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RESUME

Introduction: L hypothése de 1’architecture génétique commune de phénotypes d’adiposité et de
pression artérielle a été testée chez les adolescents par Melka et al. (Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism, 2012) qui ont identifié cinq variants associés a I’indice de masse
corporelle, rs16933812 (PAXY5), rs7638110 (MRPS22), rs9930333 (FTO), 1s7120548 (MTCH?2) et
rs17773430 (MC4R), dont trois (PAXS5, MRPS22 et FTO) 1’était aussi avec la pression artérielle

systolique.

Objectif : Investiguer si les associations entre les cinq variants et 1’adiposité et la pression

artérielle sont répliquées dans une population d’age et de situation géographique similaire.

Méthodes: Les données proviennent de 1’étude Nicotine Dependence In Teens, une étude
longitudinale d’adolescents suivis a partir de 12 ans. L’ADN de 713 adolescents d’ascendance
européenne a été¢ génotypé et des mesures anthropométriques et de pression artérielle ont été
effectuées lorsqu’ils avaient en moyenne 13, 15, 17 et 24 ans. Les associations entre les cing
variants avec I’indice de masse corporelle et la pression artérielle systolique ont été estimées a

I’aide de modéles linéaires mixtes.

Résultats: Les associations des variants sur les genes FTO et MTCH?2 avec ’indice de masse
corporelle ont été répliquées, mais pas celles correspondantes aux variants sur MRPS22, PAXS5 et

MC4R. Aucune des associations avec la pression artérielle systolique n’a été répliquée.

Conclusion: Les facteurs proposés pour expliquer la réplication partielle des résultats
comprennent une différence de structure génétique entre les populations étudiées, une définition
différente du phénotype de pression artérielle et la surestimation de certains effets estimés dans

Melka et al.

Mots-clés : Adiposité, pression artérielle, association génétique, réplication, adolescence



ABSTRACT

Introduction : Melka et al. (Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 2012) tested the
hypothesis that adiposity and blood pressure share a common genetic architecture in adolescents.
They identified five single nucleotide variants, rs16933812 (PAX5), rs7638110 (MRPS22),
1s9930333 (FTO), 1s7120548 (MTCH?2) and rs17773430 (MC4R), associated with body mass
index, three of which (MRPS22, PAX and FTO) were also associated with systolic blood pressure.

Objective: To investigate if the reported associations between the five variants and adiposity and

blood pressure can be replicated in a population similar in age and geographical situation.

Methods: Data were drawn from the Nicotine Dependence In Teens study, a longitudinal study of
adolescents followed-up from 12 years old. The DNA of 713 adolescents of European ancestry
was genotyped and anthropometric and systolic blood pressure measurements were taken at age
13, 15, 17 and 24 on average. The associations between the five variants and both body mass index

and systolic blood pressure were estimated using linear mixed models.

Results: We replicated the associations of variants at genes /70 and MTCH?2 with body mass
index, but not those corresponding to MRPS22, PAX or MC4R. Further, none of the associations

with systolic blood pressure were replicated.

Conclusion: Explanations for the partial replication of results include differences in genetic
structures across study populations, different definitions of the blood pressure phenotype and the

overestimation of specific effects initially estimated by Melka et al.

Keywords: Adiposity, blood pressure, genetic associations, replication, adolescence
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CHAPITRE 1 - INTRODUCTION

L’hypertension est le probléme de santé responsable du plus grand nombre de mortalité et
de handicap dans le monde (1). Selon les données disponibles pour I’année 2015, I’hypertension
¢tait liée a environ 10 millions de déces et a la perte de 211 millions d’années de vie en bonne
sant¢ dans le monde (2). Le Canada se compare favorablement aux autres pays développés, ayant
une prévalence d’hypertension parmi les plus faibles et un niveau de traitement et de controle
parmi les plus élevés (3). Toutefois, I’hypertension affecte tout de méme pres de 25% des adultes
canadiens (4) et on estime que cette maladie compte pour 10% du budget canadien en soins de

santé (5).

L’hypertension se produit lorsque le sang exerce une pression élevée de fagon persistante
sur les vaisseaux sanguins. Au Canada, une personne est diagnostiquée comme hypertendue a la
suite de 1’observation d’une pression artérielle élevée (>135/85 mm Hg) en clinique de facon
automatisée et confirmée de fagcon ambulatoire (6). Ce seuil est déterminé par le niveau de pression
artérielle ou les bénéfices liés au traitement surpassent les inconvénients (7). Le fardeau pour la
santé associé a I’hypertension est reli¢ au développement de maladies cardiovasculaires, incluant
la cardiopathie ischémique et I’accident vasculaire cérébral (2). L’apparition de problémes de santé
peut toutefois survenir a des niveaux de pression artérielle inférieurs a ceux définissant
I’hypertension. En effet, on estime qu’a partir de 115/75 mm Hg, chaque ¢lévation de 20 mm Hg
de pression artérielle systolique (PAS) et de 10 mm Hg de pression artérielle diastolique (PAD)

double le risque de mortalité 1i¢ aux maladies du systéme cardiovasculaire (8).

L’hypertension se développe sur le long terme et pourrait prendre racine des I’enfance et
I’adolescence. De 2012 a 2015, environ 7% des adolescents canadiens agés de 6 a 19 ans avaient
une pression artérielle élevée (6-17 ans : > 90° percentile ou 120/80 mm Hg, 18-19 ans : > 120/80
mm Hg) (9, 10), comparativement aux 4% observés de 2009 a 2011 (10). Les enfants et les
adolescents présentant une préhypertension (90° au 95° percentile) ou hypertension (>95°
percentile) ont un risque plus important d’étre hypertensifs a I’age adulte (11) et présentent un
risque plus important de développer des troubles de sant¢ comme 1’hypertrophie du ventricule
gauche (12), I’athérosclérose (13) et 1’épaississement des artéres carotides (14) qui sont des

facteurs de risque de maladies cardiovasculaires a 1’age adulte (15). Il est donc essentiel de pouvoir
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identifier les enfants et les adolescents qui sont plus a risque de développer une pression artérielle

¢levée durant I’enfance et I’adolescence afin de prévenir ses effets néfastes a court et a long terme.

La pression artérielle est un trait multifactoriel qui peut étre influencé a la fois par des
facteurs de risques non modifiables comme la génétique et par des facteurs de risque modifiables
comme un niveau ¢élevé d’adiposité, une haute consommation d’alcool, un faible niveau d’activité
physique et une consommation excessive de sel (16). Plus spécifiquement, le surplus de poids est
I’une des causes principales de I’hypertension et contribue a 60% a 70% des cas chez les adultes
(17). Une méta-analyse de données longitudinales suggére que pour chaque augmentation de cinq
unités d’indice de masse corporelle (IMC) le risque d’hypertension augmente de 49% (18). Des
¢tudes effectuées sur des modeles animaux et des humains suggerent que le systéme nerveux
sympathique, le systéme rénine-angiotensine aldostérone, la compression rénale et la résistance au
leptine jouent un role dans I’hypertension induite par le surplus de poids (19). Ainsi, I’occurrence
grandissante du surpoids et de 1’obésité au sein de la population canadienne observée au cours des
dernieres années (20) est probablement une des raisons principales en lien a I’augmentation de la

prévalence de la pression artérielle (21).

Les données épidémiologiques s'accordent également pour soutenir que le lien entre
I’adiposité et la pression artérielle est présent dés 1’enfance et I’adolescence. Notamment, les
enfants en surpoids et en situation d’obésité montrent une augmentation de PAS d’environ 5 mm
Hg et 7 mm Hg, respectivement, comparativement a des enfants ayant un poids normal (22).
Egalement, pour chaque augmentation d’un décile d’IMC chez les adolescents, on estime que la
PAS augmente de 10 mm Hg (23). On observe que les jeunes ayant un niveau d’adiposité élevé
durant I’enfance et 1’adolescence, de méme ceux présentant une importante augmentation de

I’adiposité sont davantage a risque de développer une PAS élevée a I'age adulte (24-27).

Le lien observé entre 1’adiposité et la PAS pourrait étre expliquée en partie par la présence
de facteurs génétiques affectant les niveaux d’adiposité et de pression artérielle de fagon conjointe,
comme souligné dans I’hypothése de variants communs/multiples maladies introduite par Becker
(28). Cette hypothese fait référence a ce que certains variants génétiques communs aient un role
dans plus d’un trait relié. Cette hypothése est supportée par les résultats d’études qui suggerent
que la corrélation élevée observée entre 1’adiposité et la pression artérielle chez des jumeaux ou a

I’intérieur de famille aurait une explication génétique (29). Une étude précédente effectuée par
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Melka et al. (30) a identifié cinq variants génétiques associés avec I’IMC, dont deux nouveaux
découverts avec une analyse d’association pangénomique (genome-wide association study,
GWAS), au sein d’un échantillon de 598 adolescents agés de 12 a 18 ans de la région du Saguenay-
Lac-St-Jean au Québec, Canada. Trois de ces variants étaient également associés avec la PAS dans
le méme échantillon. Ces résultats n’ont toutefois pas été répliqués au sein d’autres échantillons

indépendants.

Examiner 1’architecture génétique sous-jacente a I’adiposité et la pression artérielle chez
les jeunes est important puisqu’on ne peut pas assumer qu’elle peut étre inférée directement aux
enfants et adolescents (31). Par exemple, les résultats d’une étude longitudinale sur des jumeaux
suggerent que les facteurs génétiques associés a la pression artérielle sont exprimés différemment
pendant I’enfance et le début de I’age adulte (32). De plus, examiner la susceptibilité génétique
chez les jeunes, qui sont rarement traités avec des médicaments antihypertenseurs et qui sont moins
affectés que les adultes par I’effet cumulatif de I’exposition a 1’environnement, pourrait aider a
identifier les facteurs génétiques qui affectent 1’adiposité et la pression artérielle (33, 34).
Cependant, les études examinant les facteurs génétiques qui influencent 1’adiposité et la pression
artérielle chez les jeunes sont peu nombreuses et elles ont généralement de plus petites tailles
d’échantillon comparativement aux études sur les adultes (35, 36), illustrant la nécessité a répliquer

les résultats précédemment rapportés.

L’importance de la réplication des études d’association génétique est aussi supporté par
I’impact du Winner’s Curse (37), décrit brievement ici et en plus de détails dans la revue de la

littérature (Chapitre 3.5 Réplication en études d’association génétique). Ce phénomene fait

référence a ce que I’effet de variants génétiques nouvellement découverts dans une GWAS est
souvent surestimé¢ dans 1’étude ayant effectué la découverte (38). Ce phénoméne s’applique
particulierement aux GWAS puisque les variants sont identifiés dans ces études a I’aide d’un seuil
de significativité tres strict. Ainsi, les variants identifiés pour réplications ultérieures sont ceux
dont les résultats sont extrémes dans le jeu de données et ceux-ci sont en fait souvent surestimeés
(39). Souvent, ce probleme survient lorsque le méme échantillon est utilisé pour identifier des
variants génétiques associés a un trait et pour estimer 1’effet (40), et que les variants identifiés le
sont en raison d’une significativité statistique (41). Globalement, ce phénomene complique la

réplication de résultats initiaux, particulierement si le calcul de la taille d’échantillon dans une
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étude de réplication est basé sur les surestimations des tailles d’effet de 1’¢tude initiale, ce qui peut

résulter en une puissance non suffisante dans 1’étude de réplication (42).

Ce mémoire vise a apporter davantage de connaissances concernant les facteurs génétiques
affectant I’adiposité et la pression artérielle chez les jeunes. L’approche privilégiée est celle de la
réplication d’analyses déja publi¢es par Melka et al. (30) qui ont identifié cinq variants génétiques
associés avec 'IMC sur les génes FTO (rs9930333, p = 1,9x10%), MTCH2 (157120548, p =
1,9x10%), MC4R (rs17773430, 5,8x10°°), PAX5 (rs16933812, p = 5.2%x10°) et MRPS22
(157638110, p = 4,6x10®), desquels 1s9930333 (p = 0,01), rs16933812 (p = 0,0007) et 17638110
(p = 0,02) étaient également associés avec la PAS dans le méme échantillon de 598 adolescents
agés de 12 a 18 ans de la région du Saguenay-Lac-St-Jean. Le mémoire capitalise sur 1’existence
de données mesurées sur des adolescents d’age semblable pour tenter de répliquer les résultats de
Melka et al. (30). Les données en question proviennent de 1’étude Nicotine Dependence In Teens
(NDIT) (43) et sont tirées d’étudiants agés de 12 ans suivis longitudinalement jusqu’a I’age adulte
dans la région de Montréal au Québec, Canada. Contraster les résultats de deux études dont les
populations sont semblables réduit les facteurs pouvant causer I’inconsistance de résultats, et
permet ainsi de mieux valider la plausibilit¢ des résultats observés dans 1’étude initiale. Le
mémoire est organisé en sept chapitres. Le chapitre 2 présente 1’objectif spécifique du mémoire.
Le chapitre 3 contient la revue de la littérature. Le chapitre 4 décrit les méthodes utilisées. Le
chapitre 5 présente les principaux résultats sous forme de manuscrit d’un court article scientifique
(brief research report) en plus de présenter des résultats supplémentaires. Le chapitre 6 propose

une discussion des résultats obtenus et la conclusion du mémoire.
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CHAPITRE 2 — OBJECTIF DU MEMOIRE

La réplication de résultats obtenus dans une étude antérieure représente une bonne avenue
afin de renforcer les connaissances concernant 1’identification de variants génétiques affectant
I’adiposité et la pression artérielle. Melka et al. (30) ont détecté cinq variants associés a I’IMC sur
les génes PAX5, MRPS22, FTO, MTCH?2 et MC4R, dont deux nouveaux (PAX5 et MRPS22)
identifiés par GWAS, chez 598 adolescents agés de 12 a 18 ans du Saguenay-Lac-Saint-Jean. Les
variants sur les génes PAXS5, MRPS22 et FTO étaient également associés a la PAS dans le méme

échantillon.

L’objectif spécifique du mémoire consiste a répliquer les associations observées par Melka
et al. (30) au sein d’un échantillon d’adolescents semblables suivis longitudinalement a partir de
12 ans. On considére comme une réplication des effets statistiquement significatifs et dans la méme
direction que dans I’étude de Melka et al. (30). Plus spécifiquement, les associations a répliquer

sont les suivantes :

e Association des variants rs16933812 (PAX5), rs7638110 (MRPS22), 19930333
(FTO), 1s7120548 (MTCH?2) et rs17773430 (MC4R) avec I'IMC

e Association des variants rs16933812 (PAX5), rs7638110 (MRPS22) et rs9930333
(FTO) avec la PAS

Nous anticipons que certaines associations seront répliquées, mais pas toutes. Plus
specifiquement, puisque les genes FTO, MTCH?2 et MC4R sont déja connus pour leur lien avec
I’adiposité, les variants investigués sur ces genes devraient €tre répliqués pour I’association avec

I’'IMC.
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CHAPITRE 3 — RECENSION DES ECRITS

La recension des écrits présente en premier lieu les deux traits d’intérét du mémoire, soit
la pression artérielle et 1’adiposité. Pour chacun d’eux, on s’intéressera a leur définition, les
méthodes standards pour les mesurer, leur impact sur la santé et leur composante génétique
respective. Un apergu des écrits concernant la relation épidémiologique et génétique unissant la
pression artérielle et 1’adiposité est ensuite présenté, incluant la place qu’occupe 1’étude de Melka
et al. (30) dans cette littérature. On propose ensuite une description des variants génétiques
investigués et des geénes qui leur sont associés afin d’offrir une mise a jour des connaissances
relatives au role possible qu’ils peuvent jouer dans la régulation de la pression artérielle et de
I’adiposité. Finalement, I’importance de la réplication dans les études d’association génétique est
discutée. Les lecteurs moins familiers avec certains termes et méthodes utilisés en épidémiologie
génétique peuvent se référer a I’ Annexe A qui détaille certaines définitions et concepts de base des

¢tudes d’association génétique.

3.1 Pression artérielle

3.1.1 Définition conceptuelle

La pression artérielle se définit par la pression exercée par le sang sur les vaisseaux
sanguins. On distingue la PAS de la PAD. La PAS correspond a la pression exercée sur les
vaisseaux lors de la systole, soit la phase de contraction du coeur. La PAD fait référence a la
pression lors de la diastole qui correspond a la phase de remplissage du cceur (44). La pression
artérielle est influencée par le débit cardiaque et la résistance des vaisseaux sanguins périphériques.
Le débit cardiaque est fonction de la fréquence cardiaque et du volume d’¢jection systolique, lui-
méme influencé par le volume sanguin. Plus le débit cardiaque est €levé, plus la pression exercée
par le sang sur les vaisseaux sanguins est grande. La résistance vasculaire est principalement
influencée par le diameétre des vaisseaux sanguins. Plus le diametre des vaisseaux est petit, plus la
résistance vasculaire est grande et plus la pression artérielle est ¢levée. La résistance vasculaire est

régulée par le systeme nerveux autonome et des hormones vasomotrices (44).

La pression artérielle est un trait physiologique continu qui varie entre les individus. A
court terme, la pression artérielle d’un individu peut varier selon le moment de la journée, la
position du corps ou I’exercice physique (45). Bien que ces variations a court terme de pression

artérielle comportent des conséquences cardiovasculaires non négligeables (45), le mémoire se
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focalise sur 1’¢lévation chronique de la pression artérielle. Celle-ci survient lors du déréglement a
long terme de la régulation du débit cardiaque ou de la résistance vasculaire périphérique (44). La
régulation a long terme de la pression artérielle passe principalement par ’homéostasie de 1’eau et
du sel. Dans plusieurs cas, une augmentation de la pression artérielle chronique est établie en
réponse a un dysfonctionnement rénal nécessitant une pression efférente plus élevée afin de
conserver 1’équilibre entre la rétention et I’excrétion d’eau et de sel (46). La sensibilité au sel, le
systéme Rénine-Angiotensine Aldostérone, le remodelage structurel des vaisseaux sanguins, le
stress oxydatif et le systéme nerveux autonome contribuent également a la régulation au long terme
de la pression artérielle (46). Le surpoids et I’obésité, une consommation €élevée en sodium et faible
en potassium, un faible niveau d’activité physique et la consommation d’alcool représentent les

comportements modifiables les plus solidement associés a I’augmentation de la pression artérielle

(16).

