) ou de la dexaméthasone (voie
orale) sont aussi donnés une fois par mois. En cas de rechute, une procédure de transplantation
allogénique de cellules souches sera envisagée (15).

Le consortium de LLA du Dana Farber Cancer Institute (DFCI), dont fait partie le Centre
Hospitalier Universitaire Sainte-Justine, s’est intéressé depuis 1981 a 1’amélioration des
traitements de la LLA (16). L’objectif de ces essais cliniques est d’optimiser le traitement et
d’améliorer les taux de survie tout en minimisant la toxicité des traitements. Par exemple,
certains protocoles ont tent¢ une infusion continue de doxorubicine, ont ajouté un agent
cardioprotecteur pour minimiser la toxicité aux anthracyclines, ont testé des préparations
alternatives d’asparaginase et ont changé la chimiothérapie intrathécale pour [I’irradiation
cranienne pour certains patients a moindre risque. Une étude rétrospective des protocoles de 1985
a 2000 a démontré que 82% des patients traités dans les années 1980 contre 88% des patients
traités dans les années 1990 étaient considérés survivants a long terme (16). En effet, avec le
perfectionnement des protocoles, ils ont pu observer une diminution des rechutes et du taux de
déces en période de rémission. Le consortium s’intéresse de plus en plus a détecter les sous-types
de LLA afin d’appliquer les principes de pharmacogénétique et de personnaliser les traitements

selon les patients (16).



Induction Vincristine, asparaginase, dexaméthasone (ou prednisolone),
daunorubicin
A 4
Consolidation Daunorubicin, cytosine arabinoside, vincristine, etoposide,
thioguanine ou mercaptopurine, cyclophosphamide

Possibilité de greffe de cellules souches

h 4

Prophylaxie Hautes doses systémiques de méthotrexate OU méthotrexate
cranienne intrathécal OU irradiation cranienne ET méthotrexate intrathécal
h 4
Maintenance Mercaptopurine, méthotrexate, vincristine, dexaméthasone (ou
prednisolone)
h 4
Intensification Idem consolidation
tardive
h 4
Maintenance Idem maintenance pour 2-3 ans

Figure 3: Etapes de traitements de la LLA adapté de Essential Haematology (15)

1.4.5 Pronostic

Suite a une chimiothérapie agressive, 95% des enfants avec la LLA obtiendront une
rémission compléte et 75-85% seront guéris (2, 3, 17). Malgré I’amélioration des traitements, la
LLA demeure la cause majeure de mortalité par cancer chez les enfants et le pronostic chez les
adultes est plus sombre avec seulement 35-40% de guérison. Il existe plusieurs facteurs de
mauvais pronostic. Les patients de moins de 2 ans ont un pronostic moins favorable a cause de la
forte prévalence de translocations impliquant le géne MLL. La présentation a 1’adolescence ou

I’age adulte constitue un pauvre facteur pronostic tout comme une haute charge tumorale qui se
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manifeste avec un décompte de blastes sanguins périphériques supérieur a 100 000 et la présence
d’aberrations cytogénétiques particulieres comme la t(9;22) (2).
1.5 Face a un nouveau deéfi : Les effets tardifs des traitements

La survie des enfants atteints de LLA s’est grandement améliorée dans les dernicres
décennies, mais ce nombre grandissant de survivants est confronté a une nouvelle problématique:
des effets secondaires tardifs des traitements. Les survivants des cancers pédiatriques sont a
risque d’avoir un statut de santé altéré et de mourir prématurément par rapport aux adultes
n’ayant jamais eu de cancer (11). En effet, environ 75% des survivants de la LLA auront une
condition de santé chronique contribuant a 1’augmentation du risque de morbidité et de mort
prématurée, principalement par le biais des maladies cardiovasculaires (2, 18). La mortalité chez
les survivants de cancers pédiatriques est 9,6 fois plus élevée que dans la population générale
(19) et I’incidence des conditions chroniques importantes augmente 10 ans aprés le diagnostic
(20). Cela souleve la nécessité de faire un suivi des survivants basé sur la prévention ciblant le
tabagisme, I’activité physique, le contréle du poids et la gestion des maladies chroniques. Par
contre, il a été rapporté que moins de 20% des survivants adultes de cancers pédiatriques ont leur
suivi médical dans un centre d’oncologie ou par un oncologue, ce qui souléve des inquiétudes en
ce qui a trait aux besoins particuliers de cette population (11). Certaines études ont montré que
les femmes survivantes d’un cancer pédiatrique sont plus a risque d’avoir un statut de santé
détérioré que les hommes, ainsi qu’une déficience en hormones de croissance et de I’obésité (11,
21).

La thérapie de la LLA est toxique et interfére avec la fonction de plusieurs systemes
pouvant favoriser le développement de I’obésité, des troubles métaboliques et endocriniens, de la
faiblesse musculaire, des altérations neurosensorielles et des déficits neurocognitifs. Les

traitements, comme les anthracyclines, peuvent endommager le myocarde et les structures
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vasculaires ce qui place les survivants a risque d’infarctus du myocarde, d’insuffisance cardiaque
congestive et de maladie du péricarde (1, 22). Le taux de survie a 10 ans de la LLA excédant
maintenant 80%, les efforts médicaux doivent viser la détection hative des effets a long terme de
la LLA et de ses traitements afin de réduire les séquelles chez les survivants (21). Mon projet de
maitrise s’est surtout concentré sur le SM.
2. Syndrome métabolique

Le SM est un regroupement de facteurs de risque pour les troubles cardiovasculaires et
comprend la résistance a 1’insuline, 1’obésit¢ abdominale, les dyslipidémies et I’hypertension
artérielle. Au cours des derniéres décennies, la prévalence du SM dans la population générale a
grandement augmentée a cause de 1’industrialisation et du mode de vie sédentaire. Au niveau
mondial, il est estimé que le quart des adultes est affecté par le SM et que 1’association diabéte-
SM cause plus de mortalité que le VIH annuellement (4). La principale complication du SM est la
maladie cardiovasculaire athérosclérotique (23). Plusieurs définitions du SM ont été élaborées au
fil du temps, principalement par 1’Organisation Mondiale de la Santé, le European Group for the
Study of Insulin Resistance et le National Cholesterol Education Program. Malgré le fait que ces
groupes s’entendent sur les principaux composants du syndrome métabolique soit 1’obésité, la
résistance a I’insuline, la dyslipidémie et ’hypertension, des subtilités persistent entre chaque
définition et le besoin d’avoir une définition claire et applicable en clinique se faisait sentir dans
le monde médical. Les experts de la International Diabetes Federation (IDF) ont donc établi des
criteres diagnostics précis pour identifier les patients atteints du syndrome métabolique et donc a
risque de diabéte type 2 et de maladie cardiovasculaire. La définition du SM selon I'IDF
comprend une obésité centrale accompagnée de 2 des critéres suivants: augmentation des

triglycérides de > 1,7 mmol/L, des lipoprotéines de haute densit¢ (HDL) abaissées < 1,03 chez les
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hommes et < 1,29 chez les femmes, une pression artérielle systolique > 130 mmHg et une
diastolique > 85 mmHg et un glucose a jeun > 5,6 mmol/L (24).
2.1 Obésité abdominale

La prévalence de 1’obésité¢ est a la hausse a travers le monde et pres des 2/3 de la
population adulte aux Etats-Unis serait en surpoids ou obése ce qui souligne I’ampleur du
probléme. L’obésité pédiatrique est aussi a la hausse (25). 40 a 70% de la génétique des patients
explique ce phénomene et des facteurs comme le poids a la naissance, le rebond d’adiposité, le
statut socioéconomique, la maturation précoce, la sédentarité, les diétes riches en calories, le sexe
et D’ethnicit¢é modulent ce risque (5, 26-28). L’obésité est un facteur de risque de plusieurs
complications de santé: athérosclérose, hypertension, apnée du sommeil, arthrose, SM, reflux
gastro-cesophagien et hernie hiatale. L’augmentation du poids corporel affecte I’hémodynamie
par une augmentation du volume sanguin total, de la pression sanguine et du débit cardiaque.
Cela méne a une charge de travail cardiaque augmentée et affecte la structure du coeur mettant les
obeses a risque de développer une dilatation ventriculaire et une hypertrophie. Suite a ces
changements, une insuffisance cardiaque et une fibrillation auriculaire peuvent se développer. Au
niveau du foie, la prévalence de la maladie hépatique non alcoolique chez les obéses est de 50 a
85% et varie entre la stéatose a la cirrhose en passant par la stéatohépatite non alcoolique et la
fibrose (29). Les troubles locomoteurs tels que I’arthrose et la goutte sont aussi plus élevés chez
les patients obeses (30). La durée de vie d’un obése peut étre diminuée de 2 a4 5 ans et un homme
de 20-30 ans ayant un IMC de plus de 45 peut diminuer de 13 ans son espérance de vie (30).
2.2 La resistance a l'insuline et le diabete de type 2

La résistance a I’insuline est une diminution de la réponse des tissus a I’insuline qui est
reflétée par un niveau élevé d’insuline, mais un glucose sérique normal (29). Les défauts dans

I’action de I’insuline ménent & une altération de la suppression de la production de glucose par le

13



foie et les reins et a une diminution de la prise de glucose dans les tissus sensibles a I’insuline
comme les muscles et les tissus adipeux (4). La résistance a I’insuline précede souvent
I’apparition du diabéte de type 2. Lorsque I’effet de I’insuline est diminué, les cellules  du
pancréas tentent de compenser en augmentant leur sécrétion afin de maintenir I’euglycémie.
L’exposition chronique a de hauts niveaux de glucose méne a une dysfonction des cellules f et
voire méme leur mort via des mécanismes reliés au stress oxydatif (31). Eventuellement, les
cellules B du pancréas ne peuvent plus augmenter leur sécrétion d’insuline, la demande dépasse
ce que les cellules B peuvent fournir, le glucose sanguin augmente et le diabéte de type 2 se
déclare (4). Le diabete de type 2 est un groupe hétérogéne de désordres qui sont caractérisés par
des degrés variables de résistance a I’insuline et d’altération de la sécrétion d’insuline, par
I’augmentation de la production hépatique de glucose et par un métabolisme anormal des lipides
(29, 32). Malgré tout, des défauts post-récepteurs joueraient un role plus important dans la
résistance a I’insuline (29, 32). Le diabete de type 2 a une forte composante polygénique et
multifactorielle (32). Des études chez des jumeaux estiment le role de la génétique jusqu’a 87%
pour le développement de la résistance a I’insuline (27). Ces facteurs génétiques sont aggravés
par d’autres facteurs comme ’age, un mode de vie sédentaire et 1’obésité viscérale (29).
2.3 Dyslipidémie

Les lipoprotéines sont des complexes permettant le transport des lipides. Elles ont comme
réle principal le transport du cholestérol, des acides gras a longues chalnes et des vitamines
liposolubles. Les lipoprotéines sont constituées d’un centre hydrophobique de triglycérides et
d’esters de cholestérol entourés par des lipides hydrophiliques (phospholipides, cholestérol non
estérifi¢). Associées aux lipoprotéines on retrouve les apolipoprotéines qui sont nécessaires pour
I’assemblage, la structure et les fonctions des lipoprotéines. Elles peuvent aussi servir de ligands

pour des récepteurs de surface cellulaire et activer des enzymes impliquées dans le métabolisme
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des lipoprotéines. Les lipoprotéines se divisent en cinq grandes classes: chylomicrons,
lipoprotéine de trés basse densité (VLDL), lipoprotéine de densité intermédiaire (IDL),
lipoprotéine de basse densité¢ (LDL) et lipoprotéine de haute densité (HDL). Chaque classe se
démarque par leur densité. Les HDL sont les lipoprotéines les plus petites et les plus denses alors
que les chylomicrons et les VLDL sont plus larges et moins denses (33). La plupart du
cholestérol plasmatique est transporté en ester de cholestérol dans les LDL et HDL, alors que les
triglycérides sont majoritairement transportés dans des chylomicrons ou des VLDL (34). Les
criteres de la dyslipidémie prennent généralement en compte les niveaux sanguins de LDL- et
HDL-cholestérol et de triglycérides. Les concentrations sériques de LDL-cholestérol, HDL-
cholestérol et de triglycérides sont un facteur de risque pour la maladie cardiovasculaire et 25 a
78% de ces niveaux pourraient étre attribuables a la génétique (6, 27, 35).

2.3.1 Triglycérides et voie exogeéne

Dans I’alimentation normale, environ 25% des apports caloriques proviennent des lipides
et la plupart des lipides alimentaires sont sous forme de triglycérides. Ces derniers sont formés
d’une molécule de glycérol liée a 3 molécules d’acides gras. Lors de la digestion, les triglycérides
sont transformés en monoglycérides et en acides gras libres par la lipase pancréatique (36). Le
cholestérol quant a lui est produit de manic¢re endogeéne a 50% par I’enzyme HMG-CoA
réductase et les 50% restants proviennent d’un apport externe (37). Les acides gras libres, le
cholestérol, les phospholipides et les vitamines liposolubles (A, D, E, K) s’assemblent en
micelles et les sels biliaires rendent ces derni¢res hydrosolubles afin que leurs composantes

puissent traverser les entérocytes (36).
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FIGURE 3.31 Micelle: sphére faite de 20-40 molécules de sels
biliaires dont le centre est liposoluble (ol pourront donc se
retrouver les acides gras, cholestérol, vitamines liposolubles
ADEK) et dont I'extérieur est hydrophilique (permettant la
dissolution dans le liquide aqueux intestinal).

Figure 4: Composition des micelles. Tiré¢ de 1’appareil digestif : Des sciences fondamentales a la
clinique (36). Reproduction autorisée par COPIBEC.

Une fois a I’entérocyte, la micelle se scinde et les acides gras, le cholestérol et les
vitamines entrent dans la cellule alors que les sels biliaires demeurent dans I’intestin (36). Dans la
cellule intestinale, les acides gras a chaines courtes et moyennes rejoignent directement la
circulation veineuse alors les acides gras a chalnes longues doivent subir plusieurs
transformations avant d’étre mis en circulation (36). Les acides gras a longues chaines seront ré-
estérifiés avec le glycérol pour former de nouveau des triglycérides, le cholestérol est ré-estérifié
par la acétyl-coenzyme A acétyltransférase (ACAT) et/ou la cholestérol estérase et les
phospholipides sont aussi reconstruits (37). Ensuite, les triglycérides, le cholestérol, les vitamines
liposolubles et les apolipoprotéines sont associés pour former un chylomicron (36). La protéine

de transfert microsomale des triglycérides (MTP) permet 1’assemblage de 1’apoB-48 avec les
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autres composantes du chylomicron (37). Le chylomicron est alors sécrété de I’entérocyte pour
rejoindre la circulation lymphatique (36). Ce mécanisme de transformations et de circulation

jusqu’a la circulation systémique se nomme voie exogeéne des lipides.

Triglycérides
Estomac } Lipase gastrique
Acides gras + monoclycéride (MG)
Triglycérides
Lipase pancréatique
Lumiére de v . AG
Vintestin MG + acides gras e | Cholestérol

Phospholipides
@ Vit. A, D, E.K
Sels biliaires

* Micelle se désagrége

MBB « Transport intracellulaire de AG par CD36/FATP,
de chol par NPC1 like
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Cellule

liprot.
absorbante g;&tém
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* Chylomicron accolé 3 MBL par prot B48

FIGURE 3.32 Digestion et absorption des lipides. Dans
I'estomac et I'intestin, les lipides sont digérés par les lipases
gastriques et pancréatiques en acides gras. Les sels biliaires
permettront |a solubilisation des acides gras dans des micelles
hydrosolubles. Aprés «désagrégation» des micelles 3 la
membrane apicale (MBB) de I'entérocyte, les AG pourront
s'accoler a cette membrane et |a traverser grace au CD36/FATP.
Dans I'entérocyte, les AG seront intégrés dans des chylomicrons 3

étre expulsés a travers la membrane basolatérale (MBL) hors de la
cellule vers le systéme lymphatique et finalement veineux.

Figure 5: Voie exogene des lipides. Tiré de 1’appareil digestif : Des sciences fondamentales a la
clinique (36). Reproduction autorisée par COPIBEC.

Une fois en circulation, les chylomicrons sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase (LPL)
(37). La LPL hydrolyse les triglycérides présents dans les lipoprotéines riches en triglycérides
soit les VLDL et les chylomicrons (34). Les acides gras libérés sont utilisés par les tissus
périphériques comme les myocytes et les adipocytes pour générer de I’énergie ou sont ré-

estérifiés et mis en réserve comme triglycérides (33). L’apoC-II provenant des HDL est
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transférée aux chylomicrons et agit comme cofacteur pour la réaction avec la LPL. Les particules
de chylomicrons diminuent donc progressivement de taille alors que leur cceur hydrophobique est
hydrolysé et que les lipides hydrophyliques (cholestérol et phospholipides) et les apolipoprotéines
de surface sont transférés aux HDL. Les résidus de chylomicrons sont ainsi formés et rapidement
captés par le foie via un processus qui nécessite I’apoE comme ligand pour les récepteurs
hépatiques. Normalement, aprés 12h de jeline, il ne reste plus de chylomicrons en circulation
(33). Des niveaux élevés de triglycérides a jeun sont associ€s avec un risque cardiovasculaire
¢levé. En opposition, il a été démontré qu’une hypotriglycéridémie causée par une mutation dans
APOCS3 est associée avec la longévité (38).

2.3.2 LDL et HDL : Voie endogéne

La voie endogeéne régule la circulation des lipides hépatiques. Il y a sécrétion de
lipoprotéines contenant de I’apoB-100 soit les VLDL et les LDL. Ces derniers permettent de
délivrer les triglycérides et le cholestérol aux tissus périphériques (33). Les VLDL sont des
particules semblables aux chylomicrons dans leur composition protéinique, mais contiennent de
I’apoB-100 au lieu de 1’apoB-48 et ont un ratio plus ¢levé de cholestérol par rapport aux
triglycérides. Les VLDL sont hydrolysés par la LPL et les résidus forment les particules appelées
IDL. Le foie capture par endocytose 40 a 60% des IDL qui se lient aux récepteurs de LDL via
I’apoE et le reste des IDL est remodel¢ par la lipase hépatique pour former des LDL. Les LDL
sont capturés en majeure partie par les récepteurs de LDL au niveau du foie (33). La maladie
coronarienne athérosclérotique et les accidents vasculaires cérébraux sont les causes principales
de mort dans les pays industrialisés (39). L athérosclérose est sous-jacente au développement de
ces maladies et il est reconnu que les LDL et les VLDL ont un réle crucial dans sa pathogeneése.
Les niveaux de LDL-cholestérol augmentent donc le risque de maladies cardiovasculaires (40) et

il a été prouvé que de contrdler les niveaux de LDL-cholestérol diminue le risque de maladie
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cardiovasculaire (41). De plus, les LDL oxydées formés par I’augmentation de la production de
dérivés réactifs de ’oxygeéne (DRO) et la diminution de la protection antioxydante activent les
cellules endothéliales et ménent a la formation de macrophages chargés en lipides. Par la suite,
les cellules endothéliales produisent des molécules d’adhésion en réponse a I’inflammation ce qui
facilite la migration des macrophages vers I’intima ce qui cause encore plus de dommages
endothéliaux. C’est ainsi que se développe 1’athérosclérose (40).