2.1.2 Méthodes de mesure de la pression artérielle

Le sphygmomanomeétre au mercure est considéré comme 1’étalon d’or pour mesurer avec
précision la pression artérielle. Or, I’utilisation de ce type d’outil se fait de plus en plus rare en
raison de son interdiction d’utilisation en milieu clinique di aux risques pour la santé et pour
I’environnement causé par le mercure (47). Cet outil a largement été remplacé en clinique et en
recherche par les tensiometres anéroides et les oscillométres électroniques. Le tensiométre
anéroide requiert 1’auscultation comme son homologue utilisant le mercure, mais est reconnu pour
étre moins précis et nécessitant des calibrations fréquentes (48). L’oscillometre fonctionne en
détectant les oscillations dans le volume sanguin pulsatile dans la gaine posée au bras. Cet outil
est de plus en plus utilisé en raison de la facilité de son utilisation qui en fait un bon outil de mesure

de pression artérielle hors clinique (48).

Les mesures de pression artérielle peuvent étre effectuées soit en milieu clinique ou bien
hors clinique. Selon les lignes directrices 2020 pour le diagnostic, 1’évaluation des risques, la
prévention et le traitement de 1’hypertension d’Hypertension Canada (6), les mesures de pression
artérielle en milieu clinique peuvent étre effectuées de fagon manuelle ou préférablement de fagon
automatique a I’aide d’un oscillomeétre électronique. L utilisation d’appareils automatiques permet

d’obtenir une plus grande quantité de mesures et donc d’estimer la pression artérielle de maniere
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plus précise qu’avec une mesure ponctuelle. Aussi, I'utilisation d’appareils automatiques ne
requiert pas la présence d’un professionnel de la santé lors de la mesure. Cela permet d’éviter
I’inflation des valeurs de pression artérielle par ’effet de la blouse blanche. Cet effet correspond
a I’élévation de la pression artérielle chez un patient di a 1’anxiété en réponse a la présence du
professionnel de la santé (48). Les mesures automatiques devraient étre prises a 1 a 2 minutes
d’intervalle, la gaine placée sur le bras au niveau du cceur, et le patient placé en position assise, les
jambes non croisées et sans parler. L utilisation de mesures automatiques ne requiert pas une
période de repos avant les mesures, comparativement aux mesures manuelles qui nécessitent une
période de 5 minutes de repos préalables aux mesures. La premi¢re mesure manuelle doit étre
¢écartée et les deux mesures suivantes moyennées. Il est également important d’utiliser une gaine
de taille adéquate, surtout chez les patients en surplus de poids. L utilisation d’une gaine trop

étroite chez ces patients peut mener a des mesures de pression artérielle surélevées (6).

Les méthodes de mesures sont en majorité les mémes chez les enfants et les adolescents
que chez les adultes. Les mesures de pression artérielle en clinique peuvent étre effectuées avec
un sphygmomanomeétre anéroide ou un oscillomeétre électronique validé pour 1’dge visé et
devraient étre effectuées des I’age de trois ans (49). Puisque les données relatives a la pression
artérielle normalisée ont majoritairement été obtenues a I’aide d’un sphygmomanometre et
qu’encore peu d’appareils oscillométriques ont €té validés chez les enfants, les mesures de pression
artérielle anormalement €élevée avec un oscillometre devraient étre validées par auscultation (50).
Les mesures devraient également étre effectuées apres un repos de 5 minutes et en position assise.
La mesure devrait étre effectuée au bras droit puisque les données normatives pour ce groupe d’age
ont €té récoltées au bras droit des patients (50). Une attention particuliere devrait également étre
portée pour le choix de diamétre de la gaine du tensiometre utilisé chez les enfants afin d’éviter

des erreurs de mesure (51).

3.1.3 Effets néfastes d’une pression artérielle élevée

Comptant pour environ 10 millions de morts, 1’¢1évation de la pression artérielle était le
premier facteur responsable de morts prématurées en 2015 (2). La pression artérielle influence la
mortalité et la morbidité en étant un facteur de risque important pour plusieurs événements li€s au

systeme cardiovasculaire. Par exemple, la majorité de la perte des années de vie corrigées par
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I’incapacité associées avec 1’¢lévation de la PAS est relice a la maladie cardiovasculaire
ischémique et I’accident vasculaire cérébral (2). De plus, 1’¢lévation de la PAS et de la PAD est
un facteur de risque pour d’autres troubles cardiovasculaires incluant I’insuffisance cardiaque, la

maladie artérielle périphérique, et I’infarctus du myocarde (8, 52).

La conséquence directe de 1’¢lévation chronique de la pression artérielle est I’hypertension.
Celle-ci se produit lorsque le sang exerce une pression ¢levée de fagon persistante sur les vaisseaux
sanguins et fait référence a une élévation a un niveau ou les bénéfices du traitement, par
médicaments ou comportemental, dépassent les risques documentés dans les essais cliniques (7).
Les lignes directrices cliniques en matiére de pression artérielle au Canada définissent le seuil
d’hypertension a 140 mm Hg pour la PAS et 4 90 mm Hg pour la PAD pour une pression mesurée
en clinique de facon manuelle (6). Les lignes directrices européennes (7) s’accordent en grande
partie avec celles du Canada, alors que celles des Etats-Unis (16) ont récemment diminué les seuils
des différents niveaux de pression artérielle en 2017. Puisque la pression artérielle des enfants et
des adolescents (1 a 18 ans) est influencée par I’age, le sexe et la taille, les lignes directrices
proposent donc des seuils basés sur des tables de distribution de pression artérielle selon 1’age, le
sexe et la taille (6). Ainsi, les lignes directrices canadiennes proposent un diagnostic
d’hypertension advenant 1’observation a trois occasions d’une pression artérielle supérieure ou
égale au 95° percentile ajusté pour 1’age, le sexe et la grandeur, ou supérieure a 120/80 chez les 6

a1l ans et 130/85 chez les 12 a 17 ans (6).

La classification de la pression artérielle selon des seuils peut étre utile afin d’identifier des
individus particulierement a risque de développer des troubles de santé, mais des niveaux de
pression artérielle sous les seuils d’hypertension peuvent également présenter des risques
importants pour la santé. Plusieurs études épidémiologiques ont montré une association linéaire
entre 1’élévation de la pression artérielle et le risque de développer des maladies cardiovasculaires.
Par exemple, la Prospective Studies Collaboration (8) a combiné les données d’environ 1 million
de participants provenant de 61 études observationnelles effectuées entre 1950 et 1990. La pression
artérielle a des niveaux aussi bas que 115/75 mm Hg y était associée de facon log linéaire avec la
mortalité liée aux accidents vasculaires cérébraux, la maladie cardiaque ischémique et d'autres
causes vasculaires comme I’insuffisance cardiaque, I’athérosclérose ou I’anévrisme aortique (8).

Une étude plus récente a évalué I’incidence de 12 troubles cardiovasculaires en relation avec la
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pression artérielle en analysant le dossier ¢lectronique de 1,25 million de personnes de 1997 a 2010
avec le programme CArdiovascular research using LInked Bespoke studies and Electronic health
Records. L’analyse montre une augmentation linéaire du risque pour les 12 troubles
cardiovasculaires investigués incluant 1’angine, ’infarctus du myocarde, I’insuffisance cardiaque
et I’accident vasculaire cérébral (53). La relation linéaire entre la pression artérielle et les troubles
cardiovasculaires est observée 30 a 89 ans (8, 53). Toutefois, le risque relatif de troubles
cardiovasculaires associé avec 1’¢lévation de la pression artérielle diminue graduellement avec

I’age (8, 53).

LaPAS et la PAD sont des facteurs de risques indépendants des troubles cardiovasculaires.
Examinées séparément, tant la PAS que la PAD sont de bons prédicteurs d’événements
cardiovasculaires (8, 52, 53). Toutefois, la PAD est moins utilisée dans 1’évaluation des risques
liés a 1’¢lévation de la pression artérielle chez les patients de plus de 50 ans puisque celle-ci tend
a diminuer vers la fin de I’age adulte (7). Une étude évaluant le risque d’accident vasculaire
cérébral associé avec la PAS et a PAD chez 68 551 sujets agés de 19 a 78 ans, montrait que le
risque d’accident vasculaire cérébral associé¢ a I’élévation de la PAD diminuait avec 1’age (54).
Pour une PAD supérieure a 71 mm Hg, le risque d’accident vasculaire cérébral associé a une
augmentation de PAD de 5 mm Hg était de 1,19 (IC95% 1,08 ; 1,31) comparativement a 1,08
(IC95% 1,01 ; 1,16) entre 40 et 49 ans et 1,04 (I1C95% 0,99 ; 1,09) entre 50 et 59 ans. , De plus, a
partir de 46 ans l'association de la PAD au risque d’accident vasculaire cérébral €tait moindre que
la PAS (54). L’hypertension systolique isolée, caractérisée par une PAS supérieure a 140 mm de
Hg et une PAD inférieure a 90 mm Hg, est la forme la plus commune d’hypertension chez tous les
groupes d’age (55). Plus spécifiquement, dans un échantillon de plus de 21 000 adolescents
américains agés de 10 a 19 ans I’hypertension systolique isolée représentait 92% des cas
d’hypertension observés (56). Le mécanisme expliquant 1I’élévation de la PAS pourrait différer en
fonction de I’Age. A I’dge adulte, la perte d’élasticité des vaisseaux sanguins est le facteur
physiologique principal expliquant I’élévation de la PAS. Méme si certains adolescents présentant
une hypertension systolique isolée montrent aussi une perte d’élasticité vasculaire, le facteur
principal les distinguant des individus ayant une pression artérielle normale est une augmentation
du volume d’¢jection systolique et du débit cardiaque. Ces deux aspects sont des marqueurs
importants du début du processus de persistance de I’élévation de la pression artérielle et suggerent

donc une évolution vers une hypertension permanente a I’age adulte (55).
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Comparativement a I’age adulte, la prévalence de I’hypertension est moins €élevée chez les
enfants et les adolescents. Au Canada, environ 7% des jeunes agés de 6 a 19 ans présentent une
hypertension ou une pression artérielle normale élevée (PAS ou PAD > 90° percentile ou 120/80
mm Hg) en 2015 (9). Les effets négatifs de 1’élévation de la pression artérielle durant I’enfance
sont reliés a la progression vers I’hypertension a 1’age adulte et au début de dommages au systéme
cardiovasculaire. Présenter une pression artérielle €levée ou une hypertension a 1’enfance ou a
I’adolescence est un facteur de risque pour I’hypertension a 1’age adulte (11, 57-59). L’élévation
de la pression artérielle a I’enfance est également associée a plusieurs marqueurs intermédiaires
des troubles cardiovasculaires. Notamment, 1’hypertrophie du ventricule gauche (12),
I’athérosclérose (13) et I’épaisseur des artéres carotides (14) sont reliées a une €lévation de la
pression artérielle durant I’enfance. Ces dommages au niveau du cceur et des artéres sont fortement
liés aux troubles cardiovasculaires a 1’age adulte (60) et suggerent donc un lien entre une haute
pression artérielle a I’enfance et le développement de maladies cardiovasculaires au cours de la

vie.

3.1.4 Génétique de la pression artérielle

La pression artérielle comporte une composante génétique complexe incorporant I’action
de plusieurs genes. L’héritabilité de la variation de pression artérielle est estimée entre 30% et 50%
(61). La génétique peut affecter la pression artérielle de fagcon monogénique ou polygénique. Les
formes monogéniques correspondent a ce qu'un gene spécifique provoque une ¢élévation de la
pression artérielle marquée généralement par des niveaux de rénine tres bas, une histoire familiale
d’hypertension, un début tot des caractéristiques cliniques (61). Quelques formes monogéniques
d’hypertension ont été identifiées, incluant 1’aldostéronisme remédiable par glucocorticoide, le
syndrome de Liddle ou bien le syndrome de Gordon (61). Ces pathologies n’expliquent qu’une
faible portion des cas d’hypertension. Les formes polygéniques font référence a ce que plusieurs
variants génétiques a petits effets contribuent collectivement a I’¢élévation de la pression artérielle.
Comme l’objet du mémoire porte sur des variants génétiques communs, les connaissances
concernant ce type de variants relatif a la pression artérielle sont développées davantage dans les

prochaines lignes.
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Les GWAS ont ét¢ utilisées au cours des 10 derniéres années afin d’identifier ces variants
génétiques communs ayant des effets individuels faibles sur la pression artérielle. La premiere
GWAS effectuée afin d’identifier des variants associés avec la pression artérielle a utilisé un devis
cas-témoins. Le Wellcome Trust Case Control Consortium n’était composé que de 3000 contrdles
communs pour |’étude de sept maladies différentes dont I’hypertension avec 2000 cas
d’ascendance européenne. L’ hypertension était le seul phénotype dans le Wellcome Trust Case
Control Consortium a ne montrer aucune association significative (62). La premic¢re GWAS
portant sur la pression artérielle comme variable continue a été réalisée par la Framingham Heart
Study (63). L’étude incluant 1400 participants n’a pas non plus identifi¢ de variants associés avec
la PAS ou la PAD. Ainsi, ces études ont permis de souligner I’importance d’avoir un échantillon

de grande taille afin d’identifier les effets modestes des variants sur la pression artérielle.

L’utilisation de consortiums réunissant plusieurs cohortes est devenue la norme afin
d’obtenir 1’échantillon de plus grande taille nécessaire aux GWAS. Ainsi, les premieres études a
identifier des variants associés avec la pression artérielle étaient composées de consortiums. Par
exemple, le consortium Cohorts for Heart and Aging Research in Genomic Epidemiology (64) et
le consortium Global Blood Pressure Genetics (65) ont chacun identifié huit loci associés avec la
PAS ou la PAD, dont trois communs entre les études. Depuis, multiples méta-analyses et études
réunissant de grandes tailles d’échantillon ont été effectuées (66-81). La GWAS avec la plus
grande taille d’échantillon portant sur la pression artérielle a été publiée par Evangelou et al. en
2018 (67). L’étude incorporait des participants du UK Biobank (n=458 577) et du International
Consortium for Blood Pressure (n=299 024) dans une méta-analyse initiale de 757 601 individus
d’origine européenne. L’analyse initiale a permis d’identifier 325 loci qui ont ensuite été répliqués
dans une méta-analyse combinant les données du UK Biobank, International Consortium for Blood
Pressure , US Million Veteran Program et Estonian Genome Centre, totalisant 1 006 863 individus.
De plus, 210 nouveaux loci ont été identifiés et répliqués a I’interne dans le UK Biobank et le
International Consortium for Blood Pressure , pour un total de 535 nouveaux loci identifiés dans
I’¢tude (67). On y confirme aussi 1’association avec des variants sur 274 loci préalablement
identifiés et répliqués dans des GWAS effectuées auparavant et on y confirme 1’association avec
92 loci déja rapportés, mais non validés. En combinant les 535 nouveaux loci aux 274 loci
préalablement validés et aux 92 loci confirmés, ceux-ci expliquent 5,7% de la variabilité de la PAS

(67). La différence observée avec I’héritabilit¢ de la pression artérielle rapportée pourrait
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s’expliquer par I’existence de variants rares non identifiés, par I’existence de variants communs a
effet modeste nécessitant de plus grandes tailles d’échantillon pour identification ou bien par la
présence de facteurs environnementaux menant a la surestimation de 1’héritabilité rapportée dans

les études sur les familles (82).

Bien que la littérature concernant la génétique de la pression artérielle ait considérablement
évolué au cours des derniéres années, celle-ci concerne principalement les adultes. La majorité des
¢tudes d’association génétique pour la pression artérielle portant sur des enfants ou des adolescents
ont examing si certains variants identifiés chez les adultes étaient également associés a la pression
artérielle chez les enfants et les adolescents. Certaines études (83-85) montrent que des scores de
risque génétiques construits a partir de variants identifiés chez les adultes sont également associés
avec la pression artérielle chez les enfants et les adolescents, mais que ce ne sont pas tous ces
variants qui sont individuellement associés a la pression artérielle chez les enfants et les
adolescents (86). Depuis la publication de ces études, multiples variants supplémentaires ont été
identifiés pour leur association avec la pression artérielle chez les adultes et n’ont pas encore été

validés pour leur association chez les enfants et les adolescents (86).

Seulement trois GWAS (33, 87, 88) ont été effectués afin d’identifier des variants associés
a la pression artérielle chez les enfants et les adolescents, ne permettant 1’identification que de
deux variants associés avec la PAS dans une des trois études. L’étude de Parmar et al. (33) a été
effectuée chez des enfants et des adolescents d’ascendance européenne agés de 4 a 20 ans du
consortium Early Genetics and Lifecourse Epidemiology. Les variants rs1563894 et rs872256
étaient associés avec la PAS lors de la prépuberté (4 a 7 ans, n=10 090) et de la puberté (8 a 12
ans, n=8423) respectivement (33). La différence de PAS par allele était de —0,093 écarts types
(IC95% —0,126 ; —0,060) pour rs1563894 et de 0,096 écarts types (IC95% 0,063 ; 0,129) pour
1s872256. Les deux autres GWAS ont été effectués a 1’aide de 815 participants agés de 10 et 11
ans d’ascendance africaine (88) et a I’aide d’une population pédiatrique de 1617 patients atteints
d’anémie falciforme (87). Apres correction pour tests multiples, ces deux études n’observaient
aucun variant associé avec la pression artérielle. On note que ces études chez les jeunes ont des
tailles d’échantillon bien en deca de ce que 1’on peut retrouver dans les études effectuées chez des
adultes. Cela pourrait expliquer en partie que les variants identifiés chez les adultes ne soient pas

systématiquement répliqués chez les jeunes.
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3.2 Adiposité
3.2.1 Définition

L’adiposité correspond au degré d’accumulation de réserves de gras corporel qui survient
lorsqu’il y a un déséquilibre de 1’équilibre énergétique, c’est-a-dire lorsque les dépenses
énergétiques sont inférieures a la consommation d’énergie par I’alimentation (89). Les dépensent
énergétiques comportent le métabolisme basal, la thermogénése alimentaire et les dépensent en
énergie liée aux activités physiques du corps. Le métabolisme basal est responsable de la majorité
des dépenses €nergétiques et inclut notamment la régulation de la température, de la circulation
sanguine, de la respiration et de la prolifération cellulaire. Le métabolisme basal peut différer entre
les individus, entre autres, la quantité de masse maigre, 1’age et le sexe peuvent influer sur la
quantité¢ d’énergie dépensée au repos. Lorsque I’énergie consommée sous forme de nourriture
dépasse I’énergie nécessaire au fonctionnement du corps, le surplus est stocké a environ 60-80%
sous forme de triglycérides dans les cellules adipeuses (90). Les causes directes d’un surplus
d’adiposité correspondent a un faible métabolisme basal, a une consommation d’énergie élevée ou

a un faible niveau de dépense énergétique (91).