Le cholestérol dans les cellules périphériques est capté par les HDL et est rapporté au foie
par un processus que I’on nomme transport inverse du cholestérol. L’apoA-I des HDL acquiert
rapidement des phospholipides et du cholestérol non estérifié. Ce cholestérol est estérifi¢ dans la
particule de HDL par la lécithine-cholestérol acyltransférase (LCAT), une enzyme associée aux
HDL. Les HDL peuvent se rendre au foie par une voie directe ou indirecte. La voie indirecte se
fait grace a la protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP) qui transfére les esters de
cholestérol des HDL aux lipoprotéines contenant de 1’apoB. D’autre part, la voie directe implique
que les HDL soient captés directement par les hépatocytes. (33). Les HDL sont reconnus comme
ayant des fonctions cardioprotectrices (20, 119). Quarante % des patients avec une maladie
coronarienne athérosclérotique auraient de bas niveaux de HDL (23) alors que de hautes
concentrations de HDL sont associés a un risque faible de maladies cardiovasculaires (39). Les
HDL ont des fonctions anti-athérogéniques, car en diminuant 1’oxydation des LDL, la formation
des cellules spumeuses impliquées dans le développement de I’athérosclérose est réduite (42, 43).
Plusieurs composantes des HDL tels que 1’apoA-I, I’apoE, I’apoJ et la vitamine E ont des
fonctions anti-oxydantes (42). Les HDL ont aussi la particularité d’étre anti-inflammatoires en
diminuant I’expression de molécules d’adhésion cellulaire tel que VCAM-1, ICAM-1 et E-
sélectine sur les cellules endothéliales et en diminuant I’activit¢ du MCF-1 qui signale pour

I’infiltration des monocytes a la surface des vaisseaux (42, 43). De plus, les HDL inhibent la
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transcription des geénes inflammatoires et 1’activité des facteurs de transcription impliqués dans la
réponse inflammatoire (44). Il y aurait aussi une corrélation inverse entre les HDL et les facteurs
impliqués dans la thrombose, car les HDL peuvent s’opposer a I’induction de 1’agrégation des
plaquettes, empécher la reldche de sérotonine et la production de thromboxane B2 et peuvent
lever I’inhibition de 1’oxyde nitrique synthase par les LDL-oxydées (43).
2.4 Hypertension

Une augmentation de la pression diastolique et systolique a un impact sur la santé
cardiovasculaire et est reliée a prés de la moiti€é des décés causés par ces maladies (45). Les
¢tudes cliniques ont méme démontré que les médicaments réduisant la pression artérielle
diminuent le risque d’éveénements cardiovasculaires (46). L’hypertension artérielle est une
maladie complexe qui serait expliquée a 20% par I’hérédit¢ (27). Ce facteur de risque
cardiométabolique est influencé par I’apport de sodium, la consommation d’alcool, un IMC élevé
et la sédentarité (45). L’endothélium ressent les stimuli hormonaux et mécaniques et en réponse il
libere des agents vasomoteurs. Parmi ces substances on retrouve le NO qui a un rdle essentiel
dans la vasodilatation. De plus, ’oxyde nitrique (NO) inhibe 1’adhésion des leucocytes a
I’endothélium, la prolifération des cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins et leur
migration ainsi que l’agrégation des plaquettes. Le tout a lieu afin de maintenir la santé
cardiovasculaire (47). Le stress oxydatif occupe une place centrale dans la pathophysiologie de
I’hypertension essentielle. Le stress oxydatif cause une diminution dans la disponibilit¢ de NO
qui est nécessaire pour maintenir le tonus vasculaire. Les DRO peuvent induire une
vasoconstriction en augmentant les concentrations intracellulaires de calcium ce qui contribue au
développement de 1’hypertension. Ils peuvent aussi causer une dysfonction endothéliale et
conséquemment une diminution de la vasodilatation et la création d’un état pro-inflammatoire et

pro-thrombotique (47). Le systéme rénine-angiotensine régule aussi la pression artérielle.
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Lorsque les niveaux d’angiotensine-II sont €levés, il y a remodelage vasculaire et dysfonction
endothéliale ce qui contribue a augmenter la pression artérielle (47).
2.5 L obésité au coeur du syndrome métabolique

L’adiposité viscérale est au cceur du SM et est un facteur de risque majeur pour le
développement de 1’hypertension, la dyslipidémie et de la résistance a I’insuline (48, 49). Le gras
viscéral est en cause dans les mécanismes associés a I’inflammation, la thrombose,
I’hyperglycémie, la dyslipidémie athérogénique et la production d’adipocytokines (5). Ces
cytokines contribuent a augmenter la résistance a ’insuline au niveau des tissus périphériques ce
qui accroit le risque de développer un diabéte de type 2 (25, 50). Les adipokines TNF-a, IL-6,
leptine, résistine et adiponectine sécrétées par la masse de tissus adipeux affecte la sensibilité a
I’insuline en régularisant sa signalisation (29). L’obésité est fortement li¢e au diabete de type 2 et
il est rapporté que 80% des patients diabétiques sont obeses (32). La résistance a I’insuline meéne
a des niveaux ¢élevés d’insuline qui augmentent la rétention de sodium dans les tubules rénaux et
I’activité du systéme nerveux sympathique ce qui contribue au développement de I’hypertension
artérielle. De plus, lorsque la résistance a D’insuline est établie, il y a perte de 1’effet
vasodilatateur de I’insuline ce qui augmente le risque de souffrir d’hypertension artérielle (4). Il
est aussi intéressant de noter que la pression systolique et diastolique ont été¢ associées avec
I’IMC (40). Les cytokines produites dans le foie lors de I’inflammation qui caractérise le SM,
menent a ["augmentation de la production de VLDL et favorisent la dyslipidémie. Il y a aussi
augmentation de la production de fibrinogéne qui est impliqué dans la pathogenése de
I’athérosclérose (50). Dans le SM, le métabolisme des lipides et des glucides est donc
grandement altéré et le foie se retrouvant au centre de ces voies métabolique peut Etre
endommagé causant la stéatose hépatique non-alcoolique (NASH) (51). Le NASH est maintenant

reconnu comme une des causes les plus communes de maladies terminales du foie et du
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carcinome hépatocellulaire (4). Les patients atteints de diabéte de type 2 présentent souvent des
perturbations lipidiques. De bas niveaux de HDL et leur catabolisme ¢levé, des TG élevés et une
abondance de LDL petits et denses sont souvent retrouvés (42, 52). Les niveaux de lipoprotéines
et les ratios sont altérés et des changements dans la structure des lipoprotéines ont lieu (42). Dans
le diabete de type 2, lorsqu’il y a hyperglycémie, 1’oxydation et la glycosylation des
apolipoprotéines rend les HDL dysfonctionnels (42, 44). Le transport inverse du cholestérol est
donc compromis. L’état inflammatoire retrouvé dans le diabéte de type 2 meéne a des
changements dans le protéome des HDL ce qui peut méme transformer ces derniers en particule
athérogene. Le cholestérol peut s’accumuler dans les ilots de Langerhans ce qui contribue au
développement de la résistance a I’insuline (42). Les adipocytes sécrétent des acides gras libres
qui stimulent la production de glucose et de triglycérides et de VLDL par le foie (4). La relache
d’acides gras et 1’augmentation du stock de lipides dans les adipocytes peuvent causer un
changement dans la mise en réserve des lipides ce qui augmente les réserves de lipides ectopiques
dans les muscles, foie et les cellules B du pancréas. Ces mécanismes contribuent a altérer la
sensibilité a I’insuline de ces tissus (29).
3. Leucémie lymphoblastique aigiie et syndrome métabolique

Plusieurs études ont démontré la haute prévalence du SM chez les survivants de la LLA.
Entre autres, des travaux réalisés aupres de survivants de la cohorte de la St. Jude Children’s
Research Hospital montrent que 33,6% des sujets présentent un SM. (3). Il a été observé que
I’obésité, le diabete et le SM sont plus fréquents chez les patients traités par corticostéroides et
radiation cranienne (53, 54) ainsi que chez les femmes (21). En effet, dans une autre étude, 60%
des patients traités avec la radiation cranienne présentaient 2 ou plus des 5 criteres du SM
(obésité centrale, triglycérides augmentés, HDL abaissés, pression artérielle ¢levée et glucose a

jeun élevé), comparativement a seulement 20% chez les survivants n’ayant pas regu d’irradiation
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(55). 1l serait estimé que 70% des survivants de cancers pédiatriques vont souffrir d’au moins une
condition de santé chronique au courant de leur vie (11). Il serait surtout question d’une
augmentation du risque de maladies cardiovasculaires et de maladies coronariennes (1). La
chimiothérapie par anthracycline et la radiothérapie a la poitrine sont des facteurs de risques bien
connus de la cardiomyopathie et cet état pourrait étre aggravé par les composantes du SM (56).
3.1 Obésiteé et leucémie lymphoblastique aigiie

Les survivants de la LLA ont un risque augmenté de souffrir d’obésité (rapport de cote de
1,5 pour les femmes et de 1,2 pour les hommes) (20). Une autre étude estime que 31% des
survivants sont obéses par rapport a 13,6% dans la population générale de jeunes adultes
(données de la National Health and Nutrition Examination Survey III) (57). Il a été démontré que
21% des enfants atteints de LLA sont obéses ou en surpoids au diagnostic alors qu’a la fin des
traitements ce nombre s’éleve a 40% (58). Le développement de I’obésité dans I’enfance et
I’adolescence augmente le risque de souffrir des composantes du SM a I’age adulte (59). En effet,
ce gain de poids persiste méme aprés 1’arrét des traitements et 40-50% des jeunes adultes
survivants demeureront obeses (21, 58). Cette prise pondérale peut étre expliquée par plusieurs
mécanismes tels que des dommages au centre de la satiété de I’hypothalamus, ’insensibilité a la
leptine, la déficience en hormones de croissance, les glucocorticoides, les agents alkylants,
I’inactivité physique liée aux altérations neuromusculaires de la chimiothérapie et les problémes
psychosociaux (1, 26). La radiothérapie cranienne est associée a 1’exces de gras viscéral et au
stockage de gras ectopique dans les muscles et le foie ce qui augmente le risque cardiovasculaire,
la résistance a I’insuline et le risque de dyslipidémie en comparaison avec les patients n’ayant pas
recu de radiothérapie cranienne (60). Un effet combiné de la radiothérapie et des glucocorticoides
sur la prise alimentaire contribue au développement de 1’obésité. La radiothérapie peut

endommager 1’hypothalamus, ce qui peut mener a une déficience hormonale et altérer le controle
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de la prise alimentaire. Pour ce qui est des corticostéroides, ils ont un effet sur 1’appétit et la
dépense énergétique (18). Le moment du rebond d’adiposité dans 1’enfance serait aussi corrélé a
I’obésité adulte. Le rebond d’adiposité est une période entre 5 et 7 ans ou I'IMC et les autres
indices d’adiposité augmentent. Lorsque ce rebond a lieu de facon prématurée, il contribue a
I’obésité a 1’age adulte (18, 26). Etant donné que la LLA se déclare chez les enfants le plus
souvent entre 2-5 ans et que certains de ces patients prennent du poids suite a la chimiothérapie et
la radiothérapie, le rebond précoce pourrait augmenter le risque d’obésité (18, 26).
L’augmentation de I’'IMC au début de la vie adulte est un marqueur de morbidité a long terme et
est relié¢ a une mortalité prématurée (21). De plus, dans le cas d’un cancer, il a été observé que
I’obésité mene a un moins bon pronostic, une efficacité réduite du traitement et une augmentation
de la mortalité liée au cancer (61). Les molécules inflammatoires et les hormones relices a
I’apparition de 1’obésité telles la leptine auraient un rdle a jouer dans cette susceptibilité au
cancer. L’adiponectine quant & elle a des effets anti-cancéreux et anti-inflammatoires via
I’inhibition de NF-xB (61). Aussi, lorsque dosé sur 1’aire de surface corporelle, les patients
obeses recoivent des doses plus petites de médicament par kg de poids et les lymphokines et
facteurs de croissance sécrétés par les adipocytes ou produits dans le contexte du SM peuvent
altérer les effets anti-cancer et la toxicité de la chimiothérapie (62).
3.2 Résistance a l’insuline et LLA

Selon I’étude menée a St. Jude Children’s Research Hospital, 31,4% de la cohorte des
survivants de la LLA (4ge médian 31,7 ans) présentent une hyperglycémie a jeun ou
nécessiteraient des traitements pour le diabéte et 49,9% ont un HOMA-IR anormal (3). Il a été
déterminé que I’hyperinsulinémie, la résistance a I’insuline et le diabéte de type 2 sont augmentés
chez les survivants des cancers pédiatriques (63). La génétique des patients aurait un rdle a jouer

dans le développement de ces troubles, car les patients avec une histoire familiale de diabéte de
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type 2 sont plus a risque de développer des anomalies associées au glucose (63). La déficience en
hormone de croissance associée aux traitements anti-cancéreux serait aussi un facteur de risque
pour le développement de la résistance a I’insuline. De plus, la radiothérapie pourrait altérer la
fonction mitochondriale et affecter la sensibilité¢ a ’insuline dans les muscles, foie et pancréas
(63).
3.3 La dyslipidémie et la LLA

Des niveaux élevés de LDL-cholestérol ou de triglycéride et des bas niveaux de HDL-
cholestérol ont été retrouvés respectivement chez 31,8%, 28,2% et 44,6% des survivants de la
LLA (3). La radiothérapie était aussi associée avec ces anomalies lipidiques (3). De plus, les LDL
de petite densité, donc plus athérogenes, sont augmentées chez le tiers des survivants de la LLA,
malgré des niveaux normaux de LDL-c (64). Les LDL petits et denses sont toxiques pour
I’endothélium et sont plus susceptibles a ’oxydation et se lient aux récepteurs sur les
macrophages (4). Les survivants de la LLA ont un risque augmenté d’infarctus du myocarde,
d’insuffisance cardiaque congestive et d’accident vasculaire cérébral en comparaison avec les
membres de leur fratrie selon la Childhood Cancer Survivor Study (64). Le contrdle des facteurs
de risques associés avec ces maladies cardiovasculaires tels que la dyslipidémie est donc tres
important pour favoriser la qualité de vie des survivants de la LLA.
3.4 L ’hypertension artérielle et leucémie lymphoblastique aigiie

Jusqu’a 46,5% des survivants de la LLA seraient atteints d’hypertension, affectant surtout
les hommes plus agés (3). Les agents chimiothérapeutiques utilisés pouvant induire des
dommages rénaux, ces insultes peuvent se manifester par de 1’hypertension artérielle, de la
protéinurie et une tubulopathie. A long terme une insuffisance rénale chronique peut s’installer

d’ou la nécessité d’instaurer un suivi régulier des survivants (65).
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Les traitements de la LLA ont donc un grand impact sur le métabolisme et mettent les
patients a haut risque de développer le SM. Des mesures de dépistage et de prévention sont donc
nécessaires afin d’assurer un suivi adéquat des survivants de la LLA (54).

4. Syndrome métabolique et génétique

Avec I’avancement et I’augmentation de la disponibilité des technologies de séquencage,
plusieurs équipes de recherche se sont intéressées au SM et aux génes impliqués dans son
développement.

4.1 Prédisposition génétique au stress oxydatif

Le stress oxydatif est impliqué dans le développement de maladies complexes telles que le
diabéte, les maladies cardiovasculaires et le cancer (66). L’athérosclérose, une des principales
causes de décés dans les pays de 1’ouest, a une grande composante de stress oxydatif (67). Des
polymorphismes dans les geénes des voies du stress oxydatif pourraient étre associés au
développement de I’athérosclérose et des maladies cardiovasculaires (67). Les survivants de
cancers sont exposés a de hauts niveaux de DRO suite aux cycles de chimiothérapie. Le génotype
du patient relatif aux genes des voies de métabolisation des médicaments pourrait avoir un effet
sur la quantit¢ de DRO auxquels un patient est exposé. Ceci pourrait expliquer en partie la
vulnérabilité de certains patients a différents traitements. Les génes qui codent pour les enzymes
glutathion S-tranférase (GSTM1, GSTPI, GSTTI), superoxydes dismutases (SODI, SOD2,
SOD3), NADPH déhydrogénase quinone 1 (NQOI), catalase (CAT), oxyde nitrique synthase
(NOS1, NOS2, NOS3), paraoxonases (PONI, PON2) et héme oxygénase 1 (HMOXI) sont tous
impliqués dans la protection contre le stress oxydatif et des mutations dans ces derniers affectent
le niveau de DRO auquel les patients sont exposés (66, 67). La maladie coronarienne
athérosclérotique pourrait aussi venir d’un déréglement dans les génes régissant le cycle

cellulaire comme le démontre I’association retrouvée avec CDKN2A et CDKN2B (68). Des
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mutations dans le géne MTHFDIL affecteraient le niveau d’homocystéine plasmatique ce qui
augmenterait le risque de maladie athérosclérotique (68). ADAMTSI7 a aussi montré une
association avec la maladie athérosclérotique et cela pourrait s’expliquer par son role dans le
remodelage vasculaire (68).
4.2 La génétique du syndrome métabolique

Dans les études de GWAS visant a identifier les geénes responsables pour le
développement du SM, des associations ont été trouvées avec des génes du métabolisme des
lipoprotéines, des adipokines et des geénes impliqués dans I’inflammation. En ce qui a trait aux
lipoprotéines, LPL, CETP, APOAS, ZNF259, BUD13, TRIBI, LOC100129500 et LOC100128154
ont été associés avec le risque de développer le SM. Des polymorphismes dans les génes codants
pour des adipokines sont associés avec le risque de développer le SM : leptine (LEP), récepteur
de leptine (LEPR), résistine (RETN), adiponectine (ADIPOQ), récepteur adiponectine 1 et 2
(ADIPORI et ADIPOR?2). Les geénes reliés a I’inflammation tel que /L6, TNFA, ZFP36 ont été
découverts comme ayant un role dans le développement des complications cardiométaboliques
(27).
4.3 La génétique de | obésité

Des variantes des genes FTO, MC4R, BDNF, KCTD15, GNPDA2, MTCH2, NEGRI,
POMC, NRXN3, TMEM18, SDCCAGS8, TNKS/MSRA et SH2B1 sont associé€s a 1’obésité (28, 49,
69-71). Plusieurs de ces variantes associées a 1’obésité se retrouvent dans des génes qui sont
exprimés dans le cerveau ou qui ont des fonctions neuronales. Cela met en valeur I’importance de
la régulation de la prise alimentaire, du métabolisme énergétique et des voies neuroendocrines.
Des genes ayant des fonctions dans la balance énergétique, la régulation de 1’appétit et les
comportements nutritionnels seraient donc de bonnes pistes pour élucider la génétique de

I’obésité (28, 49, 71) .

27



4.4 La génétique de la résistance a l’insuline

La prédisposition génétique a développer le diabéte de type 2 implique des génes dans
différentes voies de signalisations pour la formation et la fonction des cellules B du pancréas
(CDKN24 et CDKN2B), dans fonction des cellules B et dans la sécrétion de ’insuline (7CFL2,
SLC3048, HHEX-IDE, KCNJ11, CDKALI), dans les niveaux de glucose a jeun (MTNRIB), au
niveau de I’indice de masse corporelle (F70), dans la différenciation des adipocytes (PPARG) et
dans la régulation des voies de l’insuline (/GF2BP2) (9, 68). 1l existe d’autres geénes pour
expliquer la variation génétique de la résistance a I’insuline. Ce sont des génes dans la
transduction des signaux, dans la prolifération cellulaire, la régulation du cycle circadien et la
détection du glucose. Il s’agit de ADCYS, MADD, ADRA2A, CRY2, FADSI, GLIS3, SLC242,
PROXI, FAM148B, IGF1, GCK, GCKR, DGKB/TMEM195 (72). ADRA2A code pour le récepteur
a-2 adrénergique qui régule plusieurs voies de signalisation dans le systéme nerveux central et
dans les fonctions métaboliques. Il a été établi que des polymorphismes dans ce géne sont
associés au niveau de glucose a jeun et au risque de développer le diabéte de type 2 (73). Malgré
le fait que les nouvelles technologies aient permis de réaliser des GWAS et conséquemment la
découverte de facteurs de risque génétique, seulement 20 a 50% de la variabilité génétique de la
résistance a ’insuline peut étre expliquée (74-79). De ce fait, les variantes rares doivent étre
explorées afin de trouver cette hérédité manquante. Il est intéressant de noter que les loci
impliqués dans la régulation du glucose a jeun dans D’intervalle physiologique ne sont pas
nécessairement associés avec des niveaux pathologiques de glucose a jeun. Cela suggere que le
mécanisme sous-jacent prédomine sur le niveau de glucose en ce qui a trait au développement du

diabéte type 2 (72).
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4.5 Prédispositions génétiques a la dyslipidémie

Les niveaux de HDL-cholestérol sont fortement influencés par I’hérédité, jusqu’a 70% de
la variance des valeurs pourrait étre attribuable a la génétique (80). Des alléles dans des geénes des
lipoprotéines tels que LIPC, LIPG, LPL et CETP régulent en partie les niveaux de HDL-
cholestérol (80, 81). ABCAI, APOAI, APOC3, APOA4, APOAS5 et LCAT ont aussi été associés
aux valeurs de HDL-cholestérol (23, 80, 81). Trois loci contrélant les niveaux de HDL (8q22-24,
11923-25 et 16923-24) ont aussi été découverts (23).

Les LDL sont reconnus comme étant un facteur de risque majeur dans le développement
de I’athérosclérose, ce qui implique que des génes ayant un role dans leur métabolisme pourraient
étre en cause dans le développement de la maladie cardiovasculaire. Il a été révélé que des
variantes au niveau de APOB, APOAS5, APOE, APOCI, APOC4, APOC2, CELSR2, PSRCI,
LDLR, PCSKY9, MLXIPL, MVK, ABCAI, CETPB4, GALT4, B3GALT4, GALNT2, LPL, LIPC,
LIPG, MMAB, ANGPTL3, HMGCR, SORTI, TRIBI, NCAN et dans la région 1p13.3 peuvent
induire des changements déléteres au niveau des vaisseaux sanguins suite a la modification des
niveaux de LDL-cholestérol (39, 41, 81). Une autre étude ajoute ABCGS, FAD2/3 et
CEACAMI16-TOMM40 a la liste de genes affectant les niveaux de LDL-cholestérol et de
cholestérol total (35). Ces génes sont impliqués dans le cycle de formation, d’activité et
d’¢limination des lipoprotéines, dans les facteurs de transcription activant la formation des
triglycérides, dans le transport du cholestérol ou ont des fonctions de récepteur et d’enzyme telles
les lipases (39).

En ce qui a trait aux niveaux de triglycérides sanguins, APOAI, APOC3, APOA4, APOAS,
APOB, LPL, MLXIPL, CETP, LIPC, ABCAI, GCKR, TRIBI, ANGPTL3 sont mis en valeur par

les études GWAS. En effet, MLXIPL a I’état non muté permet de mettre en réserve rapidement
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des gras en période d’abondance de nourriture, mais de nos jours étant donné 1’apport constant de
nourriture ce géne pourrait aussi avoir un effet délétere sur la prise de poids (82, 83).
4.6 La prédisposition génétique a [’hypertension artérielle

L’hypertension artérielle est une cause de maladie cardiovasculaire qui a une grande part
d’hérédité. Suite aux études faites chez les familles avec des syndromes causant une haute ou une
basse pression artérielle, il semblerait que les génes qui régissent les mouvements de sodium dans
les compartiments du corps soient en cause (46). Des variantes dans CYP1741, CYPIA2, FGFY5,
SH2B3, MTHFR, cl0orfl107, ZNF652, PLCD3, ATP2B1, PLEKHA7, CACNB2, TBX3/5, ULK4
ont été significativement associé¢ a I’hypertension (45, 46). Entre autres, CYP17A41 fait partie de la
biosyntheése des minéralocorticoides et des glucocorticoides qui régissent la gestion du sodium
dans le corps. Le cytochrome P450 métabolise les dérivés de 1’acide arachidonique ce qui module
le tonus vasculaire, la fonction rénale et ainsi la pression artérielle (45). RYR2 un géne impliqué
dans la tachycardie ventriculaire et la dysplasie ventriculaire droite a démontré une association
avec I’hypertension (68). CHRM3 codant pour un récepteur muscarinique et ZP4 permettant la
production de la glycoprotéine de la zone pellucide ont aussi été associés a I’hypertension (68).
4.7 Limites des GWAS

Malgré le succés des GWAS dans I’identification de geénes associés avec divers types de
maladie, ces derniers ont plusieurs limites scientifiques. Premiérement, ils ne permettent pas
d’établir les bases fonctionnelles du lien découvert entre un geéne et un phénotype (9).
Deuxiémement, les résultats ne sont pas transposables entre les populations: une association
découverte dans une population peut ne pas étre présente dans une autre (9). Cela peut
s’expliquer par le fait que certains polymorphismes ont une fréquence qui varie selon 1’origine
ethnique et dans certaines ethnies un autre polymorphisme peut modifier 1’effet observé. Donc un

résultat obtenu dans une population peut ne pas étre retrouvé avec la méme magnitude dans une
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autre (84, 85). Finalement, les marqueurs capturent seulement une partie de 1’héritabilité : pour
I’instant seulement 10% de la variance génétique des traits complexes est expliquée par les
variantes communes découvertes dans les GWAS (9).

Dans les derni¢res années, les GWAS ont permis de découvrir plusieurs variantes
communes associées aux maladies complexes comme 1’obésité. Ces variantes communes se
retrouvent chez plus 5% de la population (86). Par contre, seulement une partie de 1’héritabilité
peut étre expliquée par ce type de variantes génétiques (87). En effet, il a été proposé que la
plupart des variantes expliquant la maladie ne seraient pas capturées dans les études GWAS qui
mettent I’emphase sur les polymorphismes communs (88). Cette « hérédit¢é manquante » serait
plutét expliquée par les variantes rares (fréquence d’alleéle mineur (MAF) <5% (86, 89)),
I’épistasie, 1’épigénétique, les variantes structurales et I’environnement (80, 86, 87). Ces
variations agiraient de facon conjointe avec les variantes communes afin d’influencer
I’expression du phénotype (88). Des études ont démontré que les variantes rares sont plus
susceptibles de prédisposer aux maladies que les variantes communes (90). Par exemple, une
¢tude s’intéressant a 30 geénes portant des variantes communes impliquées dans les niveaux
lipidiques a démontré que 11 de ces genes portaient aussi des alléles rares ayant de grands
impacts (86). Ceci suggere que les génes portant des variantes communes ayant des effets
modestes sur les traits complexes peuvent aussi contenir des variantes rares avec de grands effets
phénotypiques.

5. Rationnelle

Grace a une meilleure compréhension de 1’étiologie et a I’optimisation des traitements, le
taux de guérison de la LLA atteint maintenant prés de 90% (3). Par contre, 60 a 70% des
survivants présentent des problémes de santé chroniques liés a la toxicité des traitements (91).

Parmi ces effets secondaires on note une plus forte propension (jusqu’a 34 % chez les survivants
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de LLA) a I'obésité, la résistance a l'insuline, I'hypertension artérielle et aux dyslipidémies, toutes
des composantes du SM (3). Toutefois, la plupart des études réalisées sur le sujet n’ont pas pris
en compte le risque génétique des sujets, malgré le fait qu’environ 50% de la variance des valeurs
de pression artérielle, d’indice de masse corporelle et de lipides plasmatiques est attribuable a
cette composante (6, 7). Les avancées dans le domaine du séquencage de nouvelle génération ont
permis de diminuer les colits de séquencage (8) et de détecter de fagon plus compléte les
variantes génétiques rares (92). De ce fait, il est maintenant possible d’étudier plus facilement
leur réle dans le développement de traits complexes (92). Pouvoir prédire le développement de
certaines maladies a partir des informations génétiques constitue une voie pour améliorer le
traitement et le suivi des patients (9).

Ce projet s’inscrit dans le cadre du programme Prévenir les effets tardifs des traitements
de la leucémie aigiie lymphoblastique chez I’enfant (PETALE), une étude multidisciplinaire se
consacrant a 1’étude des complications a long terme chez les survivants de la LLA pédiatrique.
Hypothese

Une susceptibilité génétique contribue a €lever le risque de développer des complications
métaboliques chez les patients atteints de LLA suite a leurs traitements anticancéreux tels que la
radiothérapie cranienne, les glucocorticoides, 1’asparaginase et le méthotrexate.

6. Buts et Objectifs du projet

Le but principal de ce projet est de définir les facteurs génétiques pouvant contribuer au
développement de facteurs de risque cardiométaboliques dans une population homogene
(Canadiens-Frangais). Pour atteindre ce but, nous désirons:

(1) évaluer la prévalence du SM et de ses composantes;

(2) étudier les associations entre les variantes génétiques rares et communes et la présence

de facteurs de risque cardiométaboliques et;
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(3) déterminer la contribution de covariables [types/doses de traitement, dge, sexe, qualité
de la dicte (score de dicte méditerranéenne) et bilan énergétique (différence entre les apports et

les besoins)] dans la susceptibilité au développement des complications cardiométaboliques.
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CHAPITRE 2- MATERIEL ET METHODES

1. Cohorte

L’étude PETALE est constituée de patients ayant été diagnostiqués et traités, selon les
protocoles du Dana Farber Cancer Institute (DFCI) (16), pour une LLA pédiatrique au CHU
Sainte-Justine et faisant partie de la cohorte QcALL (cohorte de patients atteints de la LLA
suivis au CHU Sainte-Justine) (93). De plus, cette cohorte est génétiquement plus homogene
puisque composée principalement de sujets Canadiens-frangais (94, 95). Les critéres
d’inclusion de I’étude PETALE sont : étre agé de moins de 19 ans au moment du diagnostic,
étre en rémission depuis au moins 5 ans post-diagnostic (en moyenne, les participants sont
15,5 ans apres leur diagnostic (93)), étre de descendance européenne (établi a partir d’un
questionnaire) et ne pas avoir regu de greffe cellules souches hématopoiétiques. Afin de
limiter ’hétérogénéite, 1’étude s’est intéressée aux survivants de la LLA pré-B étant donné que
ce sous-type est le plus fréquent (2, 14). Tous les participants de 1’étude PETALE se sont
soumis a des analyses biochimiques et génétiques ainsi qu’a une évaluation par une équipe
multidisciplinaire  composée de médecins, nutritionnistes, physiothérapeutes et
psychothérapeutes. Toutes les données recueillies ont été sécurisées et anonymisées dans la
base de données PETALE. Les exomes séquencés de 209 patients de la cohorte PETALE ont
été utilisés afin de mener cette étude approuvée par le comité d’éthique du CHU Sainte-Justine
et est en accord avec les principes de la Déclaration d’Helsinki. Un consentement écrit a été
obtenu aupres de tous les participants de 1’étude ou de leurs parents/représentant [égaux.
2. Classification des composants cardiométaboliques

Les facteurs de risque cardiométaboliques d’intérét étaient I’obésité, la résistance a

I’insuline, la dyslipidémie et la pré-hypertension (pré-HTA) tous des composants du syndrome



métabolique. Chez les adultes, I’obésité était définie comme un indice de masse corporel (IMC)
>30 kg/m” et/ou un tour de taille >88 cm (femmes) et >102 cm (hommes) (24). Chez les enfants,
un IMC >97° percentile selon les chartes d’IMC de 1I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
(96) et/ou un tour de taille >95° percentile représentait 1’obésité (97).

La pression artérielle était mesurée le matin, au repos au bras droit des sujets. Chez les
adultes, une pression artérielle >130/85 mmHg et <140/90 mmHg a défini la pré-HTA alors
qu’une pression >140/90 mmHg représentait I’hypertension (HTA) (98). Pour les enfants, nous
avons utilisé les recommandations actuelles en fonction de 1’age et de la taille: pression artérielle
>90° et <95° percentile indiquait la pré-hypertension et >95° percentile représentait 1’hypertension
(99, 100).

Le glucose a jeun, le taux d’hémoglobine glyquée (Hb1Ac) et "THOMA-IR (« homeostasis
model assessment » = insuline (mIU/L) x glucose (nmol/L)/22,5) ont été utilisés pour évaluer
I’état du métabolisme du glucose. Les valeurs seuils étaient une glycémie a jeun >6,1 mmol/L
(101) et/ou une Hb1Ac >6% (101) pour les adultes et les enfants. Un HOMA-IR >2,86 (adultes)
(3, 102) et >95° percentile pour une population pédiatrique de référence étaient considérés
comme ¢levés (103).

La dyslipidémie fut aussi évaluée selon la présence d’au moins un de ces trois facteurs :
concentration ¢levée de LDL-C ou TG ou basse concentration de HDL-C. Chez les adultes les
valeurs seuils étaient : LDL-C >3,4 mmol/L (104-106), TG >1,7 mmol/L (104, 106, 107) et
HDL-C <1,03 mmol/L chez les hommes et <1,3 mmol/L chez les femmes (107). Pour les enfants
les valeurs étaient comparées aux lignes directrices de la « National Heart, Lung and Blood
Institute » selon le groupe d’age et le sexe (108).

L’accumulation des facteurs de risque cardiométaboliques a ¢été déterminée en

additionnant la présence de la dyslipidémie, pré-HTA/HTA, résistance a I’insuline et de 1’obésité.
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Les patients avec les phénotypes extrémes cardiométaboliques étaient définis comme étant les
patients sans facteurs de risque (« extrémes sains ») et ceux qui présentaient trois facteurs de
risque et plus (« phénotype extrémey).
3. Evaluation nutritionnelle

Un questionnaire de fréquence alimentaire validé (109) a été administré par une
nutritionniste aupres de chaque participant de 1’étude PETALE et a été combiné avec un journal
alimentaire enregistrant les apports alimentaires sur 3 jours. L’évaluation des apports en macro-
et micro-nutriments a été faite a ’aide du programme « Nutrition Data System for Research »
(110). Un score de diete Méditerranéenne validé a été calculé sur un maximum de 9 points (111)
afin d’évaluer la qualité de la di¢te. Les différences entre I’apport énergétique (calculé avec les
équations de la Institute of Medicine (112)) et les besoins estimés (113) ont permis de
déterminer la balance énergétique.
4. Estimation des doses de chimiothérapie et de radiothérapie

Les doses cumulées théoriques de corticoides [en équivalent de prednisone (mg/m?)],
méthotrexate (mg/m”) et asparaginase (mg/m’) ont été calculées pour chaque patient selon les
protocoles de traitements du Dana Farber Cancer Institute (16). L’exposition a la radiothérapie
cranienne a aussi été enregistrée selon le protocole pour chaque patient.
5. Sélection des variantes génétiques

L’exome complet de tous les participants a été séquencé sur les plateformes SOLiD
(ThermoFisher Scientific) ou HiSeq2500 (Illumina) au Centre de génomique clinique pédiatrique
intégré Génome Québec. Les données ont été alignées sur le génome de référence Hgl9

(Figure 6).
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Figure 6 : Procédé¢ d’analyse du séquencage de I’exome des patients PETALE

identifiées a I’aide du logiciel ANNOVAR (114) qui regroupe plusieurs outils permettant de leur
assigner une annotation fonctionnelle. Seules les variantes ayant un score d’impact PolyPhen-2
(115) > 0,85 ou un score SIFT (116, 117)< 0,1, déterminées comme pouvant affecter la structure
ou la fonction de la protéine touchée, ont été¢ conservées pour les analyses ultérieures. SIFT est un
score qui se base sur le degré de conservation des acides aminés ce qui permet de prédire si le
changement de cet acide aminé peut affecter la fonction de la protéine (116). PolyPhen-2 est un
autre score qui permet de déterminer si un changement d’acide aminé peut étre dommageable sur
la fonction de protéine en comparant les caractéristiques de 1’allele muté avec celles de ’allele

sauvage. Il existe deux scores PolyPhen-2, celui élaboré a partir de la base de donnée HumDiv




utilisé pour les alleles plus rares et les maladies complexes alors que HumVar est utilisé pour les
maladies mendéliennes (115). Afin d’identifier les génes d’intéréts nous avons développé deux
listes : une s’intéressant aux genes impliqués dans le SM et ses composantes et une autre
constituée de geénes faisant partie des voies du méthotrexate et des glucocorticoides. Pour les
voies du SM, nous avons effectu¢ une recherche de termes d’ontologie génétique (« gene
ontology »; GO) a I’aide de I’outil GOrilla (118, 119) et une recherche dans la base de donnée
DisGeNET (120-123). Pour les genes impliqués dans le métabolisme des glucocorticoides et du
méthotrexate nous avons utilisé la base de données « Pharmacogenomics knowledge database »
(124). Pour les analyses, nous avons séparé les variantes rares (fréquence <5%) et communes
(fréquence >5%) selon la fréquence observée dans la population caucasienne dans les bases de
données de variantes génétiques « 1000genome » (125) et « ESP6500 » (126). Un total de 198
variantes de la liste cardiométabolique et 7 variantes de la liste des voies métaboliques du
méthotrexate et des corticoides ont été exclues, car elles ne se conformaient pas a I’équilibre de
Hardy-Weinberg.
6. Etudes de puissance

Les études de puissance statistiques ont été accomplies a 1’aide du logiciel Quanto version
1.2.4 (127) et les résultats ont été corrigées pour les tests multiples. Les résultats des tests de
puissance a 80% pour les variantes communes et rares sont présentés aux tableaux II et III. En ce
qui a trait a la méthode par accumulation de variantes pour les variantes rares, un MAF de 0,01 a

été déterminé.
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Tableau II: Rapports des cotes détectables a une puissance de 80% pour les variantes communes

MAF 0,05 MAF 0,3
Rapport de cotes

Obésiteé 5 3
Pré-hypertension 9 6
Résistance a I’insuline 7 4
Dyslipidémie 5 3
Phénotype extréme 11 6

MAF : Minor allele frequency, pour fréquence de ’alléle mineur

Tableau III: Rapports des cotes détectables a une puissance de 80% pour les variantes rares

MAF 0,01
Rapport de cotes
Obésité 16
Pré-hypertension 30
Résistance a I’insuline 22
Dyslipidémie 16
Phénotype extréme 40

MAF : Minor allele frequency, pour fréquence de ’alléle mineur
7. Etudes d’associations génétiques

Les analyses des variantes communes ont ét¢ accomplies a 1’aide du logiciel PLINK (128,
129). Avec les fonctions intégrées dans PLINK, il a été possible d’évaluer le modele par lequel
les variantes affectent le phénotype : modéle dominant (un allele muté est suffisant pour avoir un
effet), récessif (deux alleles mutés sont nécessaires) et génotypique (chaque ajout d’alléle muté
aggrave |’effet). Les études d’association entre facteurs de risque cardiométaboliques et variantes
rares sont faites a I’aide du test SKAT-O du module SKAT (89) développé pour le progiciel
d’analyse statistique R (130). De plus, SKAT a permis de réaliser des études d’association
combinant la contribution de variantes rares et communes, ce qui confére une puissance
d’analyse supplémentaire pour la détection des interactions entre plusieurs polymorphismes dans
un geéne. Une correction pour tests multiples avec la méthode de Benjamini et Hochberg fut

accomplie avec le progiciel R. Cette méthode permet d’obtenir un taux de découverte de faux
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positifs (« false discovery rate »; FDR), soit la probabilit¢ de trouver un faux positif parmi les
résultats des analyses. Les variantes avec un FDR <0,20 ont été sélectionnées afin de poursuivre
les investigations. Par la suite, les modéles de régression logistique incluant les covariables
d’intérét soit le sexe, I’age, le score de dicte méditerranéenne, la balance énergétique, I’exposition
a la radiothérapie cranienne, les doses cumulées théoriques de corticoides, asparaginase et

méthotrexate ont été accomplis avec le logiciel d’analyse statistique SPSS version 22.0 (131).
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ABSTRACT

While cure rates for childhood acute lymphoblastic leukemia (cALL) now exceed 80%, over 60%
of survivors will face treatment-related long-term sequelae, including cardiometabolic
complications such as obesity, insulin resistance, dyslipidemia and hypertension. Although
genetic susceptibility contributes to the development of these problems, there are very few
studies that have so far addressed this issue in a cALL survivorship context. In this study, we
aimed at evaluating the associations between common and rare genetic variants and long-term
cardiometabolic complications in survivors of cALL. We examined the cardiometabolic profile
and performed whole-exome sequencing in 209 cALL survivors from the PETALE cohort.
Variants associated with cardiometabolic outcomes were identified using PLINK (common) or
SKAT (common and rare) and a logistic regression was used to evaluate their impact in
multivariate models. Our results showed that rare and common variants in the B4AD and FCRL3
genes were associated (p<0.05) with an extreme cardiometabolic phenotype (3 or more
cardiometabolic risk factors). Common variants in OGFOD3 and APOB as well as rare and
common BAD variants were significantly (p<0.05) associated with dyslipidemia. Common BAD
and SERPINAG6 variants were associated (p<0.05) with obesity and insulin resistance,
respectively. In summary, we identified genetic susceptibility loci as contributing factors to the
development of late treatment-related cardiometabolic complications in cALL survivors. These
biomarkers could be used as early detection strategies to identify susceptible individuals and
implement appropriate measures and follow-up to prevent the development of risk factors in this

high-risk population.
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INTRODUCTION

Childhood acute lymphoblastic leukemia (cALL) represents one third of all pediatric
cancers (1). Better understanding of the disease and treatment optimization over the last few
decades has led to remarkable cure rates reaching 85% (2). However, this therapeutic success
comes at a substantial price since 60% of survivors currently face treatment-related long-term
complications (3). Children with cALL are exposed to chemo- and radiotherapy during a critical
period of their development and thus have a greater risk of developing obesity (4), insulin
resistance (2, 5), hypertension (HTN) (2, 6) and dyslipidemia (2), forming a metabolic syndrome
(MetS) cluster (2). These late treatment effects are worrisome since people affected by the MetS
are at higher risk of atherosclerotic vascular disease (7), type 2 diabetes (8), and stroke (7). The
causes of these complications in cALL survivors remain unknown, but exposition to corticoids,
methotrexate and cranial radiotherapy has been reported as contributing factor (9-12).

In the general population, accumulating evidence indicate that nutrition has an important
influence on MetS susceptibility and treatment response (13-17). Furthermore, several
susceptibility loci and genes are linked to MetS occurrence (13). For instance, 20-40% of the
variance of arterial blood pressure, insulin resistance, body mass index (BMI) and lipid levels are
explained by genetic components (13, 18-22). Genome-wide association studies (GWAS)
revealed that genes coding for adipokines or proteins implicated in lipoprotein metabolism and
inflammation are linked to the pathogenesis of MetS (13). Obesity is influenced by variants in
genes regulating food intake, energy metabolism and neuroendocrine pathways (18, 23, 24).
Numerous genes regulating -cells function and insulin secretion explain a significant fraction of
insulin resistance (25, 26), while variants in genes related to lipoprotein metabolism could
explain up to 70% of lipid level inheritance (22, 27-29).

Despite their importance, most studies but few (30-32) evaluating the cardiometabolic risk
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of cALL survivors have not taken genetic factors into consideration. The identification of genetic
biomarkers could help pinpoint high-risk individuals and develop prevention strategies to counter
the development of late cardiometabolic complications. Even with the success of GWAS in
identifying genetic predisposition, only 10% of the genetic variance of complex diseases can be
explained by common variants (26, 33). The missing genetic contribution might be attributed to
rare variants that were not captured by traditional GWAS (34, 35) or to the combined impact of
rare and common variants (36). With next-generation sequencing technologies, it is now possible
to have simultaneously access to both common and rare variants for genetic association studies
(37). The aim of this study was to assess the contribution of both rare and common genetic

variants in the prevalence of cardiometabolic complication in a cohort of cALL survivors.