3.2.2 Méthodes de mesure de I’adiposité

La mesure la plus fréquemment utilisée pour représenter I’adiposité est I’'IMC, une mesure
anthropométrique principalement utilisée en raison de sa facilité d’utilisation. Seules la masse et
la taille des individus sont nécessaires afin de calculer 1’index selon la formule suivante : IMC =
Masse (kg) / Taille? (m?). Cependant, cette mesure posséde certaines lacunes incluant le fait de ne
pas distinguer la masse maigre (tissu musculaire, tissu osseux, eau) de la masse grasse (tissu
adipeux), ainsi que de ne pas informer sur la localisation corporelle de 1a masse grasse. Ainsi, pour
une méme taille et un méme IMC, deux individus peuvent différer en masse maigre et en masse
grasse et ainsi présenter un degré d’adiposité différent. L’IMC étant un indicateur de I’adiposité
totale, il ne permet pas de représenter la distribution de la matiere grasse dans le corps. Or, le tissu
adipeux viscéral qui s’accumule a l'abdomen présente davantage de risques pour la santé
comparativement a I’accumulation de gras sous-cutané (92). Malgré ces inconvénients, I’IMC
reste utile afin d’identifier les individus a risque de complications de santé en raison d’un surplus

de poids puisqu’il est un indicateur de maladies reliées a I’exces de poids (93). Selon la
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classification de 1’Organisation mondiale de la Santé, un poids corporel normal se situe entre 18,5
et 24,9 kg/m?, alors qu’un IMC entre 25,0 kg/m? et 29,9 kg/m? indique un surpoids et qu’un IMC

supérieur a 30,0 kg/m? fait référence a I’obésité (94).

En complémentarité avec I’IMC, la mesure du tour de taille est aussi utilisée afin de
mesurer 1’adiposité. Le tour de taille permet de représenter 1’adiposit¢é abdominale plus
précisément que ’IMC. Le tour de taille est mesuré a I’aide d’un ruban a mesurer positionné sur
le plan horizontal a une distance équivalente entre la derniére cote et la créte iliaque des hanches
(93). D’autres endroits sont proposés ou appuyer le ruban a mesurer, mais le point milieu entre la
derniére cote et la créte iliaque est la mesure du tour de taille la plus précise pour mesurer
I’adiposité viscérale et le changement d’adiposité dans le temps (95). L’excés de gras au niveau
abdominal est associ¢ avec un risque indépendant de I’IMC pour les désordres métaboliques et
cardiovasculaires (94). Le tour de taille permet ainsi ’identification d’individus a risque ayant un
IMC considéré comme normal, mais un tour de taille suggérant un exceés de maticre grasse
abdominale (96). Un tour de taille supérieur a 94 cm chez les hommes et a 80 cm chez les femmes
est le seuil utilisé par I’Organisation mondiale de la Santé et la Fédération internationale du diabéte
pour identifier les individus ayant un risque plus ¢élevé de complications métaboliques (97). Un
tour de taille supérieur a 102 cm pour les hommes et a 88 cm pour les femmes est également utilisé

pour identifier les individus ayant un risque encore plus important de complications de santé (97).

La mesure la plus utilisée afin de représenter I’adiposité chez les enfants et les adolescents
est I'IMC. Cependant, puisque la composition corporelle varie tout au long du développement et
selon le sexe, une valeur d’IMC standardisée est recommandée a cette période de la vie. La mesure
d’adiposité la plus utilisée chez les individus de moins de 20 ans est le score Z de I'IMC (IMCZ)
développé par 1I’Organisation mondiale de la Sant¢ a 1’aide de grilles de références de
développement standardisées pour I’age et le sexe (98). Cependant, tout comme chez les adultes,
I’IMCZ ne mesure pas directement 1’adiposité et ne permet donc pas la distinction entre la masse
grasse et la masse maigre (99). L’IMCZ permet 1’identification d’individus a risque de problemes
de santé en raison d’un excés d’adiposité. Selon la classification de I’Organisation mondiale de la
Santé pour les individus de 5 a 19 ans, une valeur d’IMCZ entre -2 et 2 est considérée comme
normal, alors qu’une valeur de 2 a 3 correspond a un surpoids et qu’une valeur supérieure a 3

indique ’obésité (98, 100). Notons que la classification du Centers for Disease Control and

24



Prevention qui qualifie le degré d’adiposité selon le percentile d’IMC relatif a 1’age et au sexe est
¢galement fréquemment utilisée. Les enfants présentant un IMC allant du 85° au 94° percentile
selon les chartes de développement du Centre sont considérés en surpoids, alors que ceux ayant un

IMC supérieur au 94° percentile sont classifiés obeses (101).

3.2.3 Effets néfastes de I’excés d’adiposité

L’adiposité peut avoir des répercussions importantes au niveau de la santé, tant sur la
mortalité que sur la morbidité. En 2015, I’adiposité était responsable d’environ 4 millions de morts
et de la perte de 120 millions d’années de vie en bonne santé dans le monde (102). Le lien entre
I’adiposité et la mortalité est bien documenté. Une méta-analyse combinant 44 études montre
qu’une augmentation de 5 kg/m? est associé a un risque relatif de 1,18 (IC95% 1,15 ; 1,21) pour
la mortalité de toutes causes chez les non-fumeurs (103). Une deuxiéme méta-analyse combinant
189 études montre que les non-fumeurs en surpoids (IMC de 25,0 4 29,9 kg/m?) et obéses (IMC de
30,0 a 34,9 kg/m?) sont plus a risque de mortalité de toutes causes comparativement aux individus
au poids normal (IMC de 18,5 a 24,9 kg/m?) avec un risque relatif de 1,11 (IC95% 1,10 ; 1,11) et
1,44 (IC95% 1,41 ; 1,47) respectivement (104). . Aussi, une étude de cohorte populationnelle de
presque 2 millions d’individus a été réalisée a 1'aide de données cliniques et de registres nationaux
de mortalité britanniques afin d'évaluer le risque de mortalité reli€¢ a des causes spécifiques et toutes
causes confondues (105). On y observait que les individus en surpoids, obeses, et ayant un poids
insuffisant avaient une espérance de vie réduite a partir de 40 ans. L augmentation de cinq unités
d’IMC y était associ€e avec une augmentation du risque de mortalité de 21% (IC95% 1,20 ; 1,22)
chez les individus avec un IMC supérieur a 25 kg/m? (105). Ces données supportent 1’ observation
que I’association entre le niveau d’adiposité et la mortalité se présente généralement par une forme
en «J». Le risque de mortalit¢ augmente chez les individus en surpoids (IMC de 25,0 a 29,9
kg/m?) et obéses (IMC > 30,0 kg/m?), mais aussi chez les individus ayant un poids insuffisant

(IMC < 18,5) (103-105).

La majorité de la mortalité en lien avec 1’adiposité est reliée au fait que le niveau
d’adiposité est un facteur de risque pour un large éventail de maladies. Par exemple, 69% et 14%
de la mortalit¢ lice a I'IMC est dus aux maladies cardiovasculaires et au diabete de type II

respectivement (102). On retrouve ’association en forme de « J » entre I’adiposité mesurée par
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I’IMC et la mortalité liée spécifiquement a certains types de cancers, ainsi qu’a plusieurs maladies
cardiovasculaires, respiratoires, musculosquelettiques, digestives et métaboliques (105). Le niveau
d’adiposité est notamment associé¢ avec le diabéte de type II (106-109), I’hypertension (109), la
dyslipidémie (109), la cardiopathie ischémique (110, 111), plusieurs types de cancers (112),
I’insuffisance cardiaque (109, 110, 113), la maladie coronarienne (106, 114, 115), les accidents

vasculaires cérébraux (110) et la fibrillation auriculaire (116-118).

Bien que moins prévalente a ’enfance et a I’adolescence qu’elle ne I’est a 1’age adulte,
I’exces d’adiposité y est aussi problématique. La prévalence de 1’obésité a notamment plus que
doublé a cette période de la vie au cours des 40 dernicres années (119). Ainsi, environ 1 jeune
Canadien sur 7 est maintenant obése et prés de 1 sur 3 est en situation de surpoids ou d’obésité
(119). De nombreuses études montrent que 1’exces d’adiposité a I’enfance et a 1’adolescence est
un facteur de risque pour I’exces d’adiposité a 1’age adulte (120-123). Notamment, une méta-
analyse récente de 15 cohortes réunissant 200 000 participants montre que les enfants et
adolescents obéses ont environ 5 fois le risque d’étre obéses a 1’age adulte comparativement a ceux
non obeses (risque relatif 5,21; 1C95% 4,50 ; 6,02). On y observe que 70% des adolescents obéses
le seront également a 1’age de 30 ans (121). Le fait d’avoir un exces de poids a ’enfance et a
I’adolescence augmente également le risque de mortalit¢ et de morbidit¢ a 1’dge adulte.
Notamment, certaines études montrent qu’une augmentation de I’adiposité mesurée par I’'IMC est
associée avec la mortalité prématurée (124), la mortalité liée aux maladies cardiovasculaires (125),
la maladie rénale en phase terminale (126), le diabéte de type 11 (127) et plusieurs types de cancers

a I’age adulte (128).

Les effets d’un exces d’adiposité a I’enfance et a 1’adolescence peuvent également
s’observer directement a cette période. L’excés de poids y est li¢ & certains facteurs de risque de
maladies cardiovasculaires et d’anomalies cardiométaboliques. Les enfants et adolescents en
surplus de poids présentent des niveaux plus élevés de pression artérielle, de cholestérol, de
triglycérides, de protéines C-réactives et d’insuline (22, 129) et ont une incidence plus élevée
d’hypertension, de dyslipidémie, d’hyperinsulinisme et de résistance a I’insuline comparativement
a ceux n’ayant pas d’excés de poids (128). Ainsi, les effets néfastes d’un surplus d’adiposité
peuvent prendre racine des 1’enfance et ’adolescence en influengant I’adiposité et les comorbidités

a I’age adulte et en augmentant dés le jeune age les niveaux de facteurs de risque cardiovasculaires.
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3.2.4 Génétique de ’adiposité

La différence de poids corporel entre les individus comporte une composante génétique
qui influence I’accumulation de matieres grasses. Les récentes estimations de 1’héritabilité de
I’IMC sont d’environ 40%, dont plus de la moiti¢ est reliée aux variants génétiques communs
(130). L apport de la génétique au développement de 1’obésité peut se présenter sous une forme
monogénique ou polygénique. Les formes monogéniques d’obésité correspondent a 1’altération
d’un seul géne menant a une perte de fonction biologique qui résulte en 1’accumulation de gras.
Ces mutations se retrouvent principalement dans les voies de régulation de 1’appétit et du
métabolisme énergétique. Par exemple le systéme de régulation leptine-mélanocortine (35). La
forme monogénique affecte environ 5% de la population et est généralement caractérisée par un

gain de poids extréme et un début tot dans la vie (35).

Malgré I’apport non négligeable de 1’aspect monogénique de 1’obésité, la majorité des cas
d’obésité sont en lien avec une combinaison de plusieurs facteurs génétiques et I’environnement
de I’individu. Les formes polygéniques représentent 1’accumulation de mutations communes
affectant individuellement 1égérement la prise de poids (131). L’introduction des technologies
nécessaires a la conduite de GWAS a permis de solides avancées dans 1’identification des variants
communs ayant un effet modeste sur 1’adiposité. L’IMC étant la mesure de 1’obésité la plus
largement utilisée due a la facilité de son utilisation, la majorité des GWAS ayant comme objectif
d’identifier des variants associés avec 1’adiposité I’utilise comme trait d’intérét. Le premier variant
a avoir été identifi€ pour son association avec I’'IMC (rs9939609) était situé sur le géne F70 (132).
Suivant la vague dans le domaine des GWAS d’augmenter les tailles d’échantillons des études afin
d’avoir la puissance nécessaire d’identifier davantage de variants, certains consortiums ont
également été mis a contribution dans les GWAS portant sur I’'IMC. Notamment, deux études
utilisant les données provenant du consortium Genetic Investigation of ANthropometric Traits et
du UK Biobank ont assemblé des échantillons de plus de 300 000 individus permettant d’identifier
97 et 941 variants associés a I’'IMC (133, 134). Cependant, les variants identifiés par 1’étude par
Yengo et al. réunissant la plus grande taille d’échantillon (n=681 275) n’expliquent que 6% de la
variance de I’IMC (134). Bien que I’héritabilit¢ de I’IMC soit estimée a environ 40% (130), la

partie attribuable aux variants communs serait plutot de I’ordre de 25% et la présence de facteurs
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environnementaux dans les études d’héritabilité pourrait mener a surestimer la variation attribuable

aux facteurs génétiques (82, 135).

Les facteurs génétiques peuvent influencer 1’adiposit¢ deés 1’enfance. En effet, la
contribution des facteurs génétique a la variation des niveaux d’adiposité est plus importante a
I’enfance et a I’adolescence qu’a I’age adulte (136). La littérature concernant les facteurs de risque
génétiques reliés a 1’adiposité est pourtant moins fréquente chez les enfants et les adolescents
comparativement aux adultes. La plupart des variants associés a des mesures de 1’adiposité dans
des études portant sur des enfants ou des adolescents ont €t¢ initialement identifiés chez les adultes.
Plusieurs études portant spécifiquement sur des variants déja connus pour leur association chez les
adultes ont validé leur association chez les enfants et les adolescents (35). Seulement quelques
GWAS de traits reliés a I’adiposité ont été effectuées chez des enfants ou des adolescents (34, 137-
143). Ces GWAS ont permis de répliquer plusieurs associations observées chez les adultes tout en

identifiant quelques nouveaux variants.

Aussi, les résultats de certaines études longitudinales menées sur des enfants et des
adolescents suggérent que I’effet de certains variants sur I’IMC pourrait varier selon 1’age (142,
144-146). Par exemple, une étude montre une association positive entre un variant sur F70 et
I’IMC apres cinq ans et demi. Pour un alléle mineur le pourcentage de changement d’IMC était de
0,7% (1C95% 0,3 ; 1,1), 1,0% (IC95% 0,6 ; 1,3) et 1,3% (IC95% 0,6 ; 2,0) pour les 5.5a 7 ans, 7
a9anset9all ans respectivement (146). Au contraire, 1I’étude montre une association inverse
avant 2 ans et demi avec un pourcentage de changement d’IMC de -0,3% (IC95% -0,5 ; 0,0) entre
1,5 et 2,5 ans (146). Une autre étude (144) montre une interaction entre 1’age et le génotype du
variant 1$s9939609 sur FTO dans I’association avec I’IMC, ou l’effet du variant sur I’'IMC
augmente avec 1’dge entre § et 17 ans. Les enfants homozygotes pour I’all¢le d’effet avaient un
IMC plus élevé de 0,7 kg/m? a huit ans comparativement aux hétérozygotes et homozygotes pour
Ialléle protecteur, alors que cet effet était de 1,6 kg/m? a 17 ans (144). Dans la méme optique, les
résultats de Hardy et al. (145) suggérent que I’effet de variants génétiques sur F70O et MC4R
augmentent durant 1’adolescence jusqu’a 20 ans, pour ensuite diminuer au cours de 1’age adulte.
Le variant 1s9939609 (FTO) était associé a une augmentation d’IMC standardis¢ de 0,007 par
allele par année (IC95% 0,003 ; 0,010) de 2 a 20 ans, puis a une diminution de 0,003 par allele par
année (IC95% 0,001 ; 0,005) a I’age adulte. Le variant rs17782313 ¢tait associ€é a une
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augmentation de poids corporel standardisé de 0,005 par allele par année (IC95% 0,001; 0,008) de
2 220 ans, puis a une diminution de 0,002 (IC95% 0,000 ; 0,004) a I’age adulte (145). En somme,
ces observations suggerent que les mémes variants génétiques de I’adiposité pourraient étre présent
a I’age adulte et chez les enfants et adolescents, que ’effet de ces variants peut changer au cours
de la vie, mais aussi que I’architecture génétique de 1’adiposité chez les enfants et les adolescents

pourrait €tre davantage explorée.

3.3 Relation entre I’adiposité et la pression artérielle

Les sections qui suivent couvrent la littérature concernant 1’association entre 1’adiposité et
la pression artérielle et le role de la génétique dans cette association. Plus spécifiquement, on
examine d’abord I’impact d’une masse adipeuse ¢levée comme facteur de risque de I’augmentation
de la pression artérielle chez les adultes et chez les jeunes. Ensuite, on examine les écrits
concernant I'impact des facteurs génétiques sur 1I’évolution conjointe des niveaux d'adiposité et de
pression artérielle, ainsi que les études ayant identifié¢ des variants génétiques spécifiques associés
aux deux traits. Puisque ’adiposité est un facteur de risque de la pression artérielle, on examine
¢galement la littérature concernant le potentiel de l'adiposité a modifier l'effet de variants
génétiques sur la pression artérielle. Une description élargie de l'article de Melka et al. (30) est

finalement présentée pour distinguer son positionnement dans la littérature.

3.3.1 Association entre I’adiposité et la pression artérielle

Les individus présentant un niveau ¢élevé d’adiposité sont plus a risque d’avoir une pression
artérielle €levée et donc une hypertension. Des données longitudinales provenant du Framingham
Hearth Study montrent que comparativement aux individus au poids normal, les individus en
surpoids ont un risque relatif pour le développement de I’hypertension de 1,48 (IC95% 1,24 ; 1,75)
pour les hommes et de 1,70 (IC95% 1,48 ; 1,94) pour les femmes et les individus obéses ont un
risque relatif de 2,23 (IC95% 1,75 ; 2,79 ) pour les hommes et de 2,63 (1C95% 2,20 ; 3,15) pour
les femmes (147, 148). Egalement, une méta-analyse combinant les résultats de 57 études
prospectives indépendantes montre que le risque d’hypertension augmente de facon continue en

fonction de I’¢élévation de multiples mesures anthropométriques, incluant I’IMC, la circonférence
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de taille, le ratio taille-hanche et le poids corporel (18). Pour chaque augmentation de 5 unités
d’IMC, de 10 cm de circonférence de taille et de 0.1 unité de ratio taille-hanche, le risque
d’hypertension augmente respectivement de 49% (1C95% 1,41 ; 1,58), 27% (IC95% 1,15 ; 1,39)
et 37% (1C95% 1,24 ; 1,51) (18).