METHODS
Cohort

Participants included were treated for cALL at Sainte-Justine University Health Center
(SJUHC, Montreal, Canada) with the Dana Farber Cancer Institute (DFCI) protocols (38). The
cALL survivors were recruited as part of the PETALE study at SJUHC and had an average of
15.5 years (+/- 5.2 SD) after diagnosis (39). Subjects who were less than 19 years old at
diagnosis, more than 5 years post diagnosis, free of relapse, and who did not receive
hematopoietic stem cell transplantation were invited to participate. To limit heterogeneity, the
emphasis was put on pre-B ALL since this type is the most frequent (40, 41). Participants were
mainly of French Canadian origin (42, 43). During their medical visits, participants were
subjected to a series of genetic and biochemical analyses and examined by a multidisciplinary
team of health professionals including physicians, nutritionists, physiotherapists and

psychotherapists. The study was approved by the Institutional Review Board of SJUHC and
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investigations were carried out in accordance with the principles of the Declaration of Helsinki.
Written informed consent was obtained from study participants or parents/guardians.
Classification of cardiometabolic risk factors

The presence of the cardiometabolic risk factors, obesity, insulin resistance, dyslipidemia
and pre-HTN was assessed in all subjects. In adults, obesity was defined as a BMI >30 kg/m’
and/or having a waist circumference >88 cm (women) or 102 cm (men) (44). In children, BMI
>97™h percentile according to the BMI charts of the World Health Organization (45) and/or waist
circumference >95™ percentile defined obesity (46). Blood pressure was measured on the right
arm in the morning at rest. In adults, blood pressure >130/85 and <140/90 mmHg determined
arterial pre-HTN and >140/90 mmHg HTN (47). For children, we used current recommendations
according to age and height: blood pressure >90™ and <95™ percentile indicated pre-HTN and
>95h percentile HTN (48, 49). Elevated fasting glucose, glycated hemoglobin (HbAlc) and/or
homeostasis model assessment (HOMA-IR) were used to identify insulin resistance. Cut-off
values were fasting glucose >6.1 mmol/L (50) and HbA1c >6% (50) for both adults and children.
HOMA-IR >2.86 (adults) (2, 51) and >95™ percentile for a pediatric reference population (52)
were considered elevated. Dyslipidemia was defined based on high low-density lipoprotein-
cholesterol (LDL-C), triglycerides (TG) and/or low high-density lipoprotein-cholesterol (HDL-C)
concentrations. For adults, thresholds were LDL-C >3.4 mmol/L (53-55), TG >1.7mmol/L (53,
55, 56) and HDL-C <1.03 mmol/L in men and <1.3 in women (56). For children, the values were
compared to the National Heart, Lung and Blood Institute guidelines for age and gender (57).
Accumulation of cardiometabolic risk factors was determined by adding the presence of
dyslipidemia, pre-HTN/HTN, insulin resistance and obesity. Participants with 3 or more risk
factors were defined as “extreme phenotype” while those without risk factor were defined as

“healthy”.
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Nutritional evaluation

Participants’ dietary intakes were collected using a validated interviewer-administered
food frequency questionnaire (FFQ) (58) combined with a 3-day food record. Evaluation of
nutrient intakes was performed using the Nutrition Data System for Research software v.4.03
(59). A validated Mediterranean score calculated on a nine-point scale (60) was used to assess
overall diet quality. Differences between calorie intake (calculated with the Institute of Medicine
equations (61)) and estimated energy requirement (accounting for level of physical activity,
equations shown in Table 1 (62)) determined energy balance.

Table 1. Estimated energy requirement equations

Group Equation EER (kcal/d)

Boys 3-8 y 88.5-(61.9 x age [y]) + PA x {(26.7 x weight [kg] + 903 x height [m])} + 20
Boys 9-18 y 88.5-(61.9 x age [y]) + PA x {(26.7 x weight [kg] + 903 x height [m])} + 25
Men =19y 662 - (9.53 x age [y]) + PA x {(15.91 x weight [kg]) + (539.6 x height [m])}
Girls 3-8 y 135.3-(30.8 x age [y]) + PA x {(10.0 x weight [kg]) + (934 x height [m])} + 20
Girls 9-18 y 135.3-(30.8 x age [y]) + PA x {(10.0 x weight [kg]) + (934 x height [m])} + 25
Women =19y 354 - (6.91 x age [y]) + PA x {(9.36 x weight [kg]) + (726 x height [m])}

PA: Physical activity coefficient; y: years, EER: estimated energy requirement.

Chemotherapeutic medication dose estimation

Theoretical cumulative doses of glucocorticoids (in prednisone equivalent [mg/m?]),
methotrexate (mg/m”) and asparaginase (mg/m?) were calculated for each participant according to
DFCI treatment protocols (38). Exposure and doses of cranial radiotherapy were recorded
according to protocol.
Genetic data treatment and selection of variants

We performed whole-exome sequencing (WES) on a total of 209 participants from the
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PETALE cohort. Sequencing data were obtained from SJUHC and Génome Québec Integrated
Centre for Pediatric Clinical Genomic using the SOLiD (ThermoFisher Scientific) or Illumina

HiSeq 2500 platforms and were aligned on the Hg19 reference genome (Figure 1).
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Figure 1: Pipeline for the analysis of the germline variants

Rare and common variants with a predicted functional impact on protein were identified
by the functional annotation from ANNOVAR (63). Only variants with a PolyPhen-2 score >0.85
(64) or a SIFT score <0.1 (65, 66) were labeled as “potentially damaging” and used for further
analyses. Two lists were assembled; the first was composed of genes involved in methotrexate
and corticoid metabolic pathways (67) and few genes of lipid metabolism shown to affect
corticosteroid-related complications such as hypertension or osteonecrosis (68, 69). The second

list contained genes related to cardiometabolic pathways that were selected based on gene
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ontology terms using GOrilla (70, 71) and DisGeNET (72-75). Variants were defined as rare
(minor allele frequency (MAF) <5%) and common (MAF >5%) according to the reported
frequency in the 1000genome (76) and ESP6500 (77) datasets for Caucasian populations. A total
of 198 variants in the cardiometabolic list and 7 variants in the methotrexate and corticoid list did
not conform to the Hardy-Weinberg equilibrium and were rejected.
Power analysis

We used Quanto version 1.2.4 to compute power analysis at 80% (78) and Bonferroni
correction for the number of SNPs or genes tested. The power analysis for common variant
revealed that odds ratio (OR) ranging from 3 to 11 (depending on phenotype analyzed) for
variants with MAF of 5-30% can be detected, whereas the lowest OR for rare variants, assuming
a MAF of 0.01 that can be detected with a given sample size, was 16.
Association studies and statistical analyses

Association between cardiometabolic risk factors and common variants were studied
using PLINK (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/) (79, 80). For each association, we
also determined the genetic model in which the common variant affects the phenotype: dominant
model (one variant allele impacts the phenotype), recessive model (two variant alleles are needed
to modify the phenotype) and additive model (accumulation of variant alleles causes a gradation
in the risk of developing the phenotype). Association analyses of rare variants were performed
using the SKAT-O test in the SKAT package (https://cran.r-
project.org/web/packages/SKAT/index.html) (35) developed for the open software R (81).
Combined rare and common variant analyses were also done with the SKAT package. The
Benjamini and Hochberg method (FDR) was used to correct for multiple testing for each list and
variants with a FDR less than 0.20 were kept for further analyses (81). Finally, selected

polymorphisms were analyzed using a logistic regression model including eight covariables: age
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at interview, gender, cumulative doses of corticoids, methotrexate and asparaginase, exposure or
not to cranial radiotherapy, Mediterranean diet score and energy balance. Statistical analyses

were performed using SPSS version 22.0 (82).

RESULTS
Cohort characteristics

The characteristics of the cohort are presented in Table 2. The cohort (53.6% female) was
mostly composed of adolescents and young adults (median age of 22.4 years). Dyslipidemia was
the most prevalent cardiometabolic risk factor (41.8%), followed by obesity (33.0%), insulin
resistance (18.5%) and pre-HTN (10.1%). Prevalence was found lower in children than in adults,
except for obesity (33.3% and 32.9% respectively). Of note, less than 40% of the cohort was

classified as “healthy” (no MetS risk factor) and 10.7% as “extreme phenotype” (=3 MetS risk

factors).
Table 2. Characteristics of the PETALE cohort
Total cohort Adults Children

Gender, n (%)

Male 97 (46.4) 68 (46.6) 29 (46.0)

Female 112 (53.6) 78 (53.4) 34 (54.0)
Age, median (range) 22.4 (8.5-41.0) 24.9 (18.1-41.0) 16.2 (8.5-17.9)
Phenotype, n (%)

Obesity 69 (33.0) 48 (32.9) 21 (33.3)
Pre-hypertension 21 (10.1) 16 (10.9) 5(7.9)
Insulin resistance 38 (18.5) 29 (20.1) 9(14.5)
Dyslipidemia 87 (41.8) 68 (46.9) 19 (30.2)
Extreme phenotype 22 (10.7) 18 (12.5) 4(6.5)
Number of risk factors

0 81 (39.3) 51(35.4) 30 (48.4)

1 62 (30.1) 45 (31.3) 17 (27.4)

2 41 (19.9) 30 (20.8) 11 (17.7)

3 19 (9.2) 16 (11.1) 3(4.9)

4 3(1.5) 2(1.4) 1(1.6)

Extreme phenotype: Three and more cardiometabolic risk factor
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Genetic associations with cardiometabolic candidate genes

We analyzed 1,202 common variants from the cardiometabolic candidate gene list

(Figure 2).
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Figure 2: Processing of single nucleotide polymorphism in the cardiometabolic candidate genes

We found associations between common variants and two phenotypes (Table 3):

dyslipidemia and the extreme phenotype. Eukaryotic Translation Initiation Factor 4B (EIF4B)

(FDR 0.18) and 2-oxoglutarate and iron dependent oxygenase domain containing 3 (OGFOD3)
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(FDR 0.18) was associated with dyslipidemia while extreme phenotype was linked to BCL2

Associated Agonist Of Cell Death (BAD) (FDR 0.20) and Fc Receptor Like 3 (FCRL3) (FDR

0.20). The SKAT-O test performed on the 12,977 rare variants did not reveal any significant

association. The rare/common variant combined analysis showed associations between the

extreme phenotype and 3 genes: BAD (FDR 0.09), FCRL3 (FDR 0.09) and E/F4B (FDR 0.10)

(Table 3).

Table 3. Significant genetic associations with cardiometabolic candidate genes

Common Variants

Gene SNP ID MAF p-value FDR Model
Dyslipidemia EIF4B 15146008363 0.05 0.00018 0.180 DOM

OGFOD3 1562079523 0.33 0.00032 0.180 DOM
Extreme phenotype BAD 152286615 0.10 0.00034 0.200 DOM

FCRL3 152282284 0.03 0.00042 0.200 DOM

Common/Rare variants

Gene Rare (n) Common (n) p-value FDR
Extreme phenotype BAD 3 1 5.79x10°  0.087

FCRL3 2 1 3.86x10°  0.087

EIF4B 1 1 0.00010 0.100

MAF: Minor allele frequency

DOM: Dominant effect
Rare (n): Number of rare variants analyzed in the gene

Common (n): Number of common variants analyzed in the gene
Extreme phenotype: Three and more cardiometabolic risk factor

Genetic associations with methotrexate and corticosteroid candidate genes

Next, we studied 34 common variants in the methotrexate/corticoid candidate gene list

(Figure 3).
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Figure 3: Processing of single nucleotide polymorphism in the methotrexate and corticoid

candidate genes

For dyslipidemia, we observed associations with B4AD (FDR 0.02) and Apolipoprotein B
(APOB) (FDR 0.11) (Table 4). BAD was also associated with the extreme phenotype (FDR
0.009), insulin resistance (FDR 0.07) and obesity (FDR 0.08). Moreover, insulin resistance was
associated with a common variant in Serpin Family A Member 6 (SERPINA6) (FDR 0.07) (Table
4). The SKAT-O analysis for 376 rare variants revealed associations between glucocorticoid

receptor (Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 1, NR3CI, FDR 0.17) and the extreme

50 SNPs

v

Significative associations
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phenotype as well as between pre-HTN and Corticotropin Releasing Hormone Receptor 1
(CRHRI) (FDR 0.20) and Corticotropin Releasing Hormone Receptor 2 (CRHR?2) (FDR 0.20)
(Table 4). Combined rare and common variant analyses exhibited 8 associations: B4AD (FDR
0.04), APOB (FDR 0.12), Cystathionine-Beta-Synthase (CBS) (FDR 0.12) and Solute Carrier
Organic Anion Transporter Family Member 4C1 (SLCO4C1) (FDR 0.14) with dyslipidemia;
BAD (FDR 0.003) and NR3C! (FDR 0.15) with the extreme phenotype; and CRHRI (FDR 0.14)
and CRHR?2 (FDR 0.14) with pre-HTN (Table 4).

Table 4. Significant genetic associations with methotrexate and corticosteroid candidate genes

Common Variants

Gene SNP ID MAF p-value FDR Model
Dyslipidemia BAD 152286615 0.10 0.00065 0.021 ADD

APOB 15676210 0.23 0.0069 0.110 DOM
Extreme phenotype BAD 152286615 0.10 0.00034 0.0089 ADD, DOM
Insulin resistance ~ BAD 152286615 0.10 0.0044 0.069 DOM

SERPINAG6 152228541 0.50 0.0051 0.069 ADD, DOM, REC
Obesity BAD 152286615 0.10 0.0025 0.081 ADD, DOM

Rare variants

Gene Rare (n) p-value FDR
Extreme phenotype NR3CI 2 0.0021 0.17
Pre-hypertension CRHRI 1 0.0025 0.20

CRHR? 2 0.0048 0.20

Common/Rare variants

Gene Rare (n) Common (n) p-value FDR
Dyslipidemia BAD 3 1 0.00049 0.040

APOB 30 3 0.0028 0.12

CBS 3 0 0.0042 0.12

SLCO4CI 4 0 0.0066 0.14
Extreme phenotype BAD 3 1 3.35x10°  0.0028

NR3C1 2 0 0.0037 0.15
Pre-hypertension CRHRI 1 0 0.0032 0.14

CRHR? 2 0 0.0033 0.14

MAF: Minor allele frequency

DOM: Dominant effect, ADD: Additive effect, REC: Recessive effect
Rare (n): Number of rare variants analyzed in the gene

Common (n): Number of common variants analyzed in the gene
Extreme phenotype: Three and more cardiometabolic risk factor
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Logistic regression analysis with significant cardiometabolic candidate genes

Significant genetic variants were further analyzed in a logistic regression model including
8 covariables (see Methods). Analysis revealed independent associations between the extreme
phenotype and the common variant rs2286615 in BAD (p=0.006, in a dominant effect model),
age at interview (p=0.04), and exposure to cranial radiotherapy (p=0.04) (Table 5). The common
and rare variant analysis showed associations between the extreme phenotype and age (p=0.03),
cumulative doses of methotrexate (p=0.05), exposure to cranial radiotherapy (p=0.04) and the
BAD gene (p=0.003) (Table 5). The common variant 1s2282284 in FCRL3 was also associated
with the extreme phenotype with a dominant effect (p=0.006) (Table 5). FCRL3 (rare and
common variants) was associated with the extreme phenotype (p=0.04) while no other covariable
reached statistical significance in this model (Table 5). The variant rs62079523 in OGFOD3,
associated with dyslipidemia in the dominant model, was found highly significant in the logistic

regression model (p=0.005) (Table 5).
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Table 5. Logistic regression model with significant cardiometabolic candidate genes

Extreme Phenotype Dyslipidemia
BAD/1s2286615 FCRL3/rs2282284 BAD FCRL3 OGFOD3/rs6207952
(C, DOM) (C,DOM) (CR) (CR) 3 (C, DOM)
OR (95% CI)
p-value

Age 1.219 (1.005-1.478) 1.151(0.993-1.334) 1.213 (1.017-1.447) 1.150 (0.993-1.332) 1.033 (0.962-1.109)
0.044 0.062 0.032 0.062 0.374

Gender 1.152 (0.216-6.142) 1.062 (0.268-4.201) 1.624 (0.340-7.749) 1.039 (0.266-4.063) 0.720 (0.360-1.439)
0.869 0.932 0.543 0.956 0.352

Corticoid 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000)
0.577 0.570 0.355 0.574 0.528

Asparaginase 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000)
0.714 0.158 0.444 0.270 0.346

Methotrexate 0.999 (0.999-1.000) 1.000 (0.999-1.000) 0.999 (0.999-1.000) 1.000 (0.999-1.000) 1.000 (1.000-1.000)
0.075 0.800 0.048 0.729 0.696

CRT 14.506 (1.116-188.530) 4.938 (0.687-35.491) 16.098 (1.220-212.463) 3.544 (0.561-22.385) 1.708 (0.668-4.366)
0.041 0.112 0.035 0.178 0.264

Energy 0.999 (0.998-1.001) 0.999 (0.998-1.000) 1.000 (0.998-1.001) 0.999 (0.999-1.000) 1.000 (0.999-1.000)
balance 0.297 0.304 0.421 0.306 0.210

Med score 0.652 (0.319-1.329) 0.884 (0.518-1.509) 0.752 (0.374-1.513) 0.815(0.491-1.353) 1.008 (0.807-1.259)
0.239 0.651 0.425 0.430 0.944

SNP 57.900 (3.152-1063.462) 67.983 (3.393-1362.288) 68.819 (4.202-1159.995) 11.695 (1.150-118.907) 2.712 (1.352-5.442)
0.006 0.006 0.003 0.038 0.005

Top: Odds ratio [95% CI], bottom: p-value

Boldface: significant association

C: common, CR: common/rare
DOM: Dominant effect
CRT: Cranial radiotherapy

Med score: Mediterranean diet score
Extreme phenotype: Three and more cardiometabolic risk factor
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Logistic regression model with significant methotrexate and corticoid candidate genes

The results of the logistic regression analyses for the significant genes in the
methotrexate/corticosteroid list are presented in Table 6. We found that the common BAD
variant rs2286615 was associated with the extreme phenotype (p=0.006) in a dominant and
additive effect as it was with age (p=0.04) and cranial radiotherapy (p=0.04). The combined
analysis of common and rare BAD variants was significant for the extreme phenotype
(p=0.003). In this model, age (p=0.03), cumulative doses of methotrexate (p=0.05) and cranial
radiotherapy (p=0.04) were also significant. BAD was associated with dyslipidemia for the
common variant rs2286615 (p=0.008, additive model) and for the common and rare variants
(p=0.006). Also the rs2286615 variant was associated in dominant (p=0.009) and additive
(p=0.006) effect model with the presence of obesity. Rs676210, a variant in APOB, had a
dominant effect on the risk of dyslipidemia and was the only significant association in the
logistic regression model (p=0.02). An additive effect was observed for the common variant
1s2228541 (SERPINAG6) and insulin resistance (p=0.05). Finally, the logistic regression model
including rare variants in CRHRI and CRHR? for pre-HTN revealed associations for gender

(p=0.03) but the genetic associations did not reach statistical significance.
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Table 6. Logistic regression model with significant methotrexate and corticoid candidate genes

Extreme phenotype Dyslipidemia
BAD/1s2286615 BAD APOB/1s676210 BAD/1s2286615 BAD
(C, DOM, ADD) (CR) (C, DOM) (C, ADD) (CR)
OR (95% CI)
p-value

Age 1.219 (1.005-1.478) 1.213 (1.017-1.447) 1.041 (0.971-1.117) 1.047 (0.961-1.141) 1.037 (0.966-1.114)
0.044 0.032 0.259 0.292 0.313

Gender 1.152 (0.216-6.142) 1.624 (0.340-7.749) 0.726 (0.365-1.444) 1.058 (0.453-2.472) 1.043 (0.506-2.151)
0.869 0.543 0.361 0.896 0.908

Corticoid 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000)
0.577 0.355 0.411 0.519 0.571

Asparaginase 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000)
0.714 0.444 0.372 0.704 0.344

Methotrexate 0.999 (0.999-1.000) 0.999 (0.999-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000) 1.000 (1.000-1.000)
0.075 0.048 0.783 0.225 0.642

CRT 14.506 (1.116-188.530) 16.098 (1.220-212.463) 1.572 (0.619-3.994) 2.361 (0.751-7.425)  2.255(0.843-6.033)
0.041 0.035 0.341 0.142 0.105

Energy 0.999 (0.998-1.001) 1.000 (0.998-1.001) 1.000 (0.999-1.000) 1.000 (0.999-1.000) 1.000 (0.999-1.000)
balance 0.297 0.421 0.469 0.319 0.350

Med score 0.652 (0.319-1.329) 0.752 (0.374-1.513) 1.017 (0.813-1.272) 1.029 (0.793-1.334)  0.984 (0.780-1.240)
0.239 0.425 0.885 0.831 0.888

SNP 57.900 (3.152-1063.462)  69.819 (4.202-1159.995) 0.434 (0.215-0.877)  4.022 (1.441-11.226)  3.560 (1.427-8.882)
0.006 0.003 0.020 0.008 0.006

Obesity Pre-hypertension Insulin resistance

BAD/1s2286615 BAD/1s2286615 CRHRI1 CRHR? SERPINAG6/1s2228541
(C, DOM) (C, ADD) (R) (R) (C, ADD)
OR (95% CI)
p-value

Age 0.996 (0.914-1.085)  0.998 (0.916-1.087) 1.010 (0.873-1.169) 0.995 (0.869-1.139) 1.085 (0.993-1.185)

0.926 0.959 0.896 0.940 0.073
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Gender
Corticoid
Asparaginase
Methotrexate
CRT

Energy
balance

Med score

SNP

1.979 (0.824-4.750)
0.127

1.000 (1.000-1.000)
0.998

1.000 (1.000-1.000)
0.863

1.000 (1.000-1.000)
0.825

1.915 (0.607-6.038)
0.267

1.000 (0.999-1.000)
0.137

0.921 (0.710-1.195)
0.534

3.993 (1.410-11.307) 4.044 (1.504-10.879)

0.009

2.073 (0.854-5.034)
0.107

1.000 (1.000-1.000)
0.971

1.000 (1.000-1.000)
0.824

1.000 (1.000-1.000)
0.786

2.029 (0.636-6.480)
0.232

1.000 (0.999-1.000)
0.153

0.911 (0.700-1.184)
0.485

0.006

0.081 (0.009-0.741)
0.026

1.000 (1.000-1.000)
0.828

1.000 (1.000-1.000)
0.621

1.000 (0.999-1.000)
0.160

7.685 (0.713-82.885)
0.093

1.000 (0.999-1.001)
0.573

0.871 (0.562-1.349)
0.536

76.406 (0.948-6158.616)

0.053

0.165 (0.033-0.809)
0.026

1.000 (1.000-1.000)
0.830

1.000 (1.000-1.000)
0.452

1.000 (0.999-1.000)
0.364

3.558 (0.550-23.009)
0.183

0.999 (0.998-1.000)
0.168

0.806 (0.555-1.170)
0.257

3.417 (0.384-30.405)
0.271

1.330 (0.562-3.150)
0.517

1.000 (1.000-1.000)
0.898

1.000 (1.000-1.000)
0.141

1.000 (1.000-1.000)
0.935

1.539 (0.463-5.118)
0.482

1.000 (0.999-1.000)
0.257

0.939 (0.713-1.236)
0.652

0.534 (0.286-0.998)
0.049

Top: Odds ratio (95% CI), bottom: p-value

Boldface: Significant association

C: common, CR: common/rare, R: rare

DOM: Dominant effect, ADD: Additive effect
CRT: Cranial radiotherapy
Med score: Mediterranean diet score
Extreme phenotype: Three and more cardiometabolic risk factor

60



DISCUSSION

This study is among first studies to address the contribution of genetic determinants in the
development of long-term cardiometabolic complications in cALL survivors. Globally, we found
that the development of an extreme cardiometabolic phenotype can be predicted by common and
rare variants in BAD and FCRL3. The presence of dyslipidemia in cALL survivors is influenced
by common variants in OGFOD3 and APOB and by common and rare variants in BAD. Obesity
was predicted by a common variant in B4D and insulin resistance was associated with a common
variant in SERPINA6. Pre-HTN was related to survivors’ gender as being a female was found
protective for this complication. This gender difference between men and women before
menopause has been well described in the literature (83, 84).

We found similar prevalence of obesity in children and in adults, suggesting that obesity
acquired during childhood following the treatments persists thorough adulthood, a hypothesis
supported by other studies (85-87). Obesity is central to the MetS and is a major risk factor for
HTN, dyslipidemia and insulin resistance (23, 88). The PETALE cohort appeared to be
particularly affected by dyslipidemia as almost 47% of adults were afflicted. For comparison, a
study conducted in a population of young Canadian adults (18-39 years old) revealed that 34%
were affected by dyslipidemia (89). Given their young age, this finding raises concerns for the
long-term cardiovascular risk of cALL survivors. In fact, 60% of our cohort was affected by at
least one cardiometabolic risk factor, 10.7% of them being classified as extreme phenotypes. The
observation related to the median age of 22.4 years places the survivors at high risk for early
cardiovascular disease.

The common variant rs2286615 in BAD gene was associated with extreme phenotype and
obesity, whereas interactions between rare and common variants were linked to extreme

phenotype and dyslipidemia. BAD is a gene that codes for a protein member of the pro-apoptotic
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Bcl-2 proteins named Bcl2-associated agonist of cell death. In response to activation by hypoxia,
reactive oxygen species, nutrient withdrawal or DNA damage, the pro-apoptotic proteins in the
Bcl-2 family create pores in the mitochondrial membrane by which cytochrome can be released,
triggering the apoptotic cascade leading to cell death (90). BAD could have an impact on the
development of insulin resistance since an imbalance between pro-apoptotic and anti-apoptotic
proteins in situation of high blood glucose promotes p-cell apoptosis (90), the latest playing an
important role in the pathophysiology of type 2 diabetes (90). Studies suggest that BAD has a role
in B-cell function and can promote glucose-stimulated insulin secretion (91-93). Besides, it has
been reported that BAD suppresses the formation of tumors in lymphocytes and that Bad-
deficient mice are at higher risk of lymphoma and leukemia (94). In another study, Bad-deficient
mice were prone to cancer and did not respond adequately to DNA damage (95). This gene is
thus a suitable candidate to explain a common etiology between the predisposition to
cardiometabolic complication and hematologic malignancies. Because BAD is recurrent in almost
all associations with the cardiometabolic risk factors in our study, we can conclude that it is a
strong candidate gene for MetS in cALL survivors. It is possible that through its effects on
insulin resistance, BAD can predispose the participants to develop obesity, dyslipidemia and pre-
HTN (8, 96-98). As expected, age had an impact on the presence of the extreme phenotype in the
model with BAD. We observed that adults were more affected by cardiometabolic complications
than children. This can be explained by the fact that the establishment of cardiometabolic risk
factors is a long-term and latent process. Other studies on cALL survivors have reported that
obesity, diabetes and the metabolic syndrome are more frequent in patients who received cranial
radiotherapy (9, 10, 99). This is in accordance with our results showing that cranial radiotherapy

significantly increased the risk of extreme phenotype. This could be caused by the impact of
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radiotherapy on the brain satiety control center and on hormones implicated in energy regulation
(1, 100, 101). Indeed, damages caused by cranial radiotherapy could lead to growth hormone
deficiency and then to the development of metabolic disorders such as visceral obesity,
hyperinsulinemia and low HDL-C (102).

Carriers of one allele of the variant rs2282284 in FCRL3, encoding for a protein that is
part of the immunoglobulin receptors, were at increased risk of presenting the extreme
phenotype. The common and rare variant analysis also revealed a significant association between
FCRL3 and the extreme phenotype. It has a role in immune function and is expressed in
secondary lymphoid organs, mostly in B lymphocytes (103). This gene has been linked to
rheumatoid arthritis, autoimmune thyroid disease and systemic lupus erythematosus (103-105). In
particular, the SNP rs2282284 has been associated to higher risk of neuromyelitis optica (a severe
inflammatory demyelinating disease of the central nervous system) (106) and correlated with the
risk of multiple sclerosis (107) in the Chinese Han population. FCRL3 role in immune regulation
is of interest given the contribution of inflammation in MetS pathogenesis (7, 108, 109).

The common variant rs62079523 in OGFOD3 was found associated with dyslipidemia in
the dominant model. No clear function has been reported for this gene in the literature but it was
linked with the gene ontology term 2-oxoglutarate and iron-dependent oxygenase domain-
containing protein 3 in our analysis.

We found the common variant 1676210 in APOB correlated with the development of
dyslipidemia, the presence of the minor allele (A) being protective for the outcome. APOB codes
for the apolipoproteins B-48 and B-100 that play a central role in lipid transport and metabolism.
They are the main apolipoproteins of chylomicron, very low density lipoprotein (VLDL) and
LDL (110, 111). The rs676210 polymorphism induces a change (proline to leucine) in position

2739 of the protein, thereby not affecting apolipoprotein B-48, a 2152 amino acid protein that is
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the result of APOB RNA editing (112, 113). In line with our results, it was demonstrated that the
carriers of the major allele (G) had higher levels of oxidized LDL (114, 115) that predispose to
atherosclerosis. However, these studies failed to find an association between the SNP and risk of
cardiovascular events (114). Moreover, in comparison with the carriers of the major allele G, the
minor allele A was linked to lower TG, total cholesterol and LDL-C levels and with higher HDL-
C (114). This profile is favorable to a healthy cardiovascular system (114) and is in agreement
with our findings. A study also reported a higher prevalence of glucocorticoid-induced
hypertension in patients with an APOB polymorphism (68), which demonstrate the multiple
impacts this gene can have on cardiovascular health.

The variant rs2228541 in SERPINA6 was associated with a decreased risk of insulin
resistance. Similarly, common variants at the SERPINA6 locus were found associated with
plasma levels of cortisol in a study comprising of 12,597 Caucasians (116). It was postulated that
this effect was mediated by changes in the total cortisol binding capacity by the corticosteroid
binding globulin. Variations in plasma cortisol levels have been associated with cardiovascular
disease, obesity, type 2 diabetes, HTN and dyslipidemia (116). Thus, this SNP could be linked to
cortisol levels and thus predisposes to type 2 diabetes.

Rare variants in the CRHRI and CRHR?2 genes were linked to pre-HTN. This effect was
lost in the logistic regression model, but the latter uncovered the impact of gender on the
phenotype, women being protective for the outcome. The unequal distribution of the phenotype
between the genders (17.53% in men and 3.57% in women) could probably explain the observed
relationship.

On the other hand, corticoid and asparaginase cumulative doses did not have a significant
impact on the development of cardiometabolic risk factors in our study. It appeared that exposure

to cranial radiotherapy was the major risk factor to predict the development of late
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cardiometabolic complications. Moreover, neither the quality of diet (evaluated with the
Mediterranean diet score) nor the excess in calories were found significantly associated with the
outcomes in our models.

Standard contingency tables and regression model allowed us to study common variants
but did not provide enough power to study rare variants (36). We had to use a technique that
analyzes the cumulative effects of different rare variants on the same gene (117). We also
performed combined rare and common variants analysis in order to detect interactions. With this
strategy we were able to discover associations that could not be seen with traditional associations
studies, consisting the strength of this study. The limited sample size did not provide us with
optimal power, especially for rare variants analysis. Replication studies in other cohorts of cALL

survivors will be needed to confirm the observed associations.

CONCLUSION

This study contributes to better understand the genetic determinants in the development of
long-term cardiometabolic complication in childhood ALL survivors. Genetic information
associated with both common and rare variants can help predict the development of late onset
cardiometabolic complications. Genetic biomarkers can be used to propose prevention strategies,
personalize the treatment and the follow-up to minimize the long-term sequelae and increase the

quality of life of this high-risk population.
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cALL: Childhood acute lymphoblastic leukemia
BMI: Body mass index

FDR: False discovery rate

FFQ: Food frequency questionnaire

GWAS: Genome-wide association study
HbAlc: Glycated hemoglobin

HDL-C: High-density lipoprotein cholesterol
HOMA-IR: Homeostasis model assessment
HTN: Hypertension

LDL-C: Low-density lipoprotein cholesterol
MetS: Metabolic syndrome

PETALE: Prévenir les effets tardifs des traitements de la leucémie aigiie lymphoblastique chez
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SNP: Single nucleotide polymorphism

TG: Triglycerides
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WES: Whole exome sequencing
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CHAPITRE 4- DISCUSSION

Notre étude avait pour but d’évaluer I'impact de la génétique sur le risque de
développer des complications cardiométaboliques a long terme chez les survivants de la LLA.
Notre cohorte de survivants était composée a 46,4% (n=97) d’hommes et 53,6% (n=112) de
femmes ce qui démontre une distribution des genres équilibrée. La cohorte PETALE est
composée de jeunes adultes avec un dge médian de 22,4 ans (écart-type +/- 6,4). Nous avons
mis en lumicre une prévalence équivalente de I’obésité chez les adultes et les enfants.
L’obésité, reconnue comme étant au centre du SM, est un facteur de risque important pour le
développement de I’hypertension, la dyslipidémie et la résistance a I’insuline (48, 49). 1l est
donc possible que I’apparition de cette complication a un jeune age favorise le développement
des autres facteurs de risques cardiométaboliques. En effet, ’exceés de gras viscéral cause de
I’inflammation et entraine la sécrétion des adipocytokines qui perturbent le métabolisme des
lipides et contribuent a la résistance a I’insuline des tissus périphériques (25, 50). Cette
résistance a 1’insuline peut quant a elle avoir un impact sur la gestion du sodium au niveau
rénal et favoriser le développement de 1’hypertension artérielle (4). De plus, il a ét¢ démontré
que 'IMC est corrélé a Iaugmentation de la pression artérielle (40). Dans la population
générale canadienne, 21,6% des enfants (132) et 23,1% des adultes (133) ont été classés
comme obéses en comparaison avec 32,9% des adultes et 33,3% des enfants de la cohorte
PETALE. Dans les études portant sur la population générale, jusqu’a 34% des jeunes adultes
(133) et 19,1% des enfants (132) étaient atteins de dyslipidémie comparativement a 46,9% des
adultes et 30,2% des enfants de la cohorte PETALE. La résistance a I’insuline était présente
chez 20,1% des adultes alors qu’une prévalence de 4,4% a été rapportée dans la population

canadienne (133). Seulement 1,7% des enfants canadiens présentent des niveaux de glucose



¢élevés (132) en comparaison avec notre population pédiatrique de survivants qui affiche une
prévalence de résistance a I’insuline de 14,5%. La pré-hypertension artérielle était présente
chez 10,9% des adultes survivants, par rapport a 4,9% des Canadiens. Chez les enfants de
PETALE, 7,9% ¢taient atteints de pré-hypertension alors que dans la population générale, la
prévalence était trop faible pour étre publiée en vertu des normes de confidentialit¢ de
Statistique Canada (132, 133). Globalement, il ressort que les survivants de la LLA sont plus
affectés par les complications cardiométaboliques que la population générale du Canada,
particulierement pour la dyslipidémie. Cela est inquiétant, car il s’agit d’une jeune cohorte
(médiane d’age de 22,4 ans) et indique que ces patients sont a risque ¢élevé de développer une
maladie cardiovasculaire précoce. Ces données appuient la nécessité de développer un
programme de prévention chez les survivants de la LLA afin de diminuer la prévalence de des
complications cardiométaboliques.

Notre étude est la premicre a identifier la contribution des variantes génétiques dans le
développement des complications cardiométaboliques. L’interaction entre les variantes rares et
la variante commune rs2286615 du géne BAD confére un risque augmenté de développer un
phénotype extréme, soit trois facteurs de risque cardiométaboliques ou plus. Pour la variante
commune, le modéle dominant et génotypique sont ressortis comme étant significatifs. Ceci
signifie qu’un seul alléle variant est nécessaire pour observer une augmentation du risque de
présenter un phénotype extréme. La dyslipidémie a pu étre prédite par la variante commune
152286615 avec un effet phénotypique graduel pour chaque allele variant présent (modéle
génotypique) et ’accumulation de variantes rares et communes dans le géne BAD augmentait
aussi le risque de développer une dyslipidémie. La variante commune rs2286615 du géne BAD

était associ¢e dans la présence de 1’obésité. BAD est un geéne codant pour une protéine de la
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famille pro-apoptotiques Bcl-2. En réponse a 1’hypoxie, aux DRO, au manque de nutriments
ou aux dommages a I’ADN, les protéines Bcl sont activées et meénent a la formation de pores
dans la membrane mitochondriale. Cela permet de libérer le cytochrome c et d’enclencher la
cascade apoptotique (134). De hauts niveaux de glucose peuvent moduler la balance entre les
protéines pro-apoptotiques et anti-apoptotiques et ainsi favoriser I’apoptose des cellules 3 du
pancréas ce qui peut mener au développement du diabete de type 2 (134). Comme certaines
¢tudes le suggerent, BAD aurait un role dans les cellules § outre 1’apoptose et pourrait
promouvoir la sécrétion de I’insuline stimulée par le glucose (134). Une autre étude a
démontré que BAD supprime la formation de tumeurs des lymphocytes et les souris déficientes
en Bad ont un risque plus élevé de développer des leucémies et des lymphomes (135). Les
souris déficientes en Bad seraient aussi prédisposées au cancer et ne répondraient pas de fagon
adéquate aux dommages dans I’ADN (136). Ce gene est donc un candidat intéressant pour
expliquer une étiologie commune a la leucémie et aux complications cardiométaboliques. De
plus, la résistance a I’insuline, pouvant étre causée par des débalancements au niveau des
protéines pro- et anti-apoptotiques, peut influencer le développement de la dyslipidémie (42,
52), de ’hypertension artérielle (4) et a un fort lien avec 1’obésité viscérale (32). Nos résultats
dans les modeles de régression logistique du géne BAD ont aussi montré que 1’age est associé
au risque de développer un phénotype extréme. Ce résultat est attendu compte tenu de la plus
grande prévalence des complications cardiométaboliques chez les adultes en comparaison avec
les enfants. Les patients ayant été exposés a la radiothérapie cranienne étaient aussi a risque
¢levé de présenter un phénotype extréme. Il a ét¢ démontré a travers plusieurs études dans des
cohortes de survivants que les sujets ayant recu de la radiothérapie sont a risque de développer

le diabéte, I’obésité abdominale et le SM (53-55). Cet effet proviendrait de I’impact de la
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radiothérapie sur le centre de contrdle de la satiété et sur les hormones impliquées dans la
balance énergétique (1, 18, 26).

La variante commune 152282284 et la combinaison de variantes communes et rares
dans le géne FCRL3 ont été associ¢es au phénotype extréme. FCRL3 est un géne codant pour
une protéine faisant partie des récepteurs d’immunoglobulines. Il a un role dans la fonction
immune et est exprimé dans les organes lymphoides secondaires et les lymphocytes B (137).
Plusieurs études ont démontré une association entre ce gene et I’arthrite rhumatoide, les
maladies thyroidiennes auto-immunes et le lupus systémique érythémateux (137-139). De
plus, la variante rs2282284 a déja été associée a un risque plus élevé de neuromyélite optique,
une maladie inflammatoire démy¢linisante du systéme nerveux central, dans la population
Chinoise Han (140). Cette variante serait aussi associée a un risque accru de sclérose en
plaques (141). Ce role de FCRL3 dans la régulation du systtme immunitaire est trés
intéressant étant donné le réle important des réactions inflammatoires dans la pathogenése du
SM (5, 25, 50).

Le risque de développer une dyslipidémie s’est avéré associ¢ a la variante commune
r$62079523 dans OGFOD3, un seul alléle variant était nécessaire pour exercer un effet. Ce
géne n’a pas de fonction identifiée et peu de littérature est disponible a son sujet. Dans nos
analyses, les termes d’ontologie génétique « 2-oxoglutarate » et « iron-dependent oxygenase
domain-containing protein 3 » étaient associés a ce gene.

En ce qui a trait a la dyslipidémie, le géne APOB des voies du méthotrexate et des
corticoides a démontré une association. Sa variante commune 1s676210 exerce un effet
protecteur dominant sur le développement de cette complication. APOB est un gene codant

pour I’apoB-48 et apoB-100 qui sont des parties intégrantes des VLDL, des LDL et des
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chylomicrons. Ces particules lipidiques jouent un role central dans le transport et le
métabolisme des lipides (33, 142). Le polymorphisme rs676210 induit un changement a la
position 2739 de la protéine (proline vers leucine) ce qui n’affecte pas ’apoB-48. ApoB-48 est
une protéine de 2152 acides aminés qui résulte de la modification de I’ARN d’4APOB (143,
144) donc une modification au 2739° acide aminé affecterait seulement ’apoB-100. Une étude
portant sur le variant rs676210 démontre que les patients porteurs de I’allele majeur G
présentent un niveau de LDL oxydés plus élevé que les porteurs de 1’allele mineur A (145,
146). Cette ¢lévation prédisposerait au développement de I’athérosclérose malgré le fait que
les études n’ont pas pu démontrer un risque augmenté d’événements cardiovasculaires (145).
Il a aussi été¢ découvert que les porteurs de 1’allele mineur A présentent des niveaux abaissés
de TG, de LDL-C et de cholestérol total tout en ayant des niveaux augmentés de HDL-C, ce
qui correspond a un profil lipidique favorable a la santé cardiovasculaire (145). Ces résultats
sont en accord avec les associations observées dans notre cohorte.

Nos résultats ont montré que la variante commune 152228541 dans le géne SERPINAG6
a un effet protecteur sur le développement de la résistance a I’insuline dans le mode¢le
génotypique. Des variantes communes dans ce gene ont été associées aux niveaux
plasmatiques de cortisol dans une étude réalisée chez 12 597 Caucasiens (147). Des
changements dans la capacité de liaison de la globuline liant les corticostéroides seraient en
cause dans cet effet. Ces observations sont a considérer étant donné que la variation dans les
niveaux de cortisol plasmatique est associée avec la maladie cardiovasculaire, 1’obésité, le
diabéte de type 2, 'HTA et la dyslipidémie (147). Cette variante pourrait donc étre liée aux

niveaux de cortisol et influencer la prédisposition au diabéte de type 2.
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Une association entre les variantes rares de CRHRI et CRHR?2 avec la pré-HTA a été
observée, mais une fois les modeles de régressions logistiques complétés, 1’effet de ces
variantes s’est vu effacé. Il s’avere que le sexe est le principal prédicteur pour le
développement de la pré-HTA et les patients de sexe masculin ont un risque augmenté de
développer ce facteur de risque. L’étude de la distribution de la pré-HTA dans la cohorte a
révélé que 17,53% des hommes en sont atteints comparativement a 3,57% des femmes. Cette
distribution inégale du phénotype entre les sexes explique la relation entre le sexe et la pré-
HTA.