Les données s’accordent également sur le fait que 1’obésité a I’enfance et a I’adolescence
est reliée au développement de I’hypertension a cette méme période, mais aussi a 1’age adulte (51).
Notamment, une méta-analyse de 63 études portant sur des enfants agés de 5 a 15 ans montre une
augmentation de PAS de 4,54 mm Hg (IC99% 2,44 ; 6,64) chez les enfants en surpoids et de 7,49
mm Hg (IC99% 3,36 ; 11,62)chez les enfants obéses, comparativement aux enfants en poids
normal (22). Une étude transversale portant sur plus de 700 000 adolescents agés de 16 a 20 ans
montre que chaque augmentation d’une unité d’IMC est associé a un risque accru d’avoir une PAS
supérieure a 130 mm Hg chez les hommes (OR = 1,108 ; IC95% 1,107 ; 1,110) et les femmes (OR
= 1,114 ; IC95% 1,139 ; 1,146) (23). Un IMC plus ¢levé lors de I’enfance et 1’adolescence est
¢galement relié a une pression artérielle plus €élevée a 1’age adulte. Une méta-analyse combinant
14 ¢études montre une association positive entre I’IMC a I’enfance et la PAS et la PAD a I’age
adulte avec un coefficient de corrélation de transformé de Fisher de 0,11 (IC95% 0,07 ; 0,14) pour
la PAS et la PAD (26). Le profil de I'IMC au courant de 1’enfance et de I’adolescence peut
¢galement informer sur le risque subséquent d’avoir une pression artérielle ¢levée. En effet, des
trajectoires d’IMC correspondant a une augmentation de [’adiposité durant I’enfance sont

associées a une pression artérielle plus élevée a 1’age adulte (24, 25, 27).

3.3.2 Relation génétique entre 1'adiposité et la pression artérielle

L’hypotheése de variant commun/multiples maladies référant aux maladies complexes
communes dans la population pourrait jouer un réle dans la relation entre 1’adiposité et la pression
artérielle. Cette hypothése, initialement développée par Becker (28), indique que certains variants
génétiques communs puissent jouer un réle dans I’étiologie de traits reliés dans des contextes
génétiques et environnementaux différents. Ainsi la présence de certains variants génétiques
communs pourrait expliquer en partie la corrélation importante observée entre les niveaux

d’adiposité et de pression artérielle.
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Les premicres études examinant la relation génétique entre 1’adiposité et la pression
artérielle étaient effectuées au sein de familles ou l'on examinait la part des facteurs génétiques
dans la corrélation entre les deux traits. Plusieurs études ont examiné le role de la génétique dans
la corrélation et la covariance de diverses mesures d'adiposité et de pression artérielle chez les
jumeaux (149), au sein de familles (150-155) et au sein de fratries (156). La majorité de ces études
(149, 151, 152, 154-156) parmi ces dernieres ont obtenu des résultats suggérant que 1’impact
conjoint de facteurs génétiques sur 1’adiposité et la pression artérielle représente une partie
significative de 1’évolution conjointe des deux traits. Carmelli et al. (149), Livshits et al. (152),
Cui Jisheng et al. (151) et Schork et al. (154) ont observé a différents degrés une composante
génétique significative affectant la covariance entre la pression artérielle et plusieurs mesures
d'adiposité incluant I'IMC. Pausova et al. (156) ont observé que les fratries présentant une
hypertension avaient des niveaux plus élevés d'adiposité et une héritabilité des niveaux d'adiposité
plus élevée que les fratries sans hypertension. A 1’aide d’analyses génétiques bivariées, 1’étude
récente de Man et al. (155) a observé une corrélation génétique de 0,42 entre I'IMC et la PAS
supérieure a la corrélation environnementale (0.31). Les résultats de deux études effectuées dans
la Québec Family Study (153) et la Heritage Family Study (150) utilisant des modéles de
corrélation familiale multivariés suggéraient que des facteurs environnementaux plutdt que
génétiques affectaient le lien entre 1’adiposité et la pression artérielle. Finalement, Cadby et al.
(157) a examiné la corrélation génétique entre des mesures anthropométriques et des facteurs de
risque cardiométaboliques incluant la pression artérielle au sein d’un échantillon populationnel
combinant des individus provenant de mémes familles et d'individus non reliés. La PAS et la PAD
montraient une corrélation génétique significative avec plusieurs mesures anthropométriques
incluant I’IMC (157). Bien que la majorité des études mentionnées plus haut suggérent que des
facteurs génétiques communs ont un impact sur 1’évolution conjointe de l'adiposité et de la
pression artérielle, ce type d’étude ne permet pas d’identifier les facteurs génétiques spécifiques a

’origine de cet impact.

Certains variant génétiques ont ¢té identifiés pour leur association avec 1’adiposité et la
pression artérielle dans des jeux de données différents. Par exemple, parmi 535 nouveaux variants
identifiés dans une récente GWAS de pression artérielle, une dizaine étaient en déséquilibre de
liaison (LD) (> > 0.80) avec des variants déja identifiés pour une association avec des traits relatifs

a ’adiposité (67). Bien que moins de données soient disponibles chez les jeunes, une étude a
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observé que des variants associés a I’IMC pouvaient également influencer le niveau de pression
artérielle chez les enfants. Howe et al. (83) ont observé qu’un score de risque génétique composé
de 32 variants identifiés dans un GWAS de I'IMC chez des adultes était associ¢ avec la PAS a
I’age de six ans (0,107 mm Hg par allele de risque ; p = 0,037), et ce de fagon comparable a un

score de risque composé de 29 variants de la PAS (0,097 mm Hg par all¢le de risque ; p = 0,013).

D’autres études ont examiné s’il était possible d’identifier des variants génétiques
spécifiques affectant conjointement la pression artérielle et 1’adiposité dans un méme jeu de
données. Premierement, 1’étude de Melka et al. (30) fait partie de ces €tudes ayant identifié¢ par
GWAS cinq variants associés avec I'IMC et la masse adipeuse totale qui étaient ensuite testés pour
leur association avec la PAS. Trois variants sur les génes F70O, MRPS22 et PAXS5 étaient également
associés avec la PAS. Cette étude sera détaillée dans la prochaine section puisqu’elle est I’objet de

la réplication présentée dans le mémoire.

D’autres études ont permis d’identifier des variants sur certains geénes incluant F70O,
SLC39A48 et ACE affectant a la fois I’adiposité et la pression artérielle dans un méme jeu de
données. Ces associations sont toutefois peu nombreuses et inconsistantes pour un méme variant
¢tudié dans des études différentes. Olza et al. (158) ont examiné 52 variants sur 70 et ont identifié
un variant (rs8061518) significativement associé a I'IMC (-1,27 kg/m? par alléle mineur ; IC95%
-2,05 ; -0,50) et a la PAD (-2,23 mm Hg ; 1C95% -3.,80 ; -0,65) chez 534 enfants (6-15 ans)
d’ascendance européenne. A I’aide d’une méta-analyse totalisant plus de 37 000 individus
d’ascendance européenne, Vliet-Ostaptchouk et al. (159) ont examiné 32 loci préalablement
associés avec I’IMC et ont identifi¢ un variant (rs13107325) sur le géne SLC3948 associé€ avec
I’IMC (0,057 écarts types ; p = 2,3x10%) et la PAD (-0,058 écarts types ; p = 2,5x10), mais dans

une direction opposée.

Eisenmann et al. (160) et Lemes et al. (161) ont étudié spécifiquement un polymorphisme
sur le géne ACE chez des enfants. Eisenmann et al. ont observé que le polymorphisme était associé
a ’IMC, mais pas a la pression artérielle (160), alors que Lemes et al. ont observé une association

avec ’IMC et I’hypertension, mais seulement chez les gargons (161).

Pausova et al. (162), Luczynski et al. (163) et Garcia-Solis et al. (164) ont identifi¢ une
association entre le variant 1s9939609 (F70O) et I’adiposité conjointement a la PAS et la PAD chez

des jeunes. Les associations observées dans ces dernicres études étaient toutefois inconsistantes
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concernant le réle de I’adiposité comme variable intermédiaire dans 1’association entre le variant
et la pression artérielle. Apres ajustement pour I’IMC, le variant n’était plus associé avec la PAS
(p non-ajusté = 2,0x107 ; p ajusté = 0,14) et la PAD (p non-ajusté = 0,006 ; p ajusté = 0,61) dans
Luczynski et al. (163), comparativement a Pausova et al. (162) ou le variant demeurait associé¢ a
la PAS apres ajustement pour I’'IMC (p non-ajusté = 0,002 ; p ajusté = 0,01), et a Garcia-Solis et
al. (164) ou aprés ajustement pour I’IMC le variant demeurait associé¢ a la PAS (p non-ajusté <
0,001 ; p ajusté =0,0015) et la PAD (p non-ajusté < 0,01 ; p ajusté =0,034) (162, 164). L utilisation
de population d’étude provenant de régions différentes (Canada, Pologne et Mexique), ainsi que
I’utilisation de différentes variables pour représenter I’adiposité (IMC et IMCZ) pourrait expliquer

ces résultats divergents.

Considérant qu'un niveau ¢€levé d’adiposité est un facteur de risque pour I’élévation de la
pression artérielle, certaines études ont traité de la relation génétique entre la pression artérielle et
I’adiposité en examinant si le niveau d’adiposité pouvait modifier 1’association entre des variants
et la pression artérielle. En général, ces études sont peu nombreuses, alors que deux études (165,
166) montrent certains variants qui interagissent avec le niveau d’adiposité pour affecter la PAS,
une autre (167) n’a pas été en mesure d’obtenir de tels résultats. Plus spécifiquement, Xi et al.
(166) ont directement examiné I’effet de 1’obésité sur 1’association entre 6 variants et la pression
artérielle chez des enfants obéses et au poids normal. L’association entre 3 variants et la PAS y
était observable dans le groupe obese (rs17249754 : p=10,02 ; rs1378942 : p=0,003 ; rs1004467 :
p = 0,04), mais pas chez les participants en surpoids ou au poids normal (p > 0,05 pour les six
variants) suggérant que le niveau d’adiposité pouvait influencer la relation entre certains variants
et la pression artérielle. L’étude par Kim et al. (165) a identifi¢ par GWAS le variant rs13390641
pres du gene TMEM 182 significativement associé€ avec la PAS en considérant une interaction entre
le variant et I'IMC (pvariant = 3,83X10® ; Pinteration = 5,28 X107®). Lim et al. (167) ont construit un
score de risque génétique incluant 42 variants validés pour leur association avec la pression
artérielle et ont examiné I’interaction entre le score de risque génétique et des facteurs
environnementaux incluant 'IMC pour I’association avec la pression artérielle. L’IMC ne
modifiait pas I’association entre le score de risque ou les variants considérés individuellement et
la pression artérielle. En bref, ces études suggerent qu’il est possible que 1’effet de certains variants
sur la pression artérielle soit modifié€ par le niveau d’adiposité, mais que de tels phénomenes ne

sont pas facilement identifiables.
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En résumé, la relation génétique entre 1’adiposité et la pression artérielle représente un bon
exemple de I’hypothése de variant commun/multiples maladies qui stipule que certains all¢les de
susceptibilit¢ ne sont pas spécifiques a une maladie ou un trait, mais peuvent affecter
conjointement plus d’un trait relié. Des études au sein de familles et de jumeaux ont montré que
des facteurs génétiques sous-jacents sont du moins en partie responsables de la corrélation et de la
covariation des niveaux d’adiposité et de pression artérielle. Ce type d’étude ne permet toutefois
pas I’identification spécifique de variants génétiques affectant ces deux traits. Certains variants ont
¢été identifiés dans ces études pour leur association simultanée avec la pression artérielle et
I’adiposité apres avoir examingé spécifiquement des variants déja connus pour leur association avec
I’un ou ’autre des deux traits. Toutefois, ceux-ci sont peu nombreux et les études ayant identifié
ces variants obtiennent des résultats inconsistants qui n’ont pas été répliqués. Egalement, quelques
¢tudes suggerent que I’adiposité puisse modifier I’association entre certains variants génétiques et
la pression artérielle. Ainsi, la pression artérielle et I’adiposité ont une architecture génétique
complexe qui comporte a la fois des variants génétiques affectant individuellement chacun des
traits, ainsi que des variants génétiques communs aux deux traits, soit de fagon indépendante ou

par I'intermédiaire de I’effet de 1’adiposité sur la pression artérielle.

3.3.3 Article par Melka et al.

L’¢étude de Melka et al. (30) a été effectuée sous I’optique que 1’obésité est un facteur de
risque important pour le développement de I’hypertension et que ces deux conditions sont
présentement en émergence a I’adolescence. Considérant que I’obésité et I’hypertension sont deux
phénotypes affectés par une composante génétique importante et que des études familiales
suggerent que des facteurs génétiques affectent ces deux phénotypes conjointement (155), ceux-ci
ont émis I’hypothése que certains variants associés avec des mesures de 1’adiposité pouvaient 1’étre
¢galement avec la pression artérielle. Afin de tester cette hypotheése, ceux-ci ont effectu¢ une
GWAS au sein d’un échantillon de 598 adolescents dgés de 12 a 18 ans du Saguenay Youth Study
(SYS). Afin de simplifier la lecture, I’étude de Melka et al. (30) sera dorénavant désignée par la
SYS et la présente étude par NDIT. Les variants sélectionnés pour leur association avec I’'IMC et

la masse adipeuse totale ont ensuite été testés pour leur association avec la PAS.
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La GWAS pour I'IMC et la masse grasse totale suivait un modele de régression linéaire
multivarié sous un codage additif des variants en incluant I’age, le sexe et la taille (masse adipeuse
totale uniquement) comme covariables. Les variants rs16933812 (PAXY5) et rs7638110 (MRPS22)
ont passé le seuil de signification pangénomique de 5x10® pour leur association avec I'IMC ou
la masse adipeuse totale. De plus, 33 loci identifiés préalablement par GWAS pour I’'IMC ont été
testés pour leur association avec I’IMC et la masse adipeuse totale. Huit variants étaient associés
avec I’IMC et la masse adipeuse totale (p < 0,05) et avaient la méme direction d’effet que dans
I’étude préalable. Seuls les variants rs17773430 (MC4R), rs7120548 (MTCH?2) et rs9930333
(FTO) ayant une valeur p inférieure a 5X10™ ont été ajoutés aux analyses sur la PAS. Ces trois
variants étaient en haut LD (D’ > 0,9) dans la SYS avec les variants identifiés dans des GWAS
préalables (rs9939609 (FTO) (168), rs3817334 (MTCH?2) (169) et rs17782313 (MC4R) (170)).

L’association des cinq variants avec la PAS était testé avec un modele linéaire mixte sous
un codage génotypique des variants et en ajustant pour des covariables (1’age, le sexe et la taille)
et liens familiaux entre les participants. Les mesures de PAS étaient obtenues lors d un protocole
de 52 minutes comportant des mesures a différentes postures (assis, debout et couché) et a
différents niveaux de stress (effort mental, récupération d’effort). Les mesures de PAS obtenues
de ces cinqg sections étaient incluses dans les modeles linéaires mixtes en les considérant comme
des mesures répétées pour chaque participant. Seuls les variants sur PAX5, MRPS22 et FTO étaient
significativement associés avec la PAS. Ainsi, la SYS a identifié trois variants associés a la fois
avec des mesures de I’adiposité et avec la PAS au sein du méme échantillon. Ceux-ci concluent
qu’il est possible que seulement certains types geénétiquement définis d’obésité puissent étre
responsables de certains cas d’hypertension reliés a la masse adipeuse. Les effets des variants sur
I’IMC et la pression artérielle étaient rapportés selon les différences d’IMC et de PAS entre les
individus homozygotes pour I’allele mineur, hétérozygotes ou homozygotes pour 1’allele majeur.
Ainsi, le Tableau 1 présente une adaptation des résultats de la SYS pour les variants investigués et
leur association avec I’'IMC et la PAS. Notons que les intervalles de confiance n’étaient pas

rapportés pour 1’association avec I’'IMC des variants sur les genes FTO, MTCH?2 et MC4R.
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Tableau 1. Variants associés a I’adiposité et leur association avec la PAS. Melka et al. (2012)7

IMC PAS
Variant Gene MAF | Alléle @ Différence (Kg/m?a @ Valeur pb = Différence (mm Hg)a = Valeur p
mineur

rs16933812 PAXS 0,22 G 3,3[1,9;4,6] 52x10° | 6,68 [2,80; 10,57] 0,0007
rs7638110 MRPS22 0,06 T 2,811,9; 3,6] 4,6x10%  3,30[0,49;6,12] 0,02
rs17773430 MC4R 0,27 C 2,4 [NA] 5,8x10°° | -0,05[-3,44 ;3,34] 0,98
rs7120548 MTCH?2 0,29 C -1,6 [NA] 1,9x10* | -0,51[-3,86;2,84] 0,77
rs9930333 FTO 0,38 G 1,8 [NA] 1,9x10* | 3,63 [0,73 ; 6,53] 0,01

Présentation adaptée des résultats de 1’é¢tude de Melka et al. (30).

1 Différence d’IMC et de PAS entre homozygotes pour ’alléle mineur comparativement aux homozygotes pour 1’alléle majeur.
NA = intervalle de confiance non-rapporté. Les valeurs p en gras signifient une association considérée statistiquement significative.
La valeur p rapportée pour ’IMC correspond au GWAS sous un codage additif des alléles.

3.4 Variants génétiques a répliquer

La SYS aidentifié cinq variants associés avec I'IMC et la masse grasse totale. Trois de ces
variants étaient déja connus pour leur association avec 1’adiposité, alors que les deux autres ont été
associés pour une premicre fois avec ces mesures de 1’adiposité. Trois de ces variants étaient
¢galement associés avec la PAS dans le méme échantillon. Les lignes qui suivent présentent un
apercu du role biologique des genes associés a ces variants et de leur relation possible avec

I’adiposité et la pression artérielle. Une description plus détaillée de ces aspects est également

disponible a I’Annexe B.

3.4.1 rs16933812 (PAXS)

Le variant rs16933812 se trouve dans un intron du géne PAXS5 situé sur le chromosome
9p13 (171). Ce geéne code la protéine paired box protein Pax-5, un facteur de transcription de la
famille Paired Box qui joue un role dans le processus de différenciation des cellules lymphatiques
B (172). Les common lymphoid progenitors sont les précurseurs des cellules lymphatiques B, T et
natural killer. PAXS5 fait partie des facteurs nécessaires a la différentiation de ces précurseurs en
cellules lymphatiques B matures tout en inhibant leur passage vers d’autres types de cellules (173,
174). Etant exprimé au niveau du systéme nerveux central et des testicules, PAX5 pourrait

¢galement avoir un role dans le développement neuronal et la spermatogenese (172).
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PAX5 est principalement connu pour son réle dans le développement de divers cancers
hématologiques. Des niveaux d’expression anormaux de PAXS ont ét€ observés dans plusieurs cas
de ce type de cancer, incluant leucémies et lymphomes (174). En ce qui concerne 1’adiposité et la
pression artérielle, une seule GWAS récente a identifié un variant (rs3013733) sur PAX5 associé
a ’IMC dans un échantillon de plus de 450 000 adultes du UK Biobank (175). On note toutefois
que cette é¢tude ne comportait pas d’analyse de réplication interne et que ce variant présente un
faible LD (1 = 0,306) avec le variant 116933812 identifié par la SYS dans la population
comparable du 1000 Genomes Project Phase 3 (176) (résidents de 1’Utah provenant de I’Europe
de I’Ouest et du Nord (CEU). Aucune GWAS n’a pour I’instant identifi¢ une association entre un

variant sur PAX5 et des phénotypes liés a la pression artérielle.