Les doses théoriques de corticoides et d’asparaginase n’avaient pas d’impact sur le
développement des complications cardiométaboliques dans notre étude. L’exposition a la
radiothérapie cranienne était le principal facteur prédicteur de complications
cardiométaboliques en lien avec les traitements. De plus, nos résultats n’ont pas démontré
d’associations avec la qualité¢ de la dicte (selon le score de di¢te méditerranéenne) ni la
balance énergétique. Pourtant, plusieurs études ont démontré que la diete méditerranéenne est
associée a une amélioration des mesures anthropométriques et métaboliques et a une
diminution du risque de développer le SM chez les survivants de la LLA (148) et dans la
population générale (149). La di¢te méditerranéenne est caractérisée par des apports élevés en
fruits, 1égumes, poissons, céréales enticres et Iégumineuses, un apport modeste en alcool, une
prédominance de I’huile d’olive pour les gras alimentaires et une faible consommation de
viandes et de produits laitiers (148, 150, 151). Les études démontrent que 1’adhérence a cette
diete est associée a la diminution de la mortalité reliée a plusieurs maladies telles que les
maladies cardiovasculaires et les cancers via ses actions antioxydantes et les effets

épigénétiques des nutriments qui la composent (152-155). De plus, la balance énergétique n’a
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pas été associée aux complications cardiométaboliques dans notre étude, indiquant que la sur-
ou sous-consommation de calories par rapport aux besoins ne constituent pas des facteurs
contributifs a ces facteurs de risque dans notre population. Ces résultats concernant
I’alimentation chez les survivants laissent croire que 1’effet des traitements, comme la
radiothérapie cranienne, serait plus important pour le développement des phénotypes
cardiométaboliques que la nutrition. Malgré le fait que dans notre étude nous n’avons pas été
en mesure de démontrer un bénéfice de I’alimentation par rapport au SM, il est reconnu
qu’une dicte équilibrée a des avantages chez les survivants. Par exemple, dans une autre
cohorte de survivants de cancer pédiatrique, ne pas suivre les recommandations de la World
Cancer Research Fund et de la American Institute for Cancer Research (WCRF/AICR)
conférait un risque relatif de développer un SM de 2,2 a 2,4, suggérant que des changements
comportementaux peuvent modifier le risque de développer le SM (56). La prévention et
I’intervention précoce doivent donc étre priorisés, car I’accumulation de facteurs de risque au
début de 1’age adulte démontre un effet synergique sur la morbidité et la mortalité (57).
L’obésité étant la composante essentielle du SM, une approche orientée vers la gestion du
poids pourrait permettre de corriger, dans la plupart des cas, les anomalies métaboliques,
conférant la di¢te comme bonne piste de solution (4).

Une force importante de cette étude est 1’évaluation exhaustive du risque
cardiométabolique a laquelle tous les participants de la cohorte se sont soumis. Ceci a permis
d’obtenir un phénotypage optimal des patients. La méthode d’analyse utilisée, regroupant
I’analyse des variantes rares et combinées (variantes rares et communes) constitue une
avancée par rapport aux GWAS traditionnels. Selon la théorie de I’évolution, les alleles

déléteres causant une maladie sont de faible prévalence dans la population (86, 92). On peut
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donc s’attendre a ce que ces variantes rares aient de plus gros impacts fonctionnels que les
variantes communes (156). Par contre, 1’approche servant a détecter des associations avec des
variantes communes consiste a tester chaque SNP individuellement en utilisant une table de
contingence standard et une méthode de régression. Cela n’est pas adéquat pour les variantes
rares, car ce type de test a peu de pouvoir statistique pour détecter de petites différences de
fréquence entre les groupes phénotypiques (88). Des méthodes qui évaluent 1’effet conjoint de
plusieurs variantes rares a travers une région du génome sont maintenant disponibles (88). Ces
méthodes d’analyse se basent sur la charge en mutation d’une région génomique (par exemple
un gene) et la traduisent en une variable qui est testée pour des associations avec le trait
d’intérét (89, 157). Ces tests sont puissants lorsque la plupart des variantes dans une région
sont causals et ont un effet dans la méme direction en ce qui concerne le phénotype. Par
contre, lorsqu’une grande fraction des polymorphismes n’est pas causale et que 1’effet des
variantes s’oriente dans différentes directions, un test SKAT est plus approprié (157). Dans
une étude de I’exome, il est fort probable de rencontrer ces deux scénarios, c’est pourquoi
I’utilisation d’un test SKAT-O nous a permis de contourner ce probléme. Ce test se comporte
automatiquement comme un test de charge en mutation, quand ce dernier est plus puissant
qu’un test SKAT, et il se comporte comme un test SKAT quand celui-ci est plus puissant que
le test de charge (157, 158). En utilisant cette approche statistique, il nous a donc été possible
de mettre a jour des associations qui n’auraient pas pu é&tre identifiées via des analyses
d’association traditionnelles (159). Une limite de notre étude était la taille limitée de la cohorte
et de ce fait une puissance d’analyse non optimale, particulierement pour I’analyse des
variantes rares. Des études de réplication dans d’autres cohortes de survivants de la LLA

seront nécessaires pour confirmer les associations observées. Il est aussi pertinent de noter que
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cette étude a été effectuée chez les survivants de la LLA pré-B seulement, donc les résultats ne

sont pas généralisables aux patients atteints d’autres types de leucémies telle la LLA pré-T.
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CHAPITRE 5- CONCLUSION

En conclusion, notre étude a démontré que 60% des survivants de la LLA pédiatrique
sont affectés par au moins un facteur de risque cardiométabolique, ce qui justifie la mise en
place de stratégies de dépistage et de prévention. Les biomarqueurs génétiques peuvent
contribuer a identifier les patients a risque afin de mettre en place les mesures appropriées.
Une accumulation de variantes rares et communes dans les génes BAD et FCRL3 était associée
au risque développer un phénotype extréme. L’age et I’exposition a la radiothérapie cranienne
¢taient aussi associés au risque accru de développer ce phénotype. Des variantes communes
dans les genes OGFOD3 et APOB et des variantes rares et communes dans BAD étaient reliés
a la dyslipidémie. Les variantes communes 1rs2286615 (BAD) et rs2228541 (SERPINAG)
avaient un impact sur le risque de développer ’obésité et la résistance a I’insuline,
respectivement. Le sexe masculin augmentait le risque d’étre atteint de pré-HTA et aucune
variante génétique n’a été identifiée en lien avec ce phénotype. Cette étude contribue a
améliorer notre compréhension du rdle des variantes génétiques dans la prédisposition aux
complications cardiométaboliques a long-terme chez les survivants de la LLA pédiatrique. Ces
biomarqueurs pourront servir a élaborer des stratégies de prévention, personnaliser le
traitement et améliorer le suivi de ces patients a haut risque afin de minimiser les séquelles a
long terme. D’autres études seront nécessaires pour démontrer les liens et nos résultats

supportent que ces ¢tudes soient menées.
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ANNEXES

Tableau IV : Sélection de génes impliqués dans les voies cardiométaboliques

SHIT
AIBG
AICF
A2M
AACS
AADAC
AAMDC
AAMP
AANAT
AASDHPPT
AASS
AATF
ABAT
ABCI
ABCAI
ABCAI2
ABCA4
ABCAS
ABCA7
ABCBI
ABCBI11
ABCB4
ABCB6
ABCCI
ABCC2
ABCC4
ABCCS
ABCDI1
ABCD?2
ABCD3
ABCGI
ABCG2
ABCG4
ABCGS
ABCGS
ABCR
ABHDI?2
ABHD3

ABLI
ABO
ABPI
ACAAI
ACAA2
ACACA
ACACB
ACADI
ACADI0
ACADI1
ACADS
ACADY
ACADL
ACADM
ACADS
ACADSB
ACADVL
ACAN
ACATI
ACAT?2
ACBD3
ACBD4
ACBDS
ACBD6
ACBD7
ACCNS3
ACE
ACE?2
ACKR?2
ACKR3
ACKR4
ACLY
ACOTI
ACOT?2
ACOTH4
ACOT7
ACOTS
ACOXI

ACPI
ACP2
ACPS5
ACR
ACSBGI
ACSBG2
ACSF3
ACSLI
ACSL3
ACSL4
ACSLS
ACSL6
ACSM1
ACSM3
ACSS1
ACSS2
ACTL6B
ACVRI
ACVRIC
ADA
ADAM17
ADAMS
ADAMY
ADAMTS]
ADAMTSI2
ADAMTS3
ADAMTS7
ADAMTSS
ADAMTS9
ADAMTSLS
ADAPI
ADAP?2
ADCYI
ADCY2
ADCY3
ADCY4
ADCYS5
ADCY6

ADDI
ADD?2
ADFP
ADGB
ADHIA
ADHIB
ADHIC
ADH4
ADHS5
ADH6
ADH7
ADII
ADIG
ADIPOQ
ADIPORI1
ADIPOR?
ADIRF
ADM
ADM?
ADNP?2
ADORAI
ADORA24
ADPRHL?
ADRAIA
ADRAIB
ADRAIC
ADRAID
ADRA2A
ADRA2B
ADRA2C
ADRBI
ADRB?
ADRB3
ADRBK1
ADRBK2
AEBPI
AFF1
AFM

AGBLS5
AGER
AGMO
AGPS
AGR2
AGR3
AGRN
AGRP
AGT
AGTRI
AGTR2
AGXT
AHSG
AIF]
AIFM1
AIM?2
AIR
AIRE
AIRN
AK7
AKAPII
AKRIBI
AKRIBI0
AKRIBI5
AKRICI
AKRIC2
AKRIC3
AKRIC4
AKRIDI
AKR7A2
AKR7A43
AKTI
AKTISI
AKT?
ALB
ALDHI6A41
ALDHI8A41
ALDHIAI

ALDHILI
ALDHIL?
ALDH?
ALDH3A1
ALDH3A42
ALDH3BI
ALDH3B2
ALDH4A1
ALDHS5A1
ALDHO6A1
ALDH7A1
ALDH8A1
ALDH9A41
ALDOA
ALDOB
ALDOC
ALKBH3
ALKBHS
ALMS]
ALOXI?2
ALOXI2B
ALOX15
ALOXI5B
ALOXS5
ALOX5AP
ALOXES3
ALX4
AMACR
AMBP
AMBP
AMERI
AMER?
AMH
AMPD?
AMPH
AMT
ANAPC4
ANAPCS

ANGPT?
ANGPT4
ANGPTL3
ANGPTL4
ANGPTLS
ANGPTL6
ANGPTL7
ANK1
ANKFYI
ANKK1
ANKLE?
ANKRA?2
ANKRDI
ANKRD?
ANKRD26
ANKRDS55
ANKSI1A4
ANO6
ANPEP
ANXAI
ANXAI10
ANXAII
ANXAI3
ANXA2
ANXA2P2
ANXA3
ANXA4
ANXAS
ANXA6
ANXA7
ANXAS
ANXASLI
ANXASL2
ANXA9
AOAH
A0CI
A0C2
A0C3



ABHDS5 ACOX2 ADCY7 AGAPI ALDHIA2  ANAPC7  AOPEP
ABHDG6 ACOX3 ADCYS AGAP3 ALDHIA3  ANG AOXI
ABI3BP ACOXL ADCYY AGBL2 ALDHIBI  ANGPTI AP2M1
AP3BI AR ASPDH ATP6V0A4 B4GALNT2 BID C2CD44
AP3S1 ARAF ASPM ATP6VOB  B4GALTI BIN2 C2CD4B
APBAI ARAPI ASS ATP6VOC  BAAT BIRCS C2CD5
APC ARAP?2 ASS1 ATP6VODI BACHI BLK C2orfl6
APCS ARAP3 ASXLI ATP6V0OD2 BACH?2 BLNK C3
APEX] AREG ASXL?2 ATP6VOEI BAD BLRI C3
APLN ARF1 AT3 ATP6VOE2 BAG4 BMP2 C34R1
APLNR ARF4P4 ATF3 ATP6VIA  BAGS BMP4 Cc44
APLPI ARFGAP2 ATF4 ATP6VIBI BAIAP? BMP6 C4B
APLP2 ARFIPI ATF6 ATP6VIB2 BAIAP2L1  BMP7 Cs5
APOAI ARFIP? ATGI3 ATP6VIC]l BAIAP2L2  BMPSA Coorfl5
APOA?2 ARGI ATGS ATP6VIC2 BAKI BMPR2 C7orf24
APOA4 ARHGAP26  ATGL ATP6VID  BAMBI BNIP3 C8G
APOAS ARHGAP32  ATHLI ATP6VIEI BBOXI BPI c9
APOB ARHGAP33  ATM ATP6VIE2 BBSI2 BPIFA2 CYorf3
APOBEC] ARHGAP44  ATNI ATP6VIF  BBS2 BPIFC CAl
APOBR ARHGAPY9 ATOXI ATP6V1GI BBS4 BRAF CAB39
APOCI ARHGEF11 ATPI10A4 ATP6V1G2 BBSS5 BRCAI CAB39L
APOC2 ARHGEF?2 ATPI10B ATP6VIG3 BCAN BRCA2 CABCI
APOC3 ARID5B ATP10D ATP6VIH BCARI BRE CACNAIC
APOCH4 ARLI1S5 ATPI1A4 ATP7A4 BCDIN3D  BRIPI CACNB2
APOD ARL4A ATPIIB ATPS BCDO2 BRL CACTIN
APOE ARL6 ATPI1IC ATP8A1 BCHE BRSK?2 CAD
APOF ARLG6IPS5 ATPI24 ATP8A2 BCKDHA BSCL2 CADM?2
APOH ARMS?2 ATPIAl ATP8B1 BCKDHB BTC CALBI
APOLI ARNT ATPIA2 ATP8B2 BCKDK BTK CALCA
APOL2 ARNTL ATPIA3 ATP8B3 BCL10 BTRC CALCR
APOL3 ARPPI9 ATPI1A4 ATP8B4 BCL11A4 BUDI3 CALDI
APOLS ARRBI1 ATPIBI ATP94 BCL2 Cl0orf70  CAMKID
APOM ARRDC3 ATPIB2 ATPY9B BCL241 Cllorfll CAMK?2B
APOO ARVI ATPIB3 AURKAIP]I BCL3 Cllorf49  CAMK4
APP AS1 ATP2A41 AVP BCL7B Cllorf75  CAMKK2
APPLI ASAPI ATP2B1 AVPRIA BDH]1 CIQBP CAMKV
APRT ASICI ATP2B2 AVPRIB BDH?2 CIQL4 CAMP
APTX ASIC2 ATP4A4 AVPR2 BDKRBI CIQTNF1 CAPNIO
AQPI ASIC3 ATP6 AXINI BDKRB?2 CIQTNF3 CARDI14
AQP2 ASIC4 ATP6API AXL BDNF CIQTNF4 CARDY
AQP3 ASICS ATP6AP2 AZGPI BESTI CIQTNF5 CARMI



AQP4 ASIP ATP6V0AI  AZI2 BFAR CIS CARS
AQP7 ASM ATP6V042 AZUI BGLAP C20orf161 CARTPT
AQPS ASPA ATP6V0A2  B2M BHLHE2?2 C2CD2L CASP3
CASPS CCL28 CD3EAP CESI CLNS8 COX15 CREBL?
CASPSAP2 CCL3 CD4 CETP CLOCK Ccox2 CRH
CASR CCL3L1 CD40 CFB CLU COX3 CRHBP
CAT CCL4 CD40LG CFH CLVS1 COX411 CRHRI
CAV1 CCL4LI CD44 CFTR CLVS2 COX412 CRIM1
CAV2 CCL5 CD58 CH25H CMAI COX54 CRISPLD?
CAV3 cCL7 CD68 CHCHD4 CMAHP COX641 CRK
CBL CCLS CD70 CHCHDY9 CMIP COX642 CRLF1
CBLB CCNBI CD74 CHD6 CMKLRI COX6B1 CROT
CBRI CCRI CDCI123 CHDH CNBP CcoxeC CRP
CBR3 CCRI0 CDC2 CHGA CNDPI COX741 CRTC2
CBR4 CCR2 CDC27 CHI3LI CNDP2 COX742 CRYI
CBS CCR3 CDC42 CHIA CNNM?2 COX742L  CRY2
CCBP2 CCR4 CDC6 CHMP24  CNRI COX742P2 CRYAB
CCDC121 CCR5 CDCA7L CHMP3 CNTF COX7B2 CRYGD
CCDC80 CCR6 CDHI CHN2 CNTFR Ccox7c CRYLI
CCDC85B CCR7 CDHI3 CHODL CNINI COXI CRYZ
CCDC884 CCRS CDH13 CHPTI Col CP CRYZLI
CCDCY2 CCR9 CDH?2 CHRD col CPA3 CSDE]
CCHCRI CCRLI CDH5 CHRM1 coll CPB2 CSF1
CCK CCRL2 CDIPI CHRM3 comi CPE CSFIR
CCKAR CCRN4L CDIPT CHRMS5 COLI341 CPEBI CSF2
CCKBR ccs CDK1 CHRNA3  COLIAI CPEB2 CSF2RB
CCLI CDI14 CDK1I6 CHRNB2  COL2541 CPEB4 CSF3
CCL11 CDI163 CDK2 CHRNB4  COL4Al CPNI CSK
CCLI3 CDIA CDK5 CHSTI2 COL4A42 CPNE] CSNK2A41
CCL14 CDIB CDKALI CHSTI5 COL4A4A3BP CPNE3 CSPG3
CCL15 CDIC CDKNIB CHST3 COL5A1 CPNE6 CSRPI
CCLI16 CDID CDKN24 CHUK COL5A43 CPOX CST3
CCL17 CDIE CDKN2B CIB1 COLEC]2 CPSI CTBPI
CCLI8 CD226 CDKN3 CIITA COMMDI CPTI4 CTBP2
CCLI19 CD24 CDX2 CKLF COMMD7  CPTIB CTF1
cCcL2 CD27 CEBPA CLCF1I COMP CPTIC CTFR
CCL20 CD276 CEBPB CLCNKB  COMT CPT2 CTGF
CCL21 CD28 CECRI CLECI6A COQ6 CPTP CTLA4
CCL22 CD24P CEL CLEC3B coQ7 CRABPI CTNNBI1
CCL23 CD3004 CELF1 CLIC2 COQ9 CRABP2 CTNNBIPI
CCL24 CD320 CELSR2 CLICS CORIN CRAT CTNNBLI1

il



CCL25 CD34 CEMIP CLIPI COTLI CREBI CTNNDI
CCL26 CD36 CEPI104 CLIP2 00)¢} CREB3 CTSB
CCL27 CD38 CERS6 CLIP3 CcoXxi0 CREBBP CTSG
CTSH CYcs CYP2GI DAGLB DHFR DONSON  EDA
CTSK CYGB CYP2GIP  DAO DHFRLI DPEP] EDA2R
CTSL CYLD CYP2J2 DAPPI DHODH DPP4 EDAR
CTSL?2 CYP1IAl CYP2RI DATI DHPS DPT EDG2
CTSS CYPI11BI1 CYP2S1 DBH DHRS?2 DPYSL3 EDNI
CTSZ CYPI11B2 CYP2UI DBI DHRS3 DPYSL5 EDN?2
CUBN CYPI7 CYP2W1 DBP DHRS4L2 DRI EDN3
CUL3 CYPI7A41 CYP3941 DCD DHRS7C DRD?2 EDNRA
CX3CL1 CYPI19 CYP344 DCN DHRSY9 DRD3 EDNRB
CX3CRI CYPI9A41 CYP3443 DCSTAMP DHS DRD4 EEF1A42
CXCLI CYPIAI CYP345 DDAHI DHTKDI DRDS5 EEFIB2P?
CXCLI10 CYPIA42 CYP347 DDAH?2 DHX30 DROSHA  EEF2K
CXCLI11 CYPIBI CYP46A1 DDB2 DHX34 DSGI EFCAB4B
CXCLI2 CYP20A1 CYP4A411 DDC DIABLO DSPP EFNAS
CXCLI3 CYP21 CYP4A422 DDIAS DIANPH DUOX]I EGF
CXCL14 CYP21A2 CYP4B1 DDIT4 DIOI DUOX2 EGFR
CXCLI6 CYP2IB CYP4FI11 DDO DIO2 DUOXAI  EGLNI
CXcLz CYP24A1 CYP4F12 DDX1 DKK1 DUSIL EGLN?2
CXCL3 CYP26A1 CYP4F2 DDX23 DKKLI DUS2 EGLN3
CXCL5 CYP26B1 CYP4F22 DDX60L DLAT DUS2L EGRI
CXCL6 CYP26C1 CYP4F3 DECRI DLD DUS3L EHBPI
CXCLS CYP27A41 CYP4F$ DECR?2 DLG3 DUS4L EHDI
CXCLY CYP27B1 CYP4V2 DEFAI DLG4 DUSPI EHHADH
CXCRI CYP27CI CYP4X1 DEFAIB  DMD DUSPY EHMTI
CXCR2 CYP2413 CYP4Z1 DEFBI DMPK DYR EIF24K]1
CXCR3 CYP246 CYP4Z2P  DEFBl114 DMWD DYRKIB EIF24K3
CXCR4 CYP246V2 CYP51A1 DEGSI1 DNAHI0 DYSF EIF2B4
CXCRS5 CYP247 CYP51A1 DEGS?2 DNAJAI DYTI10 EIF4B
CXCR6 CYP2B CYP7A41 DENND4C DNAJA3 E2F1 EIF4E
CYB CYP2B6 CYP7A41 DFFB DNAJC27 EBF2 EIF4EBPI
CYB561 CYP2B7 CYP7BI DGATI DNAJC5G  EBI2 EIF4EBP2
CYB54 CYP2C CYPS8BI DGAT? DNLZ EBI3 EIF4G1
CYB5B CYP2CI8 CYR61 DGIC DNM3 EBP EIF542
CYB5D1 CYP2CI9 CYTB DGKA DNIT ECEI ELA2
CYB5D?2 CYP2CS CYTH3 DGKB DOC24 ECHI ELANE
CYB5R3 CYP2C9 D2HGDH  DGKD DOC2B ECHSI ELK]
CYB5R4 CYP2D6 DAB2 DGKG DOCK7 ECII ELMOI1
CYBA CYP2D7 DAB2IP DGKK DOHH ECI2 ELN



CYBB CYP2D7P1 DACTI DHCR24  DOKI ECMI ELOVLI
CYBRDI1 CYP2E] DAGI DHCR7 DOK?2 ECM2 ELOVL2
CYci CYP2FI DAGLA DHDDS DOK7 ECT2 ELOVL3
ELOVLA4 ESM1 FADS6 FER FLJ00307 FOXO1I GC
ELOVLS5 ESRI FAF1 FERMT2  FLJ00336 FoxO3 GCAT
ELOVL6 ESR2 FAIM?2 FES FLJ00380 FOX0O4 GCDH
ELOVL7 ESYTI FAMI1324  FFARI FLJ16008 FOXP3 GCG
EMILINI ESYT2 FAMI34 FFAR2 FLJ20551 FRMD3 GCGR
EMP2 ESYT3 FAM213B  FFAR3 FLJ20701 FRMPD4  GCHI
EMR2 ETFDH FAM21C FFAR4 FLJ22222 FRS2 GCK
END ETHEI FAM3D FGA FLJ25006 FRZB GCKR
ENG ETS1 FAMS57B FGB FLJ30934 FSHR GCLC
ENOI ETVS FAMS844 FGFI FLJ33641 FST GCLM
ENO2 EVAIC FANCC FGFI0 FLJ37953 FSTLI GFER
ENO3 EXOCI FANCD?2 FGFI2 FLNA FTCD GFPTI
ENPEP EXOSC4 FANCL FGF14 FLNB FTCDNLI GFRAI
ENPPI EXT2 FARI FGFI6 FLOT? FTO GFRA2
ENPP2 EXT3 FAR2 FGF17 FLTI FURIN GFRA4
ENPP3 EZH? FAS FGFI8 FLT4 FXN GGCT
ENPP7 Fl10 FASLG FGFI19 FLVCR2 FXYD2 GGCX
ENSA FI1 FASN FGF2 FMOI FYB GGPPS
EP300 FIIR FATI FGF20 FMO2 FYN GGPS1
EPASI Fi2 FAT3 FGF21 FMO3 G3BP2 GGT1
EPHA?2 F1341 FAXDC2 FGF22 FMO4 G6B GGT2
EPHAS F2 FBLN5 FGF23 FMO5 G6PC GGI3P
EPHB?2 F2R FBLN7 FGF3 FMO6P G6PC2 GGT5
EPHX2 F2RL1 FBPI FGF4 FNI G6PC3 GGI6
EPO F2RL2 FBP2 FGF5 FN3K G6PD GGT7
EPOR F3 FBX038 FGF6 FNDC3B GABI GGTAIP
EPX F5 FBX0O46 FGF7 FNDC4 GAB2 GGTLCI
ERAPI F7 FBXW11 FGF8 FNDC5 GADI GGTLC2
ERAP2 F8 FBXW7 FGF9 FNTB GAD2 GGTLC3
ERBB? FA2H FCERIA FGFBPI FOLRI GAL3ST3  GHI
ERBB3 FAAH FCERIG FGFBP3  FOLR2 GAL3ST4  GHR
ERCC6 FABPI FCHO?2 FGFRI FOLR3 GALNT2 GHRH
ERGI FABP2 FCHSD2 FGFR2 FOLR4 GAPD GHRHR
ERLINI FABP3 FCRL3 FGFR3 FOS GAPDH GHRL
ERNI FABP4 FCRL6 FGFR4 FOSB GAPDHS  GHSR
EROIL FABPS5 FDFTI FGFRLI FOSLI GAS6 GIF
EROILB FADD FDPS FGG FOXA2 GATA2 GIGYFI
ERV3-1 FADSI FDXR FGR FOXA3 GATA3 GIGYF2



ERVFRD-1 FADS? FECH FIGF Foxc? GATA4 GIMAPS
ERVK-18 FADS2P1 FEMIB FKBPIA FOXM1 GBA GIP
ERVW-1 FADS3 FENI FKBPIB FOXN3 GBF1 GIPCI
GIPR GPC3 GRIKS HABP?2 HDACY HK?2 HPR
GJAI GPC4 GRIN3A HACDI HDGF HK3 HPSE?
GJA4 GPCS5 GRK4 HACD?2 HDLBP HKDCI HPX
GJAS GPC6 GRKS5 HACD3 HDLC3 HLA-A HRAS
GJB2 GPDI GRXCRI HACLI HDLCQI HLA-B HRASLS
GJB6 GPDIL GSK34 HADH HEBPI HLA-C HRASLS3
GK GPD2 GSK3B HADHA HEBP?2 HLA-DPAl HRG
GLIS3 GPERI GSN HADHB HEL-75 HLA-DPBl HRH3
GLOI1 GPI GSR HAGH HEL-S-101 HLA-DQAI HRI
GLRAI GPIHBPI GSS HAGHL HEL-S-102 HLA-DQA2 HSIBP3
GLRX GPLDI GSTAI HAMP HEL-S-128m HLA-DQBI HS3ST5
GLRX2 GPNI1 GSTA2 HAOI HEL-S-132P HLA-DQB2 HSDIIBI
GLRX3 GPNMB GSTK1 HAO2 HEL-S-270 HLA-DRA HSDIIB2
GLS2 GPRI01 GSTM1 HAPLNI HEL-S-274 HLA-DRBI HSDI7BI
GLTP GPRI119 GSTM?2 HAPLN2  HEL-S-2a HLA-DRB3 HSDI7BI2
GLTPDI GPRI2 GSTM3 HAPLN3  HEL-5-42 HLA-DRB4 HSDI17B4
GLTPD?2 GPR156 GSTM4 HAPILN4  HEL-S-44 HLA-DRB5 HSDI7B6
GLUDI GPRI17 GSTMS HAS?2 HEL-S-49 HLA-E HSDI17B7
GLUL GPRI183 GSTO! HAVCRI  HEL-S-51 HLCS HSDI17B8
GLYCTK GPR30 GSTO?2 HBAI HEL-S-64p HMG204  HSD3BI
GLYRI GPR37 GSTPI HBA2 HEL-S-67p HMGA?2 HSD3B2
GMDS GPR37L1 GSTTI HBB HEL-S-7 HMGBI HSD3B7
GMPPB GPR68 GSTZ1 HBD HEL-S-75p HMGCL HSF4
GMPR2 GPRCS5B GTF2I HBE] HEL-S-78p HMGCR HSIL5R3
GNAOI GPSM1 GTF34 HBEGF HEL-S-97n  HMGCSI  HSP90BI
GNAS GPXI GTF3C2 HBGI HEL30 HMGCS2  HSPAI4
GNBI1 GPX2 GUCA2B HBG2 HERC2 HMGIC HSPAIA
GNB2 GPX3 GUCYIA2 HBM HEY? HMGN3 HSPAIL
GNB2LI GPX4 GUCYIA3  HBQI HFE HMMR HSPA4
GNB3 GPX5 GUCYIB2 HBZ HGD HMOX]1 HSPBI
GNG2 GPX6 GUCYIB3  HCA64 HGF HMOX2 HSPB3
GNL3 GPX7 GUPI HCAR?2 HHATL HNF1A4 HSPDI
GNMT GPX$8 GYLTLIB  HCCS HHEX HNFI1B HT
GNPDA?2 GRBI0 GYPA HCNI HHIPLI HNF44 HTR2A
GOLPH3 GRB14 GYPB HCN2 HIBADH HOI HTR2C
GOLPH3L GRB2 GYPE HCN3 HIFI1A4 HOXB5 HTRA2
GOT1 GRB7 GYSI HCN4 HIPI HOXCI13 HuSAAlg
GOT2 GREM1 GYS2 HCPI HIPIR HP HYALI



GPIBA GREM?2 HIFX HDACH4 HIPK] HPD HYAL?
GPCl1 GRHPR H6PD HDACS HIRA HPGD HYAL3
GPC2 GRIDI HAAO HDAC6 HK1 HPGDS HYOUI
IAPP IFNAR?2 IL17RA IL4 ISL1 KCNHS KLB
IARS IFNBI ILI7RC IL4R ITCH KCNJ1 KLF14
ICAl IFNE IL18 IL5 ITGAI KCNJ11 KLF2
1CAM1 IFNG IL18BP IL5RA ITGA2 KCNJ2 KLF4
1COS IFNGRI ILISRI IL6 ITGA2B KCNJ4 KLF5
ID2 IFNGR2 ILI1SRAP IL6R ITGA3 KCNK4 KLHL3
ID4 IFNK ILI1A IL6ST ITGAS KCNK5 KLK]
IDDM10 IFNLI ILIB IL7 ITGA6 KCNK6 KLKBI
IDDM13 IFNW1 ILIF10 IL7R ITGAM KCNMAlI  KMO
IDDM15 IFT172 ILIR1 ILS ITGAV KCNMBI  KNGI
IDDM?2 IGF1 ILIR? ILSRB ITGBI KCNN4 KPNA4
IDDM4 IGFIR ILIRAP IL9 ITGB2 KCNQI1 KRAS
IDDM6 IGF2 ILIRAPL2  ILYR ITGB3 KCTD14 KREMENI1
IDDM7 IGF2BP2 ILIRLI ILDRI ITIHI KCTDI15 KRITI
IDDM$ IGF2R ILIRL? ILVBL ITIH2 KDM4A4 KRTI
IDE IGFBPI ILIRN IMPDH ITIH3 KDM4B KRTI18
IDH]I IGFBP2 IL2 IMPDHI  ITIH4 KDMA4E KRTS
IDH?2 IGFBP4 1L20 IMPDH2  ITIH4 KDM5A4 KRTCAP3
IDH3A IGHAI IL20RB IMPG2 ITPRI KDMS5B LADI
IDH3B IGHA?2 IL2] ING2 ITPR?2 KDM35D LAMA4
IDH3G IGHDI-14 IL2]R INHBB ITPR3 KDM6A4 LAMB3
IDI1 IGHDI-7 1122 INHBC VD KDM6B LAMC2
IDI2 IGHM IL22RA1 INPP5D 1YD KDR LANCLI
IDOI 1GJ IL22RA2 INPP5K JAGI KIAA0863 LANCL?2
IDO2 IGL 1L234 INS JAKI KIAA1462 LAYN
IER3 IkBa IL23R INSIG1 JAK? KIF11 LBP
IFIH] IKBKAP IL25 INSIG2 JAK3 KIF16B LBR
IFNAI IKBKB IL27 INSM?2 JAM3 KIF214 LCAT
IFNAIO IKBKG IL27RA INSR JARIDIC KIF9 LCK
IFNAI3 IL10 IL28B IPCEF1 JAZF1 KIR2DLI  LCNI
IFNAI14 IL10RA IL2RA IPF1 JDP2 KIR2DL3  LCNI2
IFNAI6 ILI0RB IL2RB 10CK JMIDIC KIR2DL5A LCN2
IFNAI7 IL11 IL2RG 1QGAPI JPH2 KIR2DS1  LCPI
IFNA2 IL124 IL3 1QGAP2 JUN KIR2DS3  LCT
IFNA21 IL12B 1134 IRAK1 JUP KIR2DS4  LDHA
IFNA4 ILI2RB1 1L364 IRAK4 KALI KIR2DS5  LDHALG6A
IFNAS IL13 IL36B IRG1 KAT2B KIR3DL3  LDHB
IFNA6 ILI3RAI IL36G IRS1 KBKB KIR3DS!  LDHC



IFNA7 IL15 IL36RN IRS? KBTBD4 KISSIR LDLR
IFNAS IL174 IL37 IRS4 KCNABI KITLG LDLRAPI
IFNARI ILI7F IL3RA IRX5 KCNC2 KL LEFTYI
LEFTY? LOC57149 LTF MARK1 MGEAS MRAS MYHI1
LEP LOC728835  LUM MASTL MGLL MRGPRXI MYH9
LEPR LOC89944 LXN MB MGMT MRPL33 MYLI
LEPRE] LONPI LY86 MBL?2 MGSTI MRPS12 MYL7
LEPRELI LOX LYN MCIR MGST? MS MYLK3
LEPREL? LOX2 LYPLALI MC2R MGST3 MS4A42 MYLPF
LEPROT LOXL3 LYPLALI MC3R MIA3 MSD MYO10
LGALS!I LPA LYST MC4R MICA MSMO1 MYOI16
LGALSS LPAL2 LYVEI MCAM MICALI MSRI MYOI18B
LGALSY LPARI MADD MCAT MICAL? MSRA MYOIB
LGP2 LPAR3 MAF MCCCl MICAL3 MSRB1 MYOIE
LGR4 LPINI MANF MCEE MICALLI MSRB?2 MYOIG
LGRS LPIN? MAOA MCHRI1 MIDN MSRB3 MYO54
LIAS LPIN3 MAPILC34 MCLI MIF MSTI61 MYOS5B
LIF LPL MAP2 MCP-3 MIOX MSTN MYOF
LIFR LPO MAP2K] MCPI MIRI6 MSX2 MYOHDI
LIGI LRAT MAP2K2 MCTPI MITD1 MT-COI1 MYOZ2
LILRBI LRBA MAP2K3 MCTP2 MKKS MT3 MYRF
LILRB2 LRGI MAP2K4 MCU MLCI MTCH?2 MYRIP
LIMK? LRP MAP2K5 MDHI1 MLHI MTHFD1  NACAIS4
LIN28B LRPI MAP2K7 MDHIB MLN MTHFDIL NADH?2
LIN7C LRPI2 MAP3K]1 MDH? MLSTS MTHFD2  NADH3
LINC00914 LRPIB MAP3KI14  MDK MLSTD1 MTHFD2L NADHA4
LINCO01193 LRP5 MAP3K5 MDM?2 MLXIPL MTHFR NADHA4L
LINGO?2 LRP6 MAP3K5 ME3 MLYCD MTHFS NADHS5
LIPA LRPS MAP3KS8 MECOM  MMAA MTIF3 NADH6
LIPC LRPAPI MAP4K?2 MECP2 MMAB MTLS5 NAGA
LIPE LRPPRC MAP4K4 MECR MMACHC — MTM]I NALCN
LIPF LRRFIPI MAP6 MEDAG MME MTMR9 NAMPT
LIPG LRRK?2 MAPK1 MELK MMPI MTNRIB  NANOS3
LIPH LSP1 MAPKI14 MERS MMPI11 MTOR NAPEPLD
LIPI LSR MAPK3 MESDC2  MMP2 MTR NAT?2
LIPT2 LSS MAPK7 MET MMP3 MTRR NAV2
LITAF LTA MAPKS METRNL  MMP9 MTTP NBAS
LMBRDI1 LTA4H MAPKS8IPI MFAPS MMSADHA MUT NBEA
LMNA LTB MAPK?9 MFGES MOK MVD NBEAL2
LMO3 LTB4DH MAPKAPI  MFN2 MOXD1 MVK NCALD
LOCI100509457 LTBP2 MAPKAPK2 MFSD24  MOXDZ2P MVP NCAN
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LOCI50223 LTBP3 MAPKAPK3 MGATI MPO MYBPC3  NCFI
LOC202789 LTBR MAPRE3 MGC34647 MPVI7 MYC NCFIB
LOC221955 LTC4S MAPT MGC42105 MRAP MYD88 NCFIC
NCF2 NDUFC2 NKX6-1 NPY NUDT7 OSBPL3 PARK?2
NCF4 NDUFSI NLGN2 NPYIR NUPRI OSBPLS5 PARK7
NCK1 NDUFS2 NLK NPY2R NUSI OSBPL7 PARPI
NCOR2 NDUFS3 NLRPI11 NQOI NXF1 OSBPLS PASK
NCX]1 NDUFS4 NLRP12 NROB2 NXN OSERI1 PAX2
NDI NDUFS5 NLRP3 NRICI NYAP2 OSM PAX4
ND?2 NDUFS6 NMB NRIDI 0A4S1 OSMR PAX6
ND3 NDUFS7 NME] NRIH2 0c90 OSR1 PBEF1
ND4 NDUFS8 NMES5 NRIH3 OCSTAMP  OTIC PBRM1
ND4L NDUFV1 NMU NRIH4 OGDH OXCTI PC

ND5 NDUFV2 NMUR?2 NRII1 OGDHL OXERI PCBDI1
ND6 NDUFV3 NNT NRI1I3 OGFODI OXRI PCBD2
NDI NEDD4L NODI NR2C2 OGFOD2 OXSM PCCA
NDNF NEFH NOD?2 NR2F2 OGFOD3 OXSR1 PCCB
NDORI1 NEGRI NOL3 NR3CI 0GGI OXT PCDHA4
NDST4 NEILI NONO NR3C2 oGT OXTR PCGF2
NDUFAI NEK2 NOS1 NR4A2 OLAH P2RX]1 PCK1
NDUFAI0 NEK4 NOS2 NR4A43 OLFM4 P2RX2 PCK2
NDUFAI2 NENF NOS24 NR5A1 OLRI P2RX7 PCLO
NDUFA2 NETI NOS3 NR35A2 OMAI P4HAI PCOLCE
NDUFA3 NEURODI NOSTRIN  NRAS OPHNI1 P4HA2 PCOLCE?2
NDUFA4 NF1 NOTCHI NRBPI OPLAH P4HA3 PCSK1
NDUFAS5 NFE2LI NOTCH?2 NRF1 OPN4 P4HB PCSK2
NDUFA6 NFE2L2 NOVA2 NRG1 OPRM1 P4HTM PCSK5
NDUFA7 NFE2L3 NOXI NRG3 ORI10X1 PA-PLAI  PCSK6
NDUFAS8 NFIL3 NOX4 NRPI ORI10Z1 PACSINI ~ PCSK7
NDUFA9 NFKBI1 NOXS5 NRP2 ORI3F1 PACSIN2  PCSK9
NDUFABI NFKB?2 NOXO1 NRXN1 OR4C45 PACSIN3  PCTKI
NDUFAFI NFKBIA NOXREDI  NRXN3 OR4X1 PAF1 PCTP
NDUFAF2 NFKBIB NPCI NSDHL ORS51E2 PAFAHIBI PCYOXI
NDUFBI NGB NPCILI NSMAF OR5641 PAFAH? PCYOXIL
NDUFBI10 NGF NPCILV NT5CIB OR5644 PAH PDC
NDUFB2 NGFRAPI NPC2 NT5C2 OR5TI PAK1 PDCDI1
NDUFB3 NHLH?2 NPCAI NT5DC2 ORG6F1 PAK4 PDCDI10
NDUFB4 NICNI NPFF NTF3 ORM1 PALLD PDE24
NDUFB)5 NIDI NPNT NTRK1 ORM?2 PALM PDE34
NDUFB6 NIDDM1 NPPA NTRK2 OSBP PAM PDE3B
NDUFB7 NIDDM? NPPB NUCB2 OSBP2 PANXI PDE4D