Son rdle principal étant au niveau de la différenciation des cellules lymphatiques B il est
difficile d’établir un lien précis entre PAX5 et I’adiposité ou la pression artérielle. L’ inflammation
en lien avec le gain en masse adipeuse est reconnue pour avoir un réle a jouer dans le
développement de I’hypertension (177). Toutefois, ce role est principalement médié par les
lymphocytes de type T qui ont leur effet pro-inflammatoire potentialisé par un environnement
riche en noradrénaline en lien avec une €élévation de I’afflux sympathique (177). On note que PAXS
est exprimé dans une région du systéme nerveux sympathique ayant un réle dans I’influx
sympathique vers le tissu adipeux (178). Le gene pourrait donc influencer la lipolyse dans les

cellules adipeuses et contribuer a I’accumulation de maticre grasse.

3.4.2 rs7638110 (MRPS22)

Le variant rs7638110 se trouve sur un intron du géne MRPS22 qui se trouve a la position
3923 (171). Ce géne code pour la protéine 28S ribosomal protein S22 (mitochondrial) (172). Cette
protéine fait partie de la sous-unité 28S des ribosomes et aide a la synthése des protéines
mitochondriales qui participent aux processus de phosphorylation oxydative dans la mitochondrie

nécessaire a la production d’ATP (179).

Les défectuosités sur MRPS22 sont principalement associées avec des troubles
mitochondriaux (179). Notamment, des mutations sur MRPS22 ont déja été associées avec une
hypotonie musculaire a la naissance (180), une acidose lactique a la naissance (180, 181), une

hyperammoniémie a la naissance (180), des phénotypes semblables au syndrome Cornelia de
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Lange (182), des anomalies au cerveau et une cardiopathie hypertrophique (181, 182). Depuis la
publication de la SYS aucune autre étude, que ce soit chez les adultes ou les jeunes, n’a identifié
d’association entre le variant rs7638110 et 1’adiposité ou la pression artérielle (183). Cette

affirmation reste vrai en considérant 1’ensemble du gene MRPS22.

La protéine mitochondriale ribosomique S22 participant activement a la phosphorylation
oxydative (182), il est envisageable que MRPS22 puisse étre li¢ au métabolisme énergétique. Une
altération de MRPS22 pourrait donc altérer le métabolisme énergétique et ainsi affecter
I'accumulation de graisse. Puisqu’aucun lien avec la pression artérielle ne soit apparent, une
relation potentielle avec la pression artérielle pourrait passer par 1’intermédiaire d’un effet sur le

niveau d’adiposité.

3.4.3 rs9930333 (FTO)

Le variant rs9930333 est situé sur un intron du gene F70O positionné sur le chromosome
16q12.2 (171). Ce geéne code pour la protéine Alpha-Ketoglutarate Dependent Dioxygenase qui
est une enzyme du noyau cellulaire faisant partie de la famille d’enzymes Alpha-Ketoglutarate
Dependent Dioxygenase AlkB-like (172). Ce type d’enzyme sert a réparer I’ARN et I’ADN alkylé
par déméthylation oxydative. FTO est exprimé dans plus de 25 tissus chez 1’humain dont
majoritairement dans le cerveau (172). Ce géne est principalement connu pour arborer la région

génétique la plus fortement associée a 'IMC (184).

FTO a été le premier gene identifié associé a 1’adiposité par GWAS. Frayling et al. (132)
ont effectué¢ une GWAS pour le diabete de type II dans une population de 1924 cas et 2938 témoins
d’origine européenne. Ils ont observé que l’association du variant rs9939609 avec le diabete
passait par son association avec I’IMC. Ce variant, ainsi que plusieurs autres sur F70, ont par la
suite été répliqués a multiples reprises chez les adultes (35) et les enfants et adolescents (137). Plus
spécifiquement, le variant investigué¢ rs9930333 a déja été associé a I'IMC par GWAS (185) et
¢tait avait un LD ¢élevé (D’ > 0,90) dans la SYS avec le variant rs9939609 qui fait partie d’un

groupement de variants sur I’intron 1 de F'70 fréquemment associé au poids corporel (186).

Une incertitude réside toujours en ce qui concerne le mécanisme biologique par lequel F70

puisse influencer le niveau d’adiposité. Une étude (187) suggere que l’influence de variants
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génétiques sur FTO sur 1’adiposité passe par un autre géne. Ceux-ci ont montré que les s€quences
non codantes associées avec l’adiposité sur F7O sont connectées et interagissent avec les
promoteurs de gene /RX3. En effet, les variant sur F7O sont associés avec I’expression d’JRX3 et
non pas F70 dans le cerveau humain. De plus, I’étude montrait que des souris privées du gene
IRX3 présentaient un poids corporel réduit de 25 a 30% (187). Cela suggére que I’effet des variants
sur FTO sur I’accumulation de gras passe donc vraisemblablement par son effet sur I’expression

du géne IRX3.

Alors que le lien entre FTO et I’adiposité est donc bien établi, un tel lien est toutefois moins
bien défini avec la pression artérielle. Seulement quelques GWAS ont identifié des variants
affectant des traits liés a la pression artérielle. Des relations ont été observés avec la PAS et PAD
(77), et avec la pression artérielle en prenant en compte une interaction avec le statut de fumeur
(75) et la consommation d’alcool (68). D’autres études ayant examiné des variants génétiques
spécifiques sur F70 ont montré des résultats inconsistants (188). Puisque les roles de F'7O en
dehors du métabolisme énergétique sont toujours méconnus, il est difficile d’élaborer sur un lien
précis avec la régulation de la pression artérielle. Cependant, une étude de Pausova et al. (162)
suggere que FTO pourrait avoir un effet sur la pression artérielle et que cet effet pourrait passer

par 'influx sympathique vasomoteur.

3.4.4 rs17773430 (MC4R)

Le variant rs17773430 est positionné sur le gene MC4R situé sur le chromosome 18q21.32
(171). Ce gene code pour la protéine melanocortin receptor 4, un récepteur de membrane cellulaire
de la famille des récepteurs de mélanocortine (172). MC4R est exprimé principalement dans le
systeme nerveux central, plus particulierement dans le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus
(189). Le récepteur fait partie du systeme de mélanocortine qui comprend plusieurs agonistes,
antagonistes et récepteurs. Les agonistes de MC4R font principalement partie de la famille des
mélanocortines et de I’hormone adénocorticotropique qui sont dérivés du pro-opiomélanocortine.
Les agonistes et antagonistes de MC4R sont sécrétés en fonction des signaux provenant du systéme
digestif ou du tissu adipeux (190, 191). Le systeme mélanocortine agit sur le métabolisme
énergétique en rapport avec le contrdle de la satiété, la dépense d’énergie, la pression artérielle et

la fréquence cardiaque. En général, I’activation de MC4R agit comme activateur du métabolisme
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en ayant comme effet d’augmenter la satiété, la dépense énergétique et la fréquence cardiaque

(191).

Des mutations sur MC4R sont responsables pour la plus grande partie des formes
monogéniques d’obésité. MC4R fait partie d’un groupe de huit génes ayant un réle dans le systéme
mélanocortine qui sont responsables pour environ 10% des cas d’obésité extrémes tot dans la vie.
Plus de 200 mutations sur MC4R ont été identifiées pour des formes monogéniques d’obésité
(191). Ces mutations ont comme effet d’augmenter la masse grasse et la masse maigre et favoriser
I’hyperphagie. Aussi MC4R est I’'un des premiers génes a avoir été associé¢ avec des mesures de
I’adiposité par GWAS. La premicre étude du genre a avoir identifié¢ un variant sur MC4R était le
consortium international Genetic Investigation of Anthropometric Traits (170). Plusieurs autres
variants sur MC4R ont ensuite été identifiés pour une association avec une variété de mesures
anthropométriques chez les adultes (35) et ont ensuite été validés chez les enfants et les adolescents

(137).

Bien que la relation entre MC4R et 1’adiposité soit bien établie, il est moins clair si des
variants génétiques sur ce géne influencent également la pression artérielle. Un seul GWAS (67)
et quelques études examinant spécifiquement MC4R ont identifié des variants sur ce géne associés
a la pression artérielle systolique ou I’hypertension (192-194). Globalement ces résultats n’ont pas

été répliqués de fagon consistante a-travers la littérature.

3.4.5rs7120548 (MTCH2)

Le variant rs7120548 se trouve sur un intron du géne MTCH? situé sur le chromosome
11p11.2 (171). Ce gene code pour la protéine mitochondrial carrier homolog 2, un membre de la
famille de transporteurs nucléiques SLC25 sont localisés dans la membrane externe des
mitochondries (172). Cette protéine occupe notamment des fonctions dans la régulation de
I’apoptose des mitochondries (195), le métabolisme énergétique incluant la phosphorylation
oxydative (196), ainsi que le métabolisme lipidique (197). MTCH?2 est exprimé dans plus de 25

tissus, dont le foie, les reins, le ceeur, le tissu musculaire et le tissu adipeux (197).

Comme FTO et MC4R, MTCH?2 est parmi les premiers genes a avoir été identifié par

GWAS pour un lien avec I’adiposité (35). Des variants sur ce gene ont ensuite ét€¢ associés a

40



plusieurs reprises avec des mesures de 1’adiposité incluant notamment I’IMC (133, 168, 169, 198),
I’IMC prenant en considération le statut de fumeur (199) ou le niveau d’activité physique (185) et
le pourcentage de gras (200). Les études examinant cette association chez les enfants et les
adolescents sont toutefois moins nombreuses et plusieurs n’observent pas d’association avec
I’adiposité (201-206). Une étude examinant la relation entre 1’expression de certains genes et
I’obésité a observé que le niveau d’expression de MTCH?2 dans le tissu adipeux était effectivement
associ¢ avec 1’obésité¢ (207). Quelques études effectuées sur des modéles animaux montrent
¢galement un lien entre I’expression de MTCH?2 et ’accumulation de gras dans le tissu adipeux

(197, 208).

Auniveau de la pression artérielle, la grande majorité des GWAS pour la pression artérielle
n’ont pas identifi¢ de variants sur MTCH?2. Seulement un variant (rs7107356) sur ce geéne a été
associ¢ avec la PAS, la PAD et la pression pulsée dans deux GWAS. Hoffman et al. (71) ont
identifié rs7107356 pour une association avec les trois mesures de la pression artérielle. L’étude
portait sur une méta-analyse d’individus de diverses origines ethniques. Le méme variant a été
identifié¢ en 2018 par Kichaev et al. (209) en effectuant GWAS sur 422 000 individus d’ascendance
européenne. Le variant rs7107356 y était associé avec la PAS. Un lien possible entre MTCH?2 et
la pression artérielle est toutefois moins clair qu’avec I’obésité. Sachant que I’obésité affecte la
pression artérielle, il est possible d’envisager que 1’obésité agisse comme intermédiaire entre
MTCH? et la pression artérielle, une possibilité qui n’a pas été vérifiée dans les deux études citées

précédemment.

3.5 Réplication en études d’association génétique

La réplication des résultats de recherche est une partie essentielle de la démarche
scientifique. L’objectif de la réplication en épidémiologie est d’évaluer les résultats obtenus dans
une étude préalable a I’aide de données supplémentaires afin d’augmenter ou de diminuer la
crédibilit¢ de D’existence d’une association particuliere (210). L’observation répétée d’une
association dans diverses études de qualité effectuées par plusieurs groupes de chercheurs et a
travers diverses populations et différentes méthodes constitue un indicateur important que
I’association ne soit pas due a la chance ou a un biais (210). Le manque de réplication entre les

¢tudes peut étre attribuable a des résultats faux positifs lors des études initiales, a des résultats faux
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négatifs ou un manque de puissance dans les études subséquentes ou bien a de véritables variations

des associations entre les populations (211).

Les études d’association génétiques sont particulierement susceptibles a 1’observation de
résultats inconsistants entre une étude initiale et subséquente. D¢s les premicres années des études
d’association génétique, I’absence de réplication entre les études initiales et subséquentes était plus
souvent la norme qu’une aberration. A titre d’exemple, Hirschhorn et al. (212) ont examiné 166
associations génétiques, montrant que seulement six d’entre elles étaient répliquées de fagon
consistante. Plus récemment, Border et al. (213) ont évalué 18 genes identifiés par études par génes
candidats pour leur relation avec la dépression dans des échantillons allant de 62 138 a 443 264
participants. Aucun des 18 variants étudiés ne montrait d’effet significatif sur la dépression. Les
18 geénes dans lesquels se trouvaient ces variants sont parmi les plus vastement présents dans la
littérature des associations par génes candidats avec la dépression. Ces exemples illustrent bien
I’importance d’effectuer des études de réplication dans le domaine de 1’épidémiologie génétique

afin d’évaluer la validité des résultats observés au préalable.

Plusieurs facteurs peuvent contribuer a I’inconsistance de résultats provenant d’études
d’association génétique, incluant notamment 1’utilisation de tailles d’échantillon trop petites, la
dépendance en des seuils de significativité trop faibles, la stratification de population, les
interactions géne-environnement ou les différences dans les populations d’étude, la définition des

traits étudiés et les méthodes utilisées (210, 214).

Un autre défi inhérent aux études d’association génétique est la gestion du phénomene du
Winner’s Curse d’abord introduit dans le domaine de 1’économie et des enchéres (215, 216), et
ensuite illustré a plusieurs reprises en épidémiologie génétique (37, 39, 217, 218). Ce phénomene
correspond a ce que I’effet estimé d’un variant génétique est souvent plus grand dans I’étude qui
rapporte 1’effet pour la premiere fois que dans les études subséquentes qui tentent de répliquer le
résultat initial (218). A titre d’exemple, dans une revue de 301 études d’association génétique, 24
des 25 loci étudiés montraient une estimation de 1’effet génétique plus grand dans 1’étude initiale

que dans les études subséquentes (39).

L’exemple d’une enchére est une maniére efficace et communément utilisée afin d’illustrer
le Winner’s Curse. Considérons une situation ou tous les participants a une enchere placent des

mises qui sont une estimation imprécise de la valeur d’un objet. La mise gagnante refléte une
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surestimation de la valeur de 1’objet conditionnellement a ce que cette mise est I’estimation la plus
¢levée de I’ensemble des mises non biaisées (39). Le mécanisme expliquant le Winner’s Curse
dans les études d’association génétique est li¢ a la sélection des variants a répliquer. Ceux-ci le
sont uniquement en raison d'une valeur élevée de significativité statistique, sans tenir compte d’une
hypothése scientifique préalable (219). Egalement, ’estimation de I’effet génétique sur le trait
¢tudié est directement corrélée avec la significativité statistique (217). Combiné a la méthode de
sélection des variants a rapporter, la corrélation entre I’effet génétique et la significativité
statistique suggere que la faible valeur de test observée le soit en raison d’un effet mesuré surestimé
(217). Cela peut mener a la non-réplication de résultats initiaux en raison de la sous-estimation de

la taille d’échantillon nécessaire pour détecter 1’association dans les études subséquentes (37).

En réponse aux problématiques de réplication des études d’association génétique, le
domaine a vu apparaitre des rapports, recommandations ou critéres concernant la facon de
rapporter une association et le processus pour établir des réplications solides. Le lecteur peut se
référer au Tableau 2 pour une adaptation des recommandations soulevées dans la littérature par
Bush et al. (220), Kraft et al. (210) et par un groupe de travail du National Cancer Institute et du
National Human Genome Research Institute (221) concernant les bonnes pratiques concernant la
réplication des résultats d’études d’association génétique. En bref, on souligne que la réplication
d’association génétique fait référence a la réplication de I’effet d’un variant précis sur un trait
particulier sous un modele analytique spécifique (220). Ainsi, les études de réplication devraient
d’abord étre effectuées au sein d’une population d’étude semblable et indépendante de la
population de I’étude originale afin d’éviter d’observer des différences dans 1’association étudiée
qui seraient dues a la différence entre les populations d’¢tude. Le ou les traits ¢tudiés devraient
¢galement suivre une classification et des méthodes de mesures se rapprochant le plus possible de
celles utilisées dans I’étude initiale. Idéalement, les variants étudiés initialement devraient étre les
mémes dans les tentatives de réplications. Or, dans I’éventualité ou ceux-ci ne sont pas disponibles,
il est possible d’utiliser des substituts en corrélation avec les variants initiaux. Une taille
d’échantillon appropriée afin de détecter 1’association d’intérét devrait minimalement étre plus

grande afin de prévoir une possible surestimation de 1’effet génétique dans 1’étude initiale.
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Tableau 2. Recommandations adaptées de la littérature’ concernant la réplication d’études
d’association génétique.

Aspect

Population d'étude

Traits

Variants

Modg¢le analytique

Taille d'échantillon

Recommandation

Les réplications devraient étre effectuées dans des populations semblables, mais
indépendantes afin de prévenir des différences au niveau de 1'ascendance. Une fois
l'association répliquée dans une population semblable, celle-ci peut étre étudiée
dans un échantillon provenant d'une différente population. Puisqu'une association
génétique peut varier d'une population a une autre, une telle réplication peut ajouter
davantage de crédibilité. Inversement, un échec de réplication dans une population
différente ne peut pas a lui seul invalider l'association initiale qui pourrait étre

spécifique a une certaine sous-population.

Le trait examiné dans les études de réplication devrait étre le plus identique possible
a celui examiné lors de I'étude initiale. Utiliser une classification différente ou des
différences dans les méthodes de mesure peut rendre l'interprétation des résultats
plus complexe.

Les variants examinés devraient idéalement étre les mémes dans les études de
réplication que dans 1'étude initiale. Advenant que le variant étudié initialement ne
puisse étre utilisé, seul les variant en haut degré de LD devraient étre utilisés
comme substituts.

Idéalement, le méme modele analytique choisi dans 1'étude initiale devrait étre
utilisé dans les études de réplication afin d'éviter toute variation due a une
modélisation différente. Par exemple, advenant qu'un codage additif fiit considéré

pour le génotype, cela devrait également étre le cas dans les études subséquentes.

Les études de réplication devraient avoir une taille d'échantillon suffisante afin
d'identifier I'association a répliquer. On devrait également prévoir qu'il soit possible
que l'effet estimé dans les études initiales soit en inflation dii au phénoméne du
Winner's Curse. 1l est donc raisonnable d'ajuster la taille d'échantillon en anticipant

un tel phénomene et ainsi conserver une taille d'échantillon suffisante.

TTableau adapté a partir d’informations assemblées dans la littérature (210, 220, 221).
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CHAPITRE 4 - METHODES

4.1 Source des données

4.1.1 Etude NDIT

Les données utilisées proviennent de 1’étude NDIT (43), une étude longitudinale ayant
comme objectif d’examiner le cours naturel de la dépendance a la nicotine et les déterminants li€s
a I’utilisation de la cigarette chez les adolescents. Une technique d’échantillonnage par école a été
utilisé afin d’identifier les participants débutant en 1999 (43). Un total de 13 écoles secondaires de
la région de Montréal sélectionnées afin d’inclure des écoles francophones et anglophones, des
écoles de milieux ruraux, urbains et suburbains et des écoles de milieux socioéconomiques
diversifiés (43). Deux écoles ont été exclues en raison du faible niveau de retour de consentement
parental et une école a été retirée en raison d’une non-garantie de participation apres la premiere
année (43). Parmi les 10 écoles, 1294 sur 2325 éléves ¢éligibles en premiére secondaire (56%) ont

accepté de participer a I’étude (43).

Un formulaire de consentement a été signé par les parents au recrutement des éléves
prenant part & NDIT, puis par les participants a ’atteinte de la majorité et ultérieurement pour le
prélevement des échantillons de sang et de salive. L’¢tude a été approuvée par le Comité d’éthique
de la recherche du Centre hospitalier de 1’Universit¢ de Montréal (2017-6855), par le comité
d’¢éthique du département de santé publique de Montréal et par le comité d’examen institutionnel

de la faculté de médecine de I’Université McGill.

Les données collectées proviennent principalement de questionnaires autoadministrés
s’étalant sur 23 cycles, 20 effectués de la 1° a la 5¢ secondaire (4 questionnaires & intervalle de 3
mois au cours des 10 mois de I’année scolaire) et les 3 derniers effectués lorsque les participants
avaient en moyenne 20, 24 et 30 ans (collecte de données en cours) (43). Outre les objectifs
principaux de I’étude NDIT, ces données permettent aussi I’étude de D’activité physique, les
comportements sédentaires, 1’alimentation, 1’utilisation d’alcool et d’autres substances illicites, la
sant¢ mentale et le sommeil (43). Des questionnaires supplémentaires pour les parents et les
administrateurs des écoles ont également été effectués au cours de I’étude (43). En ce qui concerne
I’objet du mémoire, des échantillons de sang et de salive ont été collectés en 2002 ou de 2007 a
2012 en vue d’analyses génétiques. Les données relatives aux mesures anthropométriques et a la

pression artérielle ont été collectées lorsque les participants avaient en moyenne 13 (cycle 1), 15
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(cycle 12), 17 (cycle 19), 24 ans (cycle 22) et 30 ans (cycle 23) (43). Afin de limiter les analyses

aux adolescents et jeunes adultes, les données du cycle 30 ont été exclues des analyses du mémoire.

4.1.2 Echantillon analytique et pertes au suivi

Des 1294 participants de NDIT, 943 (73%) ont accepté de fournir un échantillon de sang
ou de salive en vue d’analyses génétiques. Parmi les 943 échantillons disponibles, 40 ont été retirés
en raison d’une faible qualité ou de discordance relative au sexe et 35 ont été exclus en raison d’un
pourcentage de génotypage inférieur a 98%. Utilisant une analyse par composante principale, 726
participants ont été identifiés comme ayant une ascendance européenne. Neuf participants ont été
exclus en raison de liens familiaux (fréres et sceurs, jumeaux, triplés et meére). Finalement, quatre
participants ont été exclus parce qu’ils n’avaient aucune mesure d’IMC et de PAS disponible.
Ainsi, I’échantillon analytique regroupe 713 participants, soit 55% de 1’échantillon total de NDIT

et 76% de ceux ayant accepté de fournir un échantillon de sang ou de salive.

Le Tableau 3 présente les caractéristiques au cycle 1 des participants de NDIT inclus et
exclus des analyses. Ceux-ci ont une PAS et un IMC semblable. Les participants exclus sont plus
agés en moyenne et proviennent davantage de familles monoparentales comparativement aux

participants inclus.

Tableau 3. Caractéristiques au cycle 1 des participants inclus et exclus, NDIT 19997

Variable Inclus Exclus Valeur p
) (n=713) (n=581)

Age, moyenne (ET) 12.7 (0,5) 12,8 (0,6) <0,0001
Femme, % 53,7 49,5 0,1444
Meére a une éducation universitaire, = 46,4 40,8 0,1092
%

Famille monoparentale, % 6,3 13,1 0,0001
Déja consommé de I’alcool, % 454 40,0 0,0647
D¢ja fumé, % 29,0 32,2 0,2650
Taille, moyenne (ET) 156,3 (7,7) 156,2 (7,9) 0,9380
IMC, moyenne (ET) 20,2 (3,8) 20,0 (3,9) 0,2720
PAS, moyenne (ET) 105,4 (10,1) 105,1 (10,3) 0,7190

T Valeur p calculée par Chi-carré pour les variables catégorielles et par ANOVA pour les variables continues
normalement distribuées. Les valeurs p en gras sont significatives a p < 0,05.
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Dés 713 participants de I’échantillon analytique, 601 (84%) étaient toujours présents aux
suivis au cycle 22. Le nombre d’observations d’IMC et de PAS disponibles par cycle est présenté
au Tableau 4. Au total, 2350 et 2349 observations sont disponibles pour analyses pour I'IMC et la
PAS respectivement.

Tableau 4. Description des pertes au suivi et du nombre d’observations disponibles pour I'IMC et
la PAS, NDIT 1999-2012

Cycle  Participants % IMC PAS Observations = Observations
suivis manquant manquante IMC PAS

1 713 100,0 48 49 665 664

12 712 99,9 106 104 606 608

19 688 96,5 166 167 522 521

22 601 84,3 44 45 557 556

4.2 Variables d’étude

4.2.1 Variables dépendantes

La PAS a ¢été mesurée a I’aide d’un appareil oscillométrique (Dinamap XL, modele
CR9340, Critikon Co, Tampa, Fla) calibré a un sphygmomanomeétre au mercure au début de
chaque suivi de collecte de données relatives a la PAS et aux mesures anthropométriques. Toutes
les mesures ont été effectuées par des techniciens ayant recu une formation appropriée au
préalable. A tous les suivis, trois mesures de pression artérielle étaient prises a intervalle d’une
minute, au bras droit, en position assise et apres un repos de cinqg minutes. La premiére mesure
était systématiquement exclue afin d’éviter le risque potentiel d’un effet de blouse blanche. La
valeur rapportée pour le suivi correspondait a la moyenne entre la deuxieme et la troisiéme mesure.
Si la deuxieéme et troisieme mesure différaient de plus de 20 mm de Hg pour la PAS ou de 10 mm
Hg pour la PAD, une quatrieme et une cinquieme mesure étaient effectuées et la valeur de pression

artérielle rapportée était la moyenne des deux mesures les plus semblables.

La taille et le poids des participants ont été¢ mesurés avec un stadiometre (modele 214 Road
Rod; Seca Corp., Hanover, MD, USA) et a I’aide d’une balance (modele 761, Seca Corp., Hanover,
MD, USA). Deux mesures étaient effectuées pour ces deux variables a chaque suivi. Une troisiéme
mesure €tait prise dans la situation ou la différence entre les mesures était supérieure a 0,2 kg pour
le poids et a 0,5 cm pour la taille. La valeur finale conservée pour le suivi correspondait a la

moyenne des deux mesures les plus proches. Les coefficients de fidélité interévaluateur étaient de
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0,99 pour la taille et le poids. L’IMC était calculé comme la masse divisée par le carré de la taille

(m?).

4.2.2 Variables indépendantes

Les variables indépendantes a 1’é¢tude sont les variants rs16933812 (PAX35), rs7638110
(MRPS22), 159930333 (FTO), rs17773430 (MC4R) et 1s7120548 (MTCH?2) identifiés par la SYS
pour leur association statistiquement significative avec I’'IMC, et testés pour leur association avec
la PAS. Les variants ont été génotypés par Génome Québec a ’aide de la puce Illumina Global
Screening Array-24 v1.0. L’ imputation des variants a été effectuée avec le logiciel Minimac3 (222)
utilisant les haplotypes du panel de référence 1000 Genomes Phase 3 (176). Le variant rs17773430
sur MC4R n’étant pas disponible dans le panel de variants de NDIT, il a été remplacé par un proxy
en haut LD (r?=0,976), rs111638368 (MC4R), dans une population comparable du 1000 Genomes
Project Phase 3 (176) (résidents de I’Utah avec ascendance de I’Europe du Nord et de 1’Ouest
(CEU)). Afin de comparer les effets estimés dans NDIT a ceux de la SYS, le génotype des
individus en rapport aux variants a 1’étude est codé selon un codage génotypique, c’est-a-dire de
fagon catégorique (homozygote alléle mineur, hétérozygote et homozygote alléle majeur). Une
analyse secondaire sera effectuée selon un codage additif (0, 1 ou 2 alleles) afin de modéliser un
effet linéaire des alleles sur I'IMC et la PAS, codage généralement plus puissant qu’un codage

génotypique.

4.2.3 Variables additionnelles

Certaines variables additionnelles sont utiles afin de décrire la population d'étude. Les
variables sociodémographiques utilisées incluent 1'dge des participants (variable continue), le
statut familial (monoparental ou non, mesuré par le nombre d’adultes a la maison), le sexe des
participants (femme ou homme), le pays de naissance (Canada ou autre) et 1'éducation des meres
des participants (éducation universitaire ou non). Le nombre de séances d'activité physique
modérée ou vigoureuse effectuées par semaine (variable continue), la consommation d'alcool
(consommation ou non au cours des trois derniers mois), le statut de fumeur (jamais ou déja fumé),
ainsi que le nombre de cigarettes fumées au cours des derniers trois mois chez ceux ayant déja
fumé (variable continue) ont également été utilisés afin de décrire la population d'étude. Une

description plus ¢élargie de ces variables incluant les cycles de données disponibles, 1'énoncé du
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questionnaire, les choix de réponses possibles et le formatage des réponses pour analyse si
nécessaire est disponible a I’Annexe C. Les variables qui variaient dans le temps ont été décrites
aux cycles 1, 12, 19 et 22, a I’exception du statut familial qui n’avait pas de données disponibles
pour le cycle 22. Les variables qui ne variaient pas dans le temps ont été considérées au
questionnaire du cycle 1 pour le sexe et le pays de naissance et au questionnaire destiné aux méres

lorsque les participants avaient 15-16 ans pour I’éducation des meéres.

I1 est également important de déterminer si certains facteurs de confusion pourraient biaiser
I’association entre les variants étudiés et 'IMC et la PAS. Une variable peut étre considérée
comme une variable de confusion potentielle si elle affecte a la fois la variable indépendante et la
variable dépendante, sans étre dans le chemin causal entre ces deux derni¢res. Dans NDIT, les
variables indépendantes étudiées sont des variants génétiques déterminés a la naissance qui
surviennent temporellement avant I’influence d’autres variables. Ces variants ne sont donc pas
influencés par des facteurs de risque de I’'IMC ou de la PAS et ne seront donc pas considérés
comme des variables de confusion. L’ascendance des participants est une exception et pourrait
influencer a la fois les fréquences alléliques des variants génétiques investigués et I'IMC et la PAS.
Bien que I’échantillon analytique ait été réduit aux participants d’ascendance européenne, une
sous-structure de population peut tout de méme persister et introduire de la confusion résiduelle.
Les variables représentant des facteurs de risque pour les variables dépendantes peuvent tout de
méme étre introduites dans les analyses statistiques afin d’augmenter la variation expliquée des
variables dépendantes et ainsi améliorer la puissance statistique, dans la mesure ou ces variables
ne se retrouvent pas sur le chemin causal entre les variables indépendantes et dépendantes. Ainsi,
I'age au début de 1'étude, le sexe et la taille (pour la PAS seulement) ont ét¢ considérés comme
covariables dans les analyses statistiques. En ce qui concerne 1’analyse pour la PAS, il est possible
que I'IMC soit une variable intermédiaire et ne sera donc pas ajoutée initialement comme
covariable. Advenant I’observation d’une association statistiquement significative entre un variant

investigué et la PAS, une analyse de médiation par I’'IMC pourra étre effectuée.
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4.3 Analyses statistiques

4.3.1 Analyses descriptives

Toutes les analyses statistiques, incluant les analyses descriptives et longitudinales ont été
effectuées a 1’aide du logiciel statistique R version 3.5.3 (223). Une description des participants a
été effectuée pour les quatre suivis ayant des données disponibles pour I’'IMC et la PAS (cycle 1,
12, 19 et 22). La description des participants comprend la moyenne et I’écart-type des variables
continues normalement distribuées, la médiane et 1’écart interquartile des variables continues qui
ne sont pas normalement distribuées et la fréquence des variables catégorielles. L’échantillon
analytique pour chaque cycle de mesure correspond au nombre d’individus étant actifs aux suivis
au cycle correspondant. Les données manquantes sont également décrites pour chaque variable
aux quatre cycles étudiés. Une donnée pouvait étre manquante en raison d’un questionnaire non
rempli, de questions spécifiques non répondues dans un questionnaire, ou bien d’une mesure

anthropométrique ou de pression artérielle manquée spécifiquement.

Les caractéristiques de 1’échantillon analytique au cycle 1 ont également été comparées
entre les participants perdus au suivi au cours de 1’étude (n=112) et les participants toujours
disponibles au cycle 22 (n=601). Cette analyse a ét¢ effectuée avec ANOVA pour les variables
normalement distribuées, Wilcoxon pour les variables non normalement distribuées et chi-carré

pour les variables catégoriques.

4.3.2 Analyses longitudinales

La PAS et I'IMC sont considérés comme des variables continues et ne sont donc pas
catégorisées selon les critéres de classification de I’hypertension et de 1’obésité. L’analyse de
I’association entre les cinq variants a I’étude avec I'IMC et la PAS a été effectuée a 1’aide de
modeles linéaires mixtes avec effets aléatoires pour tenir compte de la corrélation entre les mesures
sur les mémes individus (224). On décrit en premier lieu la stratégie de modélisation pour le
modele ayant 'IMC comme variable dépendante. Une structure de corrélation par symétrie
composée a ¢té utilisée afin de tenir compte de I’intervalle non €quivalent entre les mesures
anthropométriques et de pression artérielle (0, 36, 57 et 144 mois). Un mod¢le sans effet génétique,
mais incluant 1’dge au début de 1’étude, le sexe et le temps écoulé depuis le cycle 1 (en mois)

comme covariables a d’abord été construit afin de bien modéliser I’effet du temps sur 'IMC.
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D’abord, une pente aléatoire a été¢ considérée pour 1’effet du temps et ce modele est représenté a
la formule (A). L hypothése de linéarité de 1’effet du temps a ensuite été évaluée graphiquement
et a I’aide d’une paramétrisation polynomiale, de la catégorisation pour le temps et par lissage. Le
choix du modéle général représentant le mieux l'effet du temps sur I'IMC a été effectué¢ en
comparant 1'Akaike Information Criterion (AIC) de chaque modé¢le. Une analyse des résidus a
ensuite été effectuce afin d’évaluer les présuppositions (homogénéité de la variance et distribution
normale des résidus) du modéle linéaire mixte retenu. Une fois le modele sans effet génétique
déterminé, les variants ont été ajoutés aux modeles. On s’assure ainsi que les modeles restent
constants entre I’analyse de chaque variant et que les différences observées entre les modeles ne
représentent que I’ajout des variants. Afin de comparer les résultats obtenus avec ceux de la SYS
les variants ont ét¢ incorporés aux modeles selon un codage génotypique qui est présenté a la

formule (B).

IMCij = Bo + BiTij + BoSex; + BsAgeB; + So; + SuiTij + & (A)
Avec: g;~N(0, 0%), S5 ~N(0,08) et S;; ~N(0,05)
La covariance entre S; et Sy; est gg s,

IMC;; = Bo+ BiTij + B2Sex; + PsAgeB; + BiAa; + Bsaa; + Sy; + S1;Tij + & (B)
Ou pour (A) et (B) :

e i=1,...,nindividus et j=1, ..., 4 occasions de mesure

e T : Temps écoulé depuis le cycle 1

e AgeB : Age au début de I’étude

e Aa: groupe des hétérozygote (individus possédant un allele de risque)

e aa: groupe des homozygote pour I’allele mineur (individus possédant deux alleles

de risque)
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La méme stratégie a été appliquée aux modeles ayant la PAS pour variable dépendante.
Cependant, la taille a aussi été considérée comme une covariable en plus de I’age en début d’étude,

le temps écoulé depuis le cycle 1 et du sexe.

4.3.3 Taille d’échantillon et puissance statistique

La présente étude est une étude secondaire de NDIT donc la puissance statistique pour
détecter des tailles d’effets plausibles pour les variants en tenant compte de la taille d’échantillon
disponible (n=713) a été calculée avec le logiciel GLIMMPSE (225). Les moyennes de PAS de
110 mm Hg (écart-type = 11 mm Hg) et d’IMC de 22 kg/m? (écart-type = 4 kg/m?) pour le cycle
1 de NDIT ont été utilisées pour le calcul de puissance. L’augmentation moyenne entre les garcons
et les filles a été utilisée a partir des données du Centers for Disease Control and Prevention (226)
pour déterminer I’augmentation de la PAS et de I'IMC avec 1’age. Des fréquences alléliques entre
15% et 45% pour I’alléle mineur ont été considérées afin de couvrir 1’étendue des fréquences
alléliques des variants investigués. Une fréquence allélique entre 5 et 10% peut étre envisagée pour
rs7638110 (MRPS22), mais une telle fréquence ne peut étre représentée en raison de contraintes
du logiciel utilisé. La puissance calculée varie de 75% a 80% pour détecter un effet de 0,5 mm Hg
et de 89% a 93% pour détecter un effet de 0,25 kg/m? par alléle de risque pour des fréquences
d’allele mineur supérieures a 20%. En raison du faible niveau d’exposition pour une fréquence de
’allele mineur fixée a 15%, la puissance y est réduite a 68% et 83% pour la PAS et I'IMC
respectivement. Les estimations obtenues pour rs7638110 (MRPS22) devront donc étre
interprétées avec prudences. Les valeurs détaillées pour le calcul de puissance sont disponibles

dans I’Annexe D (Tableaux Al et A2).