X



NDUFBS8 NIF3L1 NPRI NUDTI OSBPLI10 PAPSS1 PDESB
NDUFB9 NISCH NPR3 NUDTIO OSBPLIA PAPSS?2 PDGFA
NDUFCI NKX3-1 NPTXI NUDT3 OSBPL2 PARD3 PDGFB
PDGFC PFKFBI PIEZOI1 PLA2G2C PLEKHA5  POLD2 PPPIR3G
PDGFD PFKFB2 PIG59 PLA2G2D PLEKHA7  POLH PPPIRY9B
PDGFRA PFKFB3 PIGC PLA2G2E  PLEKHA8  POLM PPP2CA
PDGFRB PFKFB4 PIH PLA2G2F  PLEKHA8PI POLR2D  PPP2CB
PDHAI PFKL PIK3C24 PLA2G3 PLEKHFI  POMC PPP2RIA
PDHA2 PFKM PIK3C2B PLA2G44 PLG PONI1 PPP2RIB
PDHB PFKP PIK3C2G PLA2G4B  PLIN PON2 PPP2R4
PDHX PFNI PIK3C3 PLA2G4C  PLINI PON3 PPP2R5D
PDIA2 PFN2 PIK3CA PLA2G4D  PLIN2 POP7 PPP3CA
PDIA3 PGAM1 PIK3CB PLA2G4E  PLK2 POR PPP3CB
PDILT PGAM?2 PIK3CD PLA2G4F  PLK3 POSTN PPP6R1
PDK1 PGD PIK3CG PLA2GS PLODI POU2F1 PPP6R3
PDK?2 PGF PIK3R1 PLA2G6 PLOD?2 PP2CA PRCI
PDK3 PGGTIB PIK3R?2 PLA2G7 PLOD3 PP2CB PRCP
PDK4 PGIS PIK3R3 PLA2RI PLPI PP35 PRDM16
PDLIM]I PGK1 PIK3R4 PLACS PLSCRI PPAP2A4 PRDXI1
PDPK1 PGLYRPI PILRB PLAT PLSCR2 PPAP2B PRDX2
PDPN PGLYRP2 PIM?2 PLBI PLSCR3 PPARA PRDX3
PDSS1 PGLYRP3 PIM3 PLCBI PLSCR4 PPARB PRDX4
PDX1 PGLYRP4 PINK1 PLCB2 PLTP PPARD PRDX5
PelFe3 PGM1 PINLYP PLCB3 PLVAP PPARG PRDX6
PEBPI PGRMC1 PIR PLCB4 PMCH PPARGCIA PRELIDI
PECI PGRMC2 PITPNA PLCDI PML PPARGCIB PRELID2?
PECR PHA24 PITPNC1 PLCD3 PMP2 PPAT PRELP
PEE] PHACTRI PITPNM1  PLCD4 PMPCA PPBP PREX]
PELI1 PHACTR4 PITPNM3  PLCEI PMVK PPIAPI0O  PRG2
PELI2 PHF12 PKDI PLCGI PNKD PPIF PRG3
PELI3 PHF?2 PKD? PLCG2 PNKP PPIG PRH
PEMPT PHF21A4 PKD2L1 PLCHI PNLIP PPMIA PRKAAI
PEMT PHGDH PKLR PLCH?2 PNLIPRPI  PPMIB PRKAA?2
PEPD PHIP PKM PLCLI PNLIPRP2  PPMIG PRKABI
PEPD PHKG? PKN2 PLCL2 PNLIPRP3  PPMEI PRKAB?2
PER?2 PHLDA3 PLAIA PLCZI PNMAI PPPICA PRKACA
PEX11A4 PHPTI PLA2 PLDI PNMT PPPIRI24A PRKACB
PEX13 PHYH PLA2G10 PLD?2 PNPLA2 PPPIRI2C PRKACG
PEX16 PHYHDI PLA2GI124  PLD3 PNPLA3 PPPIRI5SB PRKAGI
PEX2 PIAS4 PLA2G12B  PLD4 PNPLA4 PPPIRI6B PRKAG?
PEX5 PICALM PLA2G15 PLD6 PNPLAS PPPIR34  PRKAG3



PEX7 PICK1 PLA2G16  PLEK PNPO PPPIR3B  PRKARIA
PF4 PID] PLA2GIB  PLEKHAI PNPTI PPPIR3C  PRKARIB
PF4V1 PIDD PLA2G24  PLEKHA3 POCS PPPIR3F  PRKAR2A
PRKAR?B PTCHI PTPRN RACI REG34 RORC SA4A42
PRKCA PTEN PTPRN2 RACGAPI REG3G ROS1 SAA44
PRKCB PTER PTPRO RADS2 REG4 RPA2 SAMMS50
PRKCD PTGDR PTPRR RAF1 REL RPE6S5 SARIB
PRKCE PTGDS PTPRS RAG2 RELA RPH34 SARS?2
PRKCG PTGER?2 PTPRU RAII RELB RPH3AL SATI
PRKCI PTGER3 PTPRZI RALDH?  RELN RPLI10A SBDS
PRKCZ PTGES PXDCI RAMP?2 REN RPL22 SBF2
PRKDI1 PTGES? PXDN RANBP?2 RENBP RPL274 SC5D
PRKDC PTGES3 PXDNL RAPGEFI REST RPL29 SC5DL
PRKRA PTGFR PXK RAPGEF2 RET RPL32 SCAP
PRKY PTGIS PXN RAPGEF5 RETN RPS13 SCARA3
PRL PTGRI PYCARD RAPGEF6 RGR RPS34AP24 SCARBI
PRLH PTGR2 PYCRI RARA RGS17 RPS6 SCARF1
PRLR PTGS1 PYCR2 RARRES2  RGS2 RPS6KAI  SCD
PRNP PTGS2 PYCRL RARRES3  RHBDD3 RPS6KA2  SCDI
PROC PTK2B PYDCI RASALI RHEB RPS6KA5  SCDS5
PROCAI PTN PYGL RASAL? RHO RPS6KBI  SCGBIAI
PRODH PTP4A42 PYROXD2  RASDI RHOA RPS6KB2  SCIN
PRODH?2 PTP4A43 PYY RASGRPI RHOB RPS6KCI  SCLY
PROM?2 PTPLAD?2 PZP RASGRP2 RHOQ RPTOR SCN10A4
PROXI PTPMT]I ODPR RASGRP3  RICS RREBI SCNI14
PRPF4B PTPNI QK1 RASGRP4  RIEG2 RRM1 SCNIA
PRRC24 PTPNI1 QPCTL RASLIOB  RIPKI RS1 SCNIB
PRRT? PTPNI1 ORFP RBICCI RLBPI RSPH6A SCN2A4
PRSSI PTPNI2 0SOX1 RBCK1 RNASE7 RSPOI SCN2A2
PRTN3 PTPNIS8 0S0X2 RBKS RNFI11 RSPO2 SCN2B
PS6KAI PTPN2 RABI0 RBM11 RNF34 RSPO3 SCN3A4
PSAP PTPN4 RABI11A RBM45 RNF41 RSPO4 SCN3B
PSD PTPN6 RABIIB RBPI RNF7 RXRA SCN4A4
PSD?2 PTPN9 RABIIFIPI RBP? RNLS RXRG SCN4B
PSD3 PTPRA RABIIFIP2 RBP3 RNPEP RYRI SCNS5A
PSD4 PTPRB RABIIFIP3 RBP4 RNPEPLI RYR2 SCN7A4
PSEN1 PTPRC RABIIFIP5 RBPS5 RNRI S100414 SCN8A
PSMB4 PTPRD RABI2 RBP7 RNUI-1 S10046 SCN9A4
PSMDI0 PTPRE RABI3 RBPJ RNUI-4 S10047 SCNNI14
PSMD9 PTPRF RAB31 RDHI0 ROCK1 S10048 SCNN1B
PSRC1 PTPRG RAB35 RDH14 ROMOI1 S10049 SCNNI1D

Xi



PSTPIPI PTPRH RAB3ILI RDHI6 ROPNIL S100G SCNNIG
PTAFR PTPRK RAB8A RDHS ROR2 S1PRI1 SCP2
PTBP2 PTPRM RABSB REEP3 RORA SA4A41 SCPEPI
SCYAI SERPINE1 SHROOM?2 SLCIAI SLC2745 SLC545 SLCO6A1
SDC1 SERPINE? SIDT?2 SLCIA2 SLC2746 SLC546 SLITI
SDCBP SERPINF1 SIGIRR SLCIA3 SLC28A41 SLC547 SLIT?
SDCCAG3 SERPINF?2 SIK?2 SLCI1A44 SLC2842 SLC6A1 SLMOI1
SDCCAGS SERPINGI1 SIM1 SLCIAS SLC2843 SLC6A411  SLMO2
SDF4 SESN1 SIN3A SLCIA6 SLC2941 SLC6412  SMAD?2
SDHA SESN2 SIR2 SLCIA7 SLC2943 SLC6A413  SMAD3
SDHAF?2 SESN3 SIRTI SLC2041  SLC2A41 SLC6A414  SMAD4
SDHB SESTDI SIRT2 SLC2042  SLC2A410 SLC6415  SMADS
SDHC SETX SIRT3 SLC2142  SLC2A411 SLC6A16  SMADG6
SDHD SFMBTI SIRT4 SLC2242  SLC2A42 SLC6A17  SMAD7
SDPR SFPQ SIRTS SLC2243  SLC2A44 SLC6A418  SMAD9
SDR42E1 SFRPI SIRT6 SLC2244  SLC2A48 SLC6419  SMARCCI
SDR42E2 SFRP2 SIRT7 SLC2245  SLC2A49 SLC6A2 SMC2L1
SDS SFTPAI SIVAI SLC2246  SLC30410  SLC6420  SMGS5
SECI4L2 SFTPA2 SKAPI SLC2249  SLC3043 SLC6A3 SMG6
SECI4L3 SFTPC SKOR1 SLC2341  SLC3048 SLC6A4 SMG7
SECI164 SFTPD SLCI0A41 SLC2342  SLC3241 SLC6A45 SMOC2
SEC16B SGIPI SLCI0A42 SLC2441  SLC3341 SLC6A46 SMPD1
SEC23B SGK1 SLCI10A43 SLC2442  SLC3442 SLC6A7 SMPD?2
SEC24B SGK2 SLC1044 SLC2443  SLC34A43 SLC6A8 SMPD3
SEHIL SGK3 SLC1045 SLC2444  SLC35B3 SLC6A9 SMPD4
SELE SGKL SLCI10A46 SLC2445  SLC35CI1 SLC7A42 SMPDL3A4
SELENBPI SGSM3 SLCI1A41 SLC2541  SLC3841 SLC8A1 SMPDL3B
SELL SH2B1 SLCI1A2 SLC25410 SLC3948 SLC8A2 SMTNLI
SELP SH2B2 SLCI241 SLC25411 SLC3A42 SLC8A43 SMURF1
SELPLG SH2B3 SLCI243 SLC25412 SLC4641 SLC8BI SMURF?2
SELS SH2DIA SLCI341 SLC25413 SLC4741 SLCYA41 SNAI2
SEMASA SH3BGRL3 SLCI342 SLC25414 SLC4Al SLCY9A42 SNAP23
SEPPI SH3GLBI SLCI343 SLC25417 SLC4A10 SLC9A43 SNAPYI
SEPTI2 SH3PXD2A4 SLCI1344 SLC25418 SLC4All SLC9A3RI SNAPC4
SEPX1 SH3PXD2B SLCI345 SLC25420 SLC4AIAP  SLC9A44 SNCA
SERPI SH3RF2 SLCI4A42 SLC25424 SLC444 SLC945 SNCB
SERPINA1 SH3YLI SLCI6A41 SLC25427 SLC4AS5 SLCY946 SNFILK?2
SERPINA10 SHBG SLCI7A41 SLC2543  SLC4A47 SLCY947 SNRK
SERPINA3 SHCI SLCI7A42 SLC25433 SLC4A8 SLCY948 SNRPD?2
SERPINAS SHC2 SLCI1743 SLC25447 SLC4A9 SLCY949 SNX1
SERPINA6 SHC3 SLC1744 SLC2741  SLC5A41 SLCICI SNX10
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SERPINA7 SHH SLCI745 SLC2742  SLC5A42 SLCOIBlI  SNXI11
SERPINCI SHOC?2 SLCI747 SLC2743  SLC5A43 SLCO241  SNXI2
SERPIND1 SHON SLCI941 SLC2744  SLC5A44 SLCO2B1  SNXI3
SNX14 SOX10 STARD3 SUPT7L TAP2 TGFB TMEM?214
SNX15 SOX13 STARD4 SUPV3LI  TAS2RI3 TGFBI TMEM?23
SNX16 SOX4 STARDS SUSD5 TAXIBPI TGFBI11 TMEM258
SNX17 SOX6 STATI SVIP TAZ TGFB2 TMEM27
SNX18 SP1 STAT3 SYBLI TBCIDI TGFB3 TMF1
SNX19 SP6 STAT4 SYBU TBC1D4 TGFBRI TMLHE
SNX2 SPAGS STATSB SYK TBCE TGFBR2 TMPRSS6
SNX20 SPC25 STAT6 SYN2 TBK1 TGFBR3 INC
SNX21 SPHK1 STAUI SYN3 TBL1Y TGFBRAPI TNDM
SNX22 SPI1 STBD1 SYP TBL2 TH INF
SNX24 SPINK1 STEAP2 SYTI TBX15 THADA TNFA
SNX25 SPNS2 STEAP4 SYT10 TBX3 THBD TNFAIP3
SNX26 SPON2 STK11 SYTI11 TBX5 THBS1 TNFAIP6
SNX27 SPPI STK24 SYTI2 TBXA2R THBS?2 TNFR2
SNX29 SPREDI STK25 SYT13 TBXAS1 THBS3 TNFRSF10A4
SNX3 SPRED?2 STK26 SYT14 TC2N THBS4 TNFRSF10B
SNX30 SPRY2 STK39 SYTI5 ICF1 THEMA4 TNFRSF11A4
SNX31 SPTB STOML2 SYT16 ICF2 THNSL?2 TNFRSF11B
SNX32 SPTBN1 STRADA SYT17 TCF20 TIAM]1 TNFRSF14
SNX33 SPTBN2 STRADB SYT2 TCF21 TICAM?2 TNFRSF18
SNX4 SPTBN4 STRN SYT3 TCF7L2 TIE] TNFRSF19
SNX5 SPX STRN3 SYT4 TCIRGI TIMD4 TNFRSF14
SNX6 SOLE STRN4 SYTS TCNI TIMMS50 INFRSF1B
SNX7 SRC STX12 SYT6 TCN2 TIMPI TNFRSF21
SNX8 SRDS5A3 STX17 SYT7 TCTA TIRAP TNFRSF25
SNX9 SREBF1 STXIA SYTS TCTEXID4 TJPI TNFRSF4
SOATI SREBF?2 STX2 SYT9 TDGF1 TKTLI TNFSF10
SOAT? SRF STX3 SYTLI TDO?2 TLR2 ITNFSF11
SOCS1 SRI STX3A4 SYTL2 TEC TLR3 ITNFSF12
SOCS2 SRXNI STX4 SYTL3 TECPRI TLR4 TNFSF13
SOCS3 SSPN STX7 SYTL4 TECR TLRS INFSFI13B
SOCS7 SSR1 STXS SYTL5 TECRL TLR6 ITNFSF14
SOD1 SSTR4 STXBP4 SZT2 TENM1 TLR7 ITNFSF15
SOD2 ST3GAL4 STXBP5L TABI TET? TLRY TNFSF18
SOD3 ST6GAL2 STXBP6 TAB?2 TET3 TM7SF2 TNFSF4
SOGAI STABI SUCLG2 TAB3 TF TMBIM1 TNFSF5
SORBS1 STABI SULF1 TACI TFAP2B TMED7 ITNFSF6
SORLI STAB2 SULF?2 TACRI TFF2 TMEM160 TNFSFS8



SORTI STAPI SULTIE] TACR3 TFR2 TMEM1614 TNFSF9
SOS1 STAR SUMO4 TAOK1 TFRC TMEM18  TNIK
SOST STARDI0 SUOX TAPI G TMEM195 TNKS
TNMD TRIMS54 TYRL UNQ768 VPS36 XRCCS5 ZNF516
TNNI3 TRIM?7?2 TYRPI UQCRI0 VPS4B YA61 ZNF3580
TNNI3K TRIP10 TYW3 UQCRI1 VRK2 YARS ZNF608
TNNT3 TRIP6 TYWS5 UQCRB VRK3 YBX3 ZNF622
TNXB TRPAI UACA UQCRC1  VSNLI YKT6 ZNF652
TOLLIP TRPC6 UBA52P6 UQCRH VTIlB YWHAB ZNF664
TOMM?20 TRPM?2 UBASH34A  UQCRHL VTN YWHAH ZNRF3
TOMMA40 TRPMS5 UBE1 UQCRQ VWF YWHAZ ZP4
TOPI TRPVI UBE2B USF1 WARS YYI

TORIA IN® UBE2N Usol1 WARS2 ZAN

TP53 15¢C2 UBE2V1 USPI5 WDFY4 ZBED3

TP5313 1SC22D2 UBE2Z UTRN WDRI12 ZBTBI16

TP53INPI TSPANS UBQLNI UTS2 WDR25 ZBTB7C

TPD52 TSPO UCN UTS2R WDR45 ZC3HI24

TPHI ISPO2 UCN3 ury WDR45B ZC3H4

TPH2 I1TF2 UCPI UXS1 WDR93 ZC3HCI

TPI1 ITN UCP2 VAMAS6 WDTCI1 ZCCHCI14

TPM]I TTPA UCP3 VAMP?2 WFS1 ZCCHC2

TPO TTR UGDH VAMPS WIF1 ZEB?2

TRA2B TUB UGT1I VAMPS WIPI1 ZFAND6

TRADD TUBB4B UGTIAI VATI WIPI2 ZFPM1

TRAF1 TUBB6 UGTIAL0 VCAMI WISP ZFPM2

TRAF2 TULPI UGTIA3 VCAN WNK1 ZFYVEL

TRAF3 TULP3 UGTI1A4 VCL WNK3 ZFYVEILG6

TRAF4 TWEAK UGTIA6 VcpP WNK4 ZFYVEI9

TRAF6 TWF1 UGTIA7 VDAC2 WNT1 ZFYVE26

TRAPI TWF?2 UGTIAS VDR WNT10B ZFYVE28

TRAPPCIO0 TXN UGTIA9 VEGF WNTI16 ZGLPI

TRATI TXN2 UGT2B15 VEGFA WNT34 ZHX2

TRB TXNDCI2 UGT2B17 VEGFA WNT5A4 ZHX3

TREM?2 TXNDC17 UGT2B4 VEGFB WNT5B ZIMIZ1

TRERF1 TXNDC2 UGT2B7 VEGFC WRN ZNF106

TRH TXNDC8 UHRFI1BPl VHL Wwox ZNF146

TRIAPI TXNIP ULK1 VILI WWTIRI ZNF207

TRIB1 TXNLI ULK?2 VIMP XBPI ZNF236

TRIB1 TXNRD1 ULK4 VKORCI  XCLI ZNF259

TRIB?2 TXNRD?2 UMOD VKORCILI XCL2 ZNF268

TRIB3 TXNRD3 UNC134 VLDLR XCRI1 ZNF277
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TRIL TYK? UNCI3B VNNI XLKDI ZNF3854
TRIM37 TYMS UNCI3C VPSI13C XPNPEP3  ZNF512
TRIM38 TYR UNCI13D VPS25 XRCCI ZNF513
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Tableau V: Sélection de genes impliqués dans les voies du méthotrexate et des

corticostéroides

ABCBI BCL2L1 HSP90AAlI PPAT ST13
ABCCI BCL2L11 HSPA4 PPRCI TBP

ABCC2 BID IL10 RCANI TXNIP
ABCC3 CASP3  ILIS SERPINA6 TYMS
ABCC4 CBS MCLI SHMTI UCN
ABCG2 CREBI  MTHFDI  SLCI1941 UCN2
ACPI CREBBP MTHFR SLC2241 UCN3
ADA CRH MTHFS SLC22411 ZBTBI16
ADORAI CRHRI  MTR SLC22412
ADORA24A CRHR2  MTRR SLC2242

ADORA2B DDIT4  NCOAI SLC2243
ADORA3 DHFR NCOA3 SLC2244
AKTI DUSPI  NCORI SLC2245
AOXI FKBP4  NCOR2 SLC2246
APOB FKBP5  NFKBI SLC2247
APOE FPGS NFKB?2 SLC2248

ATIC GART NR3CI SLCOIA2
BAD GGH PARPI SLCOIBI
BAK1 GSK3B  PIK3CA SLCO1B3
BAX GSTM1  POMC SLCOICI

BBC3 GSTTI PPARA SLCO2B1
BCL2 HSDI1Bl PPARGCIA SLCO4CI
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Tableau VI: Scores SIFT et PolyPhen-2 des variantes significatives de la liste
cardiométabolique
Analyse Géne Rare/commun Chromosome:  Identifiant Score PolyPhen-2  PolyPhen-2
position Rs SIFT (score (score
HDIV) HVAR)
Commun
OGFOD3 Commun chr17:80352303 rs62079523 0.04 0.648 0.127
BAD Commun chr11:64039175 rs2286615 0 . .
FCRL3  Commun chrl:157648543 rs2282284 0 0.59 0.134
Commun/Rare
BAD Rare chr11:64037572 Aucun 0 . .
Rare chr11:64051658 Aucun 0.05 0.999 0.995
Rare chr11:64039136 152286616 0
Commun chr11:64039175 rs2286615 0 . .
FCRL3  Rare chr1:157666076 rs148422137 0.65 0.978 0.745
Rare chr1:157666963 Aucun 0.03 1.0 0.997
Commun chrl:157648543 152282284 0 0.59 0.134
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Tableau VII : Scores SIFT et PolyPhen-2 des variantes significatives de la liste des voies du

méthotrexate et des corticostéroides

PolyPhen-2  PolyPhen-2

Chromosome:  Identifiant Score (score (score
Analyse Gene Rare/commun position Rs SIFT HDIV) HVAR)
Commun
BAD Commun chr11:64039175 1s2286615 0 . .
APOB Commun chr2:21231524 rs676210 0 1.0 0.999
SERPINA6 Commun chr14:94776221 rs2228541 0.07 0.001 0.01
Rare
CRHRI1 Rare chr17:43906973 rs75638861 0.02 0.0 0.0
CRHR?2 Rare chr7:30693081 rs77113016 0 0.986 0.92
Rare chr7:30695249 Aucun 0.03 0.979 0.877
Commun/rare
BAD Rare chr11:64037572 Aucun 0
Rare chr11:64039136 rs2286616 0 . .
Rare chr11:64051658 Aucun 0.05 0.999 0.995

Commun chr11:64039175 rs2286615 0
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