4.3.4 Analyses de sensibilité

Des analyses de sensibilit¢ supplémentaires ont été effectuées. D’abord, un modele
examinant 1’effet des variants sur ’IMCZ comme variable dépendante a été considéré afin de tenir
compte du fait que I’'IMCZ est habituellement la mesure d'adiposité utilisée chez la population
pédiatrique. Puisque les participants sont agés d’en moyenne 24 ans au cycle 22, cette analyse a
été restreinte aux trois premicres collectes de données anthropométriques. Les analyses

longitudinales de I'effet des variants sur la PAS et 'IMC ont également été effectuées en omettant
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le cycle 22 ou les participants €taient de jeunes adultes (24 ans en moyenne) du modele afin de se
rapprocher du groupe d'age utilisé par la SYS. Comme mentionné plus haut, 1’ascendance des
participants pourrait représenter une variable de confusion dans 1’association entre les variants
génétiques et les traits examinés. Ainsi, une analyse par composantes principales incluant les cing
premicres composantes a donc été ajoutées aux modeles statistiques. Aussi, un terme d’interaction
entre les variants et le temps mesurant si I’effet des variants sur I'lMC et la PAS est modifié par le
temps a été considéré afin de s’assurer de la constance de 1’effet du variant sur I'IMC et la PAS et
ainsi obtenir une meilleure comparabilité avec les résultats obtenus par la SYS. Finalement, un
terme d’interaction entre les variants et ’IMC a été considéré afin d’évaluer I’influence de I'IMC
sur la relation entre les variants et la PAS. Ces effets conditionnels des variants sur I’IMC et la

PAS ont été représentés graphiquement a 1’aide du module R interplot (227).

4.4 Comparaisons des études
Pour faciliter la lecture de 1’étude de réplication, le Tableau 5 offre une comparaison
sommaire de [’échantillon analytique, des variants génétiques et des traits investigués, des

méthodes de mesure et des analyses statistiques entre NDIT et la SYS.
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Tableau 5. Comparaison des méthodes utilisées dans NDIT et par la SYS

Echantillon analytique
Provenance de
1’échantillon analytique

Age au recrutement
Ascendance

Devis
Traits investiguées

Méthode de mesure IMC

Méthode de mesure PAS

Variants génétiques
investigués

Analyses statistiques

Covariables

NDIT (2020)

713

Participants de 1’étude longitudinale NDIT
recrutés dans 10 écoles secondaires de
Montréal

12 2 13 ans en 1999-2000

Européenne (validé par analyse de
composantes principales)

NDIT est une étude longitudinale.

Adiposité (IMC)

Pression artérielle (PAS)

-Taille et poids mesurés avec un stadiometre
et une balance.

-Deux mesures par collecte de données.
-Troisiéme mesure lorsque la différence entre
les deux premiéres mesures supérieures a 0.2
kget 0.5 cm.

-La moyenne des deux mesures les plus
proches était rapportée.

-PAS mesurée avec un appareil
oscillométrique.

-Trois mesures a chaque collecte de données.
-Premicre mesure systématiquement retirée.
-Deux mesures supplémentaires effectuées
advenant un différence entre les mesures
supérieure a 20 mm de Hg pour la PAS ou 10
mm Hg pour la PAD.

-La valeur rapportée était la moyenne des
deux mesures les plus semblables.

IMC, PAS : 1516933812, rs7638110,
rs9930333, rs17773430 et rs7120548

-IMC : modéle linéaire mixte avec effet
aléatoire pour mesures rassemblées pour
chaque participant.

-PAS : modéle linéaire mixte avec effet
aléatoire pour mesures rassemblées pour
chaque participant.

Age au début de 1'étude, sexe, temps écoulé
depuis le cycle 1 et taille (PAS uniquement)
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SYS (2012)

598

Participants de 1’étude SYS recrutés dans des
écoles secondaires du Saguenay-Lac-St-Jean

12 a 18 ans entre 2003 et 2009

Européenne (grands-parents maternels et
paternels d’origine canadienne-francaise)
Transversal

Adiposité (Masse grasse totale, IMC)
Pression artérielle (PAS)

-Taille et poids mesurés avec une précision de
0.1 kg et de 1 mm

-PAS mesurée avec un moniteur
hémodynamique continu pour les doigts.
-Protocole de 52 minutes en cinq contextes :
debout, assis, couché, stress mental et repos de
stress.

-La valeur rapportée était la moyenne de PAS
pour chacune des parties.

IMC, masse adipeuse totale : GWAS

PAS : variants associés aux mesures
d’adiposité (rs16933812, rs7638110,
1s9930333, rs111638368 et rs7120548)
-IMC : modg¢le linéaire simple avec
composante de variance pour prendre en
compte la corrélation entre individus
provenant d’une méme famille.

-PAS : modéle linéaire mixte avec effet
aléatoire pour les cinq mesures provenant du
méme individu a différents contextes et pour
la corrélation entre mesures sur individus
d’une méme famille.

Age, sexe et taille (PAS uniquement)



CHAPITRE 5 - RESULTATS

5.1 Présentation du manuscrit

Ce chapitre comporte le manuscrit intitulé : Common genetic variants associated with body-mass
index and systolic blood pressure: replication and the Winner’s Curse. Celui-ci est sous la forme
d’un brief research report et le journal cible est Frontiers in Genetics qui encourage la soumission
de rapports traitant de la non-reproductibilité de résultats publiés antérieurement. Le manuscrit
contient le corps de I’ouvrage, ainsi qu’une section sur les matériels supplémentaires qui seront

inclus lors de la soumission au journal.

En tant que premier auteur et sous la supervision de Marie-Pierre Sylvestre, j’ai joué un réle central
a toutes les étapes de la préparation du manuscrit, incluant la conceptualisation, le développement
des objectifs de recherche et de la méthodologie utilisée, 1’analyse formelle des résultats et la
rédaction du manuscrit. En plus d’agir comme ma superviseure de recherche, Marie-Pierre
Sylvestre a également révisé le manuscrit. Jennifer O’Loughlin a révisé le manuscrit et a été
essentielle a ’acquisition des données utilisées dans 1’étude en tant qu’investigateur principal de

I’étude NDIT.
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5.2 Manuscrit
Title: Common genetic variants associated with body-mass index and systolic blood pressure:

replication and the Winner’s Curse
Authors: Goulet D!, O’Loughlin J'?, Sylvestre MP!-2,

Affiliations: 'Department of Social and Preventive Medicine, Université de Montréal, Montréal,
Quebec, Canada; “Centre de recherche du centre hospitalier de 1'Université de Montréal
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Correspondance : Marie-Pierre Sylvestre, Centre de recherche du centre hospitalier de I’Université
de Montréal, 850 Saint-Denis (S03-458), Montreal, Quebec, Canada, H2X 0A9. Tel: 514-890-
8000, extension 31474; Fax: 514-412-7953; Email: marie-pierre.sylvestre@umontreal.ca

Word count (main text): 2954 (Maximum 4000)
Word count (abstract): 198

Number of tables: 3

Number of figures: 0

Number of Supplementary materials: 8

Abbreviations: BMI — body mass index; SBP — systolic blood pressure; DBP — diastolic blood
pressure; SNP — single nucleotide polymorphism; NDIT study — Nicotine Dependence In Teens
study; LD — linkage disequilibrium; MAF — minor allele frequency.
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ABSTRACT

The strong correlation between adiposity and blood pressure might in part be explained by shared genetic
risk factors. A recent study identified five single nucleotide variants, rs16933812 (PAX5), rs7638110
(MRPS22),1s9930333 (FTO), 157120548 (MTCH?2) and rs17773430 (MC4R), associated with body mass
index, three of which (MRPS22, PAX5 and FTO) were also associated with systolic blood pressure in
adolescents aged 12 to 18 years old. We attempted to replicate these findings in a similar sample of
adolescents. A total of 713 adolescents were genotyped and had anthropometric and systolic blood
pressure measured at age 13, 15, 17 and 24 on average. Using linear mixed models, we assessed
associations of the five variants with both body mass index and systolic blood pressure. We replicated
the effect of variants at genes F70 and MTCH?2 on body mass index, but not those on MRPS22, PAX5
or MC4R. Further, none of the associations between the variants and systolic blood pressure was
replicated. Explanations for the partial failure to replicate include differences in genetic structures across
populations and in definitions of phenotype. However, our results also suggest that selection of variants

in the earlier study might have been prone to the Winner’s Curse phenomenon.

Key words: Adiposity, blood pressure, genetic association study, adolescence.
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INTRODUCTION

In 2015, high blood pressure and high body mass index (BMI) were the first and fourth risk
factors, respectively for disability-adjusted life-years (1). Blood pressure and adiposity are strongly
correlated (2), and higher adiposity is an important risk factor for elevated blood pressure, both in adults
(3) and adolescents (4). The common variants/multiple disease hypothesis first introduced by Becker (5)
posits that the correlation between related traits, such as adiposity and blood pressure, may be explained
by shared genetic risk factors. In a previous study, Melka et al. (6) identified three single nucleotide
polymorphisms (SNPs), associated with both BMI and systolic blood pressure (SBP) in adolescents aged
12 to 18 years in Saguenay-Lac-St-Jean in Quebec, Canada. However, these results have not yet been

replicated in an independent sample.

Investigating the genetic underpinning of adiposity and blood pressure in youth is important
because it cannot be assumed the genetic architecture present in adults can be inferred to children and
adolescents (7). For example, results from a longitudinal twin study suggested that genes associated with
blood pressure are expressed differently in childhood and adulthood (8). Further, investigating genetic
susceptibility in youth, who are rarely treated with antihypertensive medication and who are less affected
than adults by the cumulative impact of exposure to the environment, might help identify genetic factors
that influence both adiposity and blood pressure (9, 10). However, genetic association studies for
adiposity and blood pressure on youth are scarce and generally have smaller sample size than those in
adults (11, 12), highlighting the need for proper replication of previously reported findings, whether

previously identified in adults or newly discovered in adolescents.

The importance of replication of genetic studies is further supported by the phenomenon of the
Winner’s Curse (13), in which the estimates of the associations between newly discovered genetic
variants and phenotypes in genome-wide associations studies (GWAS) tend to be larger in the discovery
sample than in subsequent replication studies. This complicates the replication of findings, especially if
the sample size calculations for the replication study is based on overestimated effect sizes, resulting in
an underpowered study (14). First described in the field of economics and auctions (15, 16), this
phenomenon applies to GWAS because discoveries are identified based on a stringent significance level,
often around 5x10°8. A newly discovered variant is likely to have an overestimated effect because its
discovery is conditional on it being the highest of all previous estimations (17). The problem often arises
when the same sample is used for both discovery and effect estimation (18) and the SNPs of interests

correspond to those that had the lowest p-values (19).
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Among the three single SNPs reported as associated with both BMI and systolic blood pressure
in adolescents by Melka et al, two corresponded to newly discovered variants of BMI that were next
found to be associated with SBP in the same dataset. With considerations of both the Winner’s Curse
and the importance of replicating genetics studies in adolescents in mind, we sought to replicate Melka
et al.’s findings by capitalizing on a similar sample in the Nicotine Dependence In Teens (NDIT) study
(20), a longitudinal investigation of adolescents in Montreal in Quebec, Canada followed from age 12

(1999-2012) to 24.

METHODS
Study design and analytical sample

Study participants provided data in the Nicotine Dependence in Teens (NDIT) study, a
longitudinal investigation of the natural course of nicotine dependence across adolescence (20). A total
of 1294 grade 7 participants age 12 to 13 years were recruited in 1999-2000 in 10 Montreal-area high
schools selected to include French and English schools, schools located in rural, urban and suburban
areas, and schools serving socioeconomically diverse neighborhoods. Data was collected in self-
administered questionnaires across 23 study cycles. Data from cycles 1 to 20 were collected in grade 7
to 11 (i.e., the last year of high school in Quebec) every three months during the 10-month school year
over five years. Post high school data were collected in cycles 21 to 23 when participants were age 20,

24 and 31 years on average.

DNA samples were collected from 943 of 1294 NDIT participants (73%). A total of 713
participants were unrelated, of European descent, had passed genetic quality control and had at least one
BMI or SBP measure available, and thus comprised the analytical sample. Anthropometric and blood
pressure measurements used in NDIT were obtained at cycles 1, 12, 19, 22 and 23 when participants
were age 13, 15, 17, 24 and 31 years on average, respectively. Analyses excluded survey cycle 23 to

avoid a too severe drop in sample size due to attrition.

Consent form was signed by parents at inception, and then by students when they have attained
legal age. Additional consent was obtained for the collection of blood and saliva samples. This study was
approved by the ethics review committees of the Montréal Department of Public Health, the McGill
University Faculty of Medicine, and the Centre de Recherche du Centre Hospitalier de I’Université de

Montréal.
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Outcome variables

Trained technicians measured height and weight (Seca Portable Stadiometer — Model 214 and
Seca Scale — Model 761, Seca Corporation, Columbia, MD, USA) according to a standardized protocol
(21). BMI was calculated as weight (kg) divided by height squared (m?). Blood pressure was assessed
three times at 1-min interval with an oscillometer (Dinamap XL, modéle CR9340, Critikon Co, Tampa,
Fla) calibrated to a mercury sphygmomanometer. SBP was computed as the average of the second and
third SBP measurements. Additional information on BMI and SBP measurement in NDIT has been

reported previously (20) and can also be found in Supplementary text 1.
SNP genotyping

SNPs investigated were rs16933812 (PAXS5), rs7638110 (MRPS22), 159930333 (FTO0),
1s7120548 (MTCH?2) and rs17773430 (MC4R). Genotyping was performed by Genome Québec using
the Illumina Global Screening Array-24 v1.0 (GSA) and imputation was done with Minimac3 software
(22) according to haplotypes from the 1000 Genomes Phase 3 reference panel (23). The SNP rs17773430
(MC4R) was not available within the genotyping array used and was therefore replaced with a proxy,
rs111638368 (MC4R), in strong linkage disequilibrium (LD) (r*=0.976) in a comparable population in
the 1000 Genomes Project Phase 3 (24) (Utah residents with Northern and Western European ancestry
(CEU)). Additional details about the genotyping process and genetic quality control is available in
Supplementary text 2.

Statistical analysis

Characteristics of the 713 participants in the analytical sample were described at each cycle.
Normally distributed variables were expressed as mean (SD), non-normally distributed variables as

medians (IQR), and categorical variables as frequencies.

Melka et al, SNPs used two approaches to select SNPs associated with BMI that would then be
tested for their association with SBP. First, they perform a genome-wide scan of their data and identified
SNPs that passed the conventional genome-wide threshold (p < 5x107®) for their association with either
BMI or total fat mass. SNPs rs16933812 (PAX5) and rs7638110 (MRPS22) were selected this way.
Second, they considered 33 SNPs detected in previously published GWAS of BMI and estimated the
associations those SNPs had with BMI in their data. From this list, they selected SNPs that (i) were in
high LD (D’ > 0.90) with at least one of the 33 SNPs; (i1) had the same direction of association as in the
previously published GWAS; and (iii) were associated with BMI in the SYS study with p <5x10™*. Three

60



SNPs satisfied these three criteria, namely 19930333 (F70), rs7120548 (MTCH?2) and rs17773430
(MC4R). These three SNPs were in high LD with SNPs previously reported in GWAS for BMI
(rs9939609 (FTO) (25), rs3817334 (MTCH?2) (26) and rs17782313 (MC4R) (27)). In order to detect
differences in LD for those SNPs between Melka et al. and our study, we calculated the D’ measure for

the three pairs of SNPs in the NDIT sample using Haploview v4.2 (28).

Regression coefficients for the difference in BMI and SBP between minor and major allele
homozygotes for each SNPs were estimated in linear mixed models to account for repeated measures.
Models were adjusted for age at baseline, sex, time elapsed since baseline (0, 36, 57, 144, months) and
height (SBP only). A compound symmetry correlation structure was assumed to consider the unequal
time elapsed between BMI and SBP measurements across study cycles. Genotype was coded according
to a genotypic model (minor allele homozygous, heterozygous or major allele homozygous) in order to
compare results with Melka et al. All statistical analyses were conducted with R statistical software

version 3.6.3 (29).

RESULTS

Table 1 shows participant characteristics at cycles 1, 12, 19 and 22. There were more females
than males in the analytical sample across all study cycles (53.7%-55.9%). Mean values of BMI and SBP
increased over time, although SBP plateaued from 17 to 24 years old. Due to attrition, sample size
decreased from 713 at cycle 1 to 601 participants (84.3% of initial sample) at cycle 22. Compared to
participants who were lost to follow-up before cycle 22, those remaining were younger, more likely to

be female (56% vs 42%) and had a lower BMI (1.2 kg/m?) on average at baseline (Supplementary Table
1).
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Table 1: Characteristics of analytical sample at cycles 1, 12, 19 and 22, NDIT 1999-2012°

Variable

Age, mean (SD)
Female, %
Mother university-

educated, %

Canada born, %
Single-parent family, %
MVPA/week, med
(IQR)

Alcohol consumption,
%

Ever smoked, %

No cigarettes/month,
med (IQR)

Height,

\mean (SD)

BMI, mean (SD)

SBP, mean (SD)

Note: n = sample size, SD = standard deviation, IQR = interquartile range, med = median, MVPA = moderate or vigorous physical activity.

1 For each cycle n = number of participants remaining in the study. Data were missing because participants not completing a questionnaire
or missing data on specific variables. At cycle 22, data for family composition, physical activity and alcohol consumption was not collected,
while BMIz was not considered since participants were adults. Mother university-educated: measured in parental questionnaires when
participants were 15-16 years old. Alcohol consumption: had any alcohol consumption in the past three months. MVPA/week: number of
vigorous or moderate physical activities done for at least 10 minutes for the last week. No cigarettes/month: number of cigarettes smoked

Cycle 1
(n=713)
12.7 (0.5)

53.7
46.4

98.5
6.3
11.0 (14.0)

45.4

29.0
0.2 (2.1)

156.3 (1.7)

20.2 (3.8)
105.4 (10.1)

Missing
values
14

0
73

0
32
33

37

38
46

48

48
49

Cycle 12
(n=712)
15.1(0.4)

53.7
46.4

98.5
11.6
11.0 (15.0)

54.9

474
0.2 (35.8)

166.9 (7.9)

21.9 3.7)
106.8 (10.4)

per month for the last three months among ever smokers.
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Missing
values
89

0
72

0
93
140

102

92
101

106

106
104

Cycle 19
(n=688)
17.0 (0.4)

54.4
46.8

98.7
14.8
9.0 (13.0)

717.2

50.9
0.3 (47.3)

169.6 (8.6)

22.7(3.7)
110.8 (11.3)

Missing
values
139

0
60

0
142
233

145

140
149

166

166
167

Cycle 22
(n=601)
24.0 (0.7)

55.9
47.2

98.8

76.5
0.5 (130.9)

170.4 (9.0)

24.6 (4.6)
109.2 (11.5)

Missing
values
44

0
46

0

44
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Table 2 shows the LD between pairs of originally reported SNPs in GWAS studies (rs9939609
(FTO), rs3817334 (MTCH?2) and rs17782313 (MC4R)) and SNPs investigated our study (rs9930333
(FTO), 157120548 (MTCH?2) and rs111638368 (MC4R)). Those pairs were reported to be in high LD
(>0.90) in Melka et al. In our study, high LD was observed for the F7O (D’ = 0.96) and MTCH2 SNP
pairs (D’ = 1.00). In contrast, rs111638368 (MC4R) was in low LD with rs17782313 (MC4R) (D’ =
0.33). In accordance with our objective to specifically replicate findings from Melka et al., we elected to

pursue with rs111638368 despite its low LD with SNPs reported in GWAS.

Table 2. Measure of linkage disequilibrium (D’) between SNPs previously reported in GWAS and
Melka et al. and NDIT studies®

GWAS Melka et al. NDIT
Gene SNP Reference SNP D’ SNP D’
FTO rs$9939609 Willer et al. rs9930333 >0.90 rs9930333 0.96
MTCH2  rs3817334 Speliotes et al.? rs7120548 >0.90 rs7120548 1.00
MC4R rs17782313 Loos et al.?’ rs17773430 >0.90 rs111638368 0.33

+ SNPs are those investigated in the original GWAS study, in SYS and in NDIT.

Table 3 compares the results reported in Melka et al. and those obtained in NDIT for both
phenotypes. MAFs were similar across studies except for rs16933812 (PAX5) which was higher in NDIT
than in Melka et al. (37% vs. 22%). Table 3 further shows estimated adjusted regression coefficients with
95% confidence intervals (95% IC) for the difference in BMI and SBP between minor and major allele
homozygotes for each of the five SNPs considered. SNPs r$9930333 (F70) and rs7120548 (MTCH?2)
were the only two associated with BMI and the directions of these association were consistent with Melka
et al. (Table 3). Mean BMI difference between minor allele homozygotes and major allele homozygotes
for 159930333 (FTO) was 1.18 (95% CI 0.42 , 1.94) kg/m?. This difference was -0.89 (95% CI -1.76 , -
0.02) kg/m? for rs7120548 (MTCH?2). Neither SNP was associated with SBP.

The remaining three SNPs (rs111638368 (MC4R), rs16933812 (PAX5) and rs7638110
(MRPS22)), were not associated with either BMI or SBP (Table 3). The estimated difference in BMI for

the PAX5 SNP was near null with a narrow CI, and that difference was small and in the opposite direction

compared to Melka et al. for the MRPS22 SNP. Both SNPs were associated with SBP in Melka et al, but
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the CI for their estimated effect on SBP included 0 and was in the opposite direction in NDIT. Although
not statistically significant, the difference in BMI observed for the SNP at the MC4R SNP was greater
than the previous two SNPs.
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Table 3: Estimated difference in BMI and SBP between minor allele homozygous and major allele
homozygous, NDIT 1999-2012 and Melka et al. 2003-20097

SNP information Melka et al. NDIT
Gene SNP Minor = MAF B [CI] P value Proxy Minor = MAF B [CI] P value
allele allele
BMI (n= 713/2350)
FTO rs9930333 G 0.38 1.8 1.9%X10* G 0.43 1.18 0.0025
[NA] [0.42, 1.94]
PAXS5 rs16933812 G 0.22 33 5.2%10 G 0.37 -0.03 0.9353
[1.9,4.6] [-0.88 , 0.81]
MTCH2 | rs7120548 C 0.29 -1.6 1.9%X10* C 0.35 -0.89 0.0445
[NA] [-1.76,-0.02]
MC4R rs17773430 C 0.27 2.4 58%10% 1s111638368 T 0.29 0.71 0.1565
[NA] [-0.27 , 1.68]
MRPS22  rs7638110 T 0.06 2.8 4.6X108 T 0.07 -0.22 0.5623
[1.9,3.6] [-0.98 , 0.53]
SBP (n=713/2347)
FTO rs9930333 G 0.38 3.63 0.01 G 0.43 0.64 0.4679
[0.73, 6.53] [-1.08, 2.35]
PAXS5 rs16933812 G 0.22 6.68 0.0007 G 0.37 -0.55 0.5716
[2.80, 10.57] [-2.44, 1.34]
MTCH2 | rs7120548 C 0.29 -0.51 0.77 C 0.35 0.31 0.7563
[-3.86,2.84] [-1.65,2.26]
MC4R rs17773430  C 0.27 -0.05 0.98 rs111638368 T 0.29 0.77 0.4880
[-3.44 , 3.34] [-1.41,2.95]
MRPS22  rs7638110 T 0.06 3.30 0.02 T 0.07 -1.52 0.0777
[0.49, 6.12] [-3.20,0.17]

1 Estimated differences in SBP and BMI levels of minor allele vs. major allele homozygous (PAX5, MTCH2, MC4R and
FTO) and minor allele homozygous + heterozygous vs. major allele homozygous (MRPS22) with 95% CI. BMI 95% CI not
reported for SNPs at FTO, MTCH?2 and MC4R genes in Melka et al. Sample size corresponds to n = number of participants /
number of observations with available trait (BMI or SBP) data. P values were obtained from Student’s T test. Bold p value
signifies a statistically significant (P < 0.05) difference in BMI or SBP. BMI regressions are adjusted for age at baseline, sex
and data collection cycle. SBP regressions are adjusted for age at baseline, sex, height and data collection cycle.

Results for sensitivity analyses are available in the Supplementary materials. Overall, these
analyses revealed that our results are robust to the genotype coding model, the use of BMI compared to
BMI Z-score as the adiposity measure, the use of young adults in our analytical sample, and to potential

confounding by population stratification (Supplementary Tables 2-5 and Supplementary Figure 1).

DISCUSSION

The common variants/multiple disease hypothesis posits that shared genetic risk factors play a
role in the strong correlation between related traits, such as BMI and blood pressure (5). Melka et al. (6)
reported associations of novel SNPs rs16933812 (PAX5) and rs7638110 (MRPS22), and well-established

adiposity SNPs 1s9930333 (FT70), rs7120548 (MTCH?2) and rs17773430 (MC4R), with BMI in
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adolescents. Three of these (F7TO, MRPS22, PAXS5) were also associated with SBP in the same sample.
We attempted to replicate these findings in NDIT, which includes an adolescent sample similar to the
sample studied in Melka et al. We were able to replicate associations of SNPs on genes F'70 and MTCH?2
with BMI, but not those of SNPs on PAX5, MRPS22 and MC4R. Additionally, none of the three
associations with SBP were replicated. Overall, these results do not support the hypothesis that these

variants contribute to the correlation between BMI and SBP levels.

The successful replication of the association between 1s9930333 (F70) and BMI in NDIT
adolescents is consistent with multiple studies reporting SNPs on FTO as susceptibility SNPs for
increased BMI (30, 31), obesity (10, 32, 33), and higher BMIz (34) in children and adolescents. In
contrast, although SNPs on MTCH?2 were among the first to be associated by GWAS with BMI among
adults (11), many studies of children and adolescents did not show associations between these SNPs and
BMI (30, 32, 35, 36). Replication of the association between rs7120548 (MTCH?2) and BMI in NDIT
adolescents goes against those studies, suggesting that the effect of SNPs on MTCH?2 on BMI may begin

to manifest early in life.

We failed to replicate associations previously detected in Melka et al. between rs16933812
(PAXS5), 157638110 (MRPS22) and rs17773430 (MC4R) and BMI, and between rs16933812 (PAX)),
rs7638110 (MRPS22) and 159930333 (F70) and SBP. Several possible explanations could underpin this
lack of replication. First, differences in LD pattern between populations can result in inconsistencies in
genetic effects, since most SNPs detected in genetic association studies are not causal for the trait
investigated but are in high LD with a causal SNP. Although both samples were of European ancestry,
participants in the Melka et al. study comprised adolescents from a founder population in Saguenay-Lac-
St-Jean (37), in contrast to the admixed NDIT sample in Montréal. Founder populations usually show a
higher degree of LD than admixed populations (38). In Melka et al., rs17773430 (MC4R) was in high
LD (D’ > 0.9) with rs17782313 (MC4R), the original SNP previously reported in a GWAS for BMI (27).
However, LD measures between these two SNPs was much lower in the 1000 Genomes Project Phase 3
(D’ = 0.31 using the Utah residents with Northern and Western European ancestry (CEU)) (24), which
closely resembled the LD pattern between rs17782313 and its proxy in NDIT. This suggest the difference
in LD observed between Melka et al. and NDIT likely reflects a population-specific LD pattern in the
Saguenay-Lac-St-Jean founder population, rather than the use of a proxy in our study. We acknowledge
that finding a proxy SNP in LD with the original GWAS SNP in NDIT sample may have led to replication
of the effect with BMI.
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Second, differences in blood pressure measurement techniques may contribute to failed
replication of the associations between rs16933812 (PAXY), rs7638110 (MRPS22) and 19930333 (FTO)
and SBP. Average blood pressure in Melka et al. was measured in a 52-minute protocol with participants
supine, standing, sitting, under mental stress and during mental stress recovery (37). In NDIT blood
pressure was measured in sitting position only according to clinical guidelines (39). Short-term variation
in blood pressure in response to position change or mental effort is regulated by multiple factors including
sympathetic outflow, cardiopulmonary reflexes, blood vessel elasticity, blood viscosity and hormones,
and the genetic architecture of this variation still remains mostly unknown (40). Inconsistencies in
associations with SBP across studies may reflect heterogeneity of blood pressure sub-phenotypes related

to differences in measurement.

However, because they were initially identified by GWAS in only 598 individuals in Melka et al.
and never replicated elsewhere, non-replication of the PAX5 and MRPS22-BMI associations most likely
stems from the overestimation of genetic effects in Melka et al. (Winner’s Curse phenomenon).
Coefficients estimated in Melka et al. for the effect of novel SNPs rs16933812 (PAXS5) and rs7638110
(MRPS22) on BMI were higher than those for 1s9930333 (FTO), rs7120548 (MTCH?2) and rs17773430
(MC4R). However, the newly identified SNPs on PAX5 and MRPS22 should have shown weaker
estimated effects than those on F7O, MTCH?2 and MC4R which are among the first genes associated by
GWAS with BMI that have been consistently replicated since (11). This illustrates the risk of publishing
GWAS results without an internal replication to verify the accuracy effect estimates and sparse through
false positive findings (41). Indeed, when accounting for the Winner’s Curse, most results from GWAS
internally replicate in the same continental ancestry as anticipated per their expected power to replicate
(41). Acknowledging the scarcity of available genetic data from youth which hinders the possibility to
systematically assess the replicability of genetic associations internally, external replication by
independent investigators are essential in order to confirm the validity of previously reported genetic

findings in children and adolescents.

Limitations to this study pertains to a lack of power to detect effect for rs7638110 (MRPS22) on
SBP. Because of a low MAF (0.07), the power to detect an effect of 0.5 mm Hg per minor allele was
below 70%. Also, as NDIT is a longitudinal investigation, a portion of participants are lost to follow-up.
Although retention in the study was good (84% of baseline participants were still available at study cycle

22), differences in participants remaining and lost to follow-up may still induce a selection bias.
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CONCLUSION

We replicated associations observed in an earlier study of Quebec adolescents of European
ancestry between SNPs in the well-established adiposity genes F7TO and MTCH?2 and BMI. However,
we could not replicate SNPs at genes PAXS5, MRPS22 or MC4R. None of the SNPs showed an association
with SBP. Our findings illustrate the difficulty in replicating genetic associations and provide examples
of overestimation of genetic effects initially identified related to small sample size and differences in LD

structure between founder and admixed populations in Quebec, Canada.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary text 1: Blood pressure and body-mass index measurement

Anthropometric and blood pressure measurements were obtained at study cycles 1, 12, 19 and 22
where participants were respectively 13, 15, 17 and 24 years old on average. Trained technicians
measured height and weight (Seca Portable Stadiometer — Model 214 and Seca Scale — Model 761,
Seca Corporation, Columbia, MD, USA) according to a standardized protocol (1). Two measures
of height and weight were taken at each collection point. BMI was then calculated as weight (kg)
divided by height squared (m?). A third measure was obtained if discrepancies of 0.2 kg and 0.5

cm was observed and BMI was then computed as the mean of the two closest measures.

Blood pressure was assessed three times with an oscillometer (Dinamap XL, modele CR9340,
Critikon Co, Tampa, Fla) calibrated to a mercury sphygmomanometer at 1-min interval, at the
right arm, sitting and after a five-minute rest period. SBP was computed as the average of the
second and third SBP measurements. When discrepancies of 20 mm Hg SBP or 10 mm Hg DBP
were observed, fourth and fifth measures were taken and SBP was computed as the average of the

two closest measures.

Supplementary text 2: Genotyping and genetic quality control procedures

Genotypes for SNPs of interest were obtained by a genome-wide screening performed on samples
from 943 NDIT participants by Genome Québec in 2017 using an Illumina Global Screening
Array-24 v1.0 (GSA). Genetic imputations were performed using Minimac3 software (2) using
the 1000 Genome Phase 3 reference panel (3). A total of 40 participants had to be removed because
of DNA samples of poor quality or sex inconsistencies. From the remaining 903 participants, 868
passed quality control based on a sample call rate threshold of 98%. 726 of those were identified
to be of European ancestry based on principal components analysis. Finally, 9 first degree relatives

were excluded, bringing the available sample for our study to 717 participants with genotype data.
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Table S1: Comparison of baseline characteristics of participants remaining and lost to follow-up,
NDIT 1999f

Variable Remaining Attrited p value
(n=601) (n=112)
Age, mean (SD) 12.7 (0.4) 12.8 (0.6) 0.001
Female, % 55.9 42.0 0.009
Mother university-educated’, % 47.2 41.2 0.357
Single family, % 6.2 6.8 1.000
Alcohol consumption?, % 44.1 52.9 0.121
Depression symptoms, mean (SD) 2.1 (0.6) 2.1(0.7) 0.946
Ever smoked, % 27.6 37.3 0.062
No cigarettes/month, med (IQR) 0.2 (2.5) 0.2 (0.4) 0.446
Height, mean (SD) 156.1 (7.5) 156.8 (8.8) 0.407
BMI, mean (SD) 20.0 (3.8) 21.2 (4.0) 0.003
SBP, mean (SD) 105.2 (9.8) 106.2 (11.6) 0.373

+ Mother university-educated: measured in parental questionnaires when participants were 15-16 years old. Alcohol consumption:
any alcohol consumption in the past three months. For categorical variables differences between included and excluded participants
were assessed using chi-square. Differences in means of normally distributed continuous variables were assessed with ANOVA.
Differences in means of non-normally distributed continuous variables (no cigarettes/month) were assessed with Wilcox-test. Bold
p value signifies a statistically significant (P < 0.05) difference.

Table S2: Estimated effect of the five SNPs on BMI and SBP under an additive model, NDIT
1999-2012F

Description of SNP BMI (n=713/2350) SBP (n=713/2347)
Gene rsID Minor MAF B[CI] B [CI]
allele

FTO 1s9930333 G 0.43 0.61 0.41
[0.24 , 0.99] [-0.43 , 1.26]

PAXS5 rs16933812 G 0.37 -0.01 -0.29
[-0.40 , 0.38] [-1.17,0.58]

MTCH2 157120548 C 0.35 -0.44 0.12
[-0.84 , -0.05] [-0.77 , 1.00]

MC4R rs111638368 T 0.29 0.36 0.12
[-0.05, 0.77] [-0.80 , 1.04]

MRPS22 157638110 T 0.07 -0.28 -1.52
[-0.99, 0.43] [-3.10, 0.07]

+ Estimated effects correspond to the additive effect of one minor allele increase on BMI and SBP levels with 95% CI. Bold CI
signifies a statistically significant (P < 0.05) effect on BMI or SBP.
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Table S3: Estimated effect of rs111638368 (MC4R) on SBP by time of measurement, NDIT 1999-
2012F

X Cycle 1 Cycle 12 Cycle 19 Cycle 22
B [IC] 0.81 -0.47 -1.00 0.03
[-0.29, 1.90] [-1.67,0.73] [-2.35,0.36] [-1.24, 1.29]

T Estimated effects correspond to the additive effect of one minor allele increase on SBP levels with 95% CI. Bold CI signifies a
statistically significant (P < 0.05) effect on BMIz, BMI or SBP.

Table S4: Estimated effect of the five SNPs investigated on BMIz, BMI and SBP excluding cycle
22 data, NDIT 1999-2005°

SNPs information BMIz BMI SBP
(n=704/1793) = (n=704/1793) = (n=704/1791)
Gene rsID Minor B[IC]® B[IC]*® B[IC]®
allele
PAXS rs16933812 G 0.00 -0.03 -0.14
[-0.10,0.10] [-0.43,0.36] [-1.07,0.78]
MRPS22 rs7638110 T -0.09 -0.29 -1.58
[-0.26,0.08] [-1.00,0.42] [-3.25,0.09]
MC4R rs111638368 T 0.03 0.37 0.08
[-0.07,0.13] [-0.04,0.78] [-0.89,1.06]
MTCH2 rs7120548 C -0.10 -0.44 0.10
[-0.19,0.00] [-0.84,-0.04] [-0.84,1.04]
FTO rs9930333 G 0.13 0.63 0.50
[0.04,0.22] [0.25,1.00] [-0.39,1.39]

T Estimated effects correspond to the additive effect of one minor allele increase on BMIz, BMI and SBP levels with 95%
confidence interval. Bold CI signifies a statistically significant (P < 0.05) effect on BMI or SBP.

74



Table S5: Association analysis of the five SNPs investigated with BMI and SBP, adjusted for first
five principal components, NDIT 1999-2012

Gene

PAXS

MRPS22

MC4R

MTCH2

FTO

SNPs information

rsID

rs16933812

rs7638110

rs111638368

rs7120548

rs9930333

Minor
allele
G

T

T

C

G

BMI
(n=713/2350)

PC-adj Non-adj
B[IC] ® B[IC]®
0.01 -0.01
[-0.39,0.40]  [-0.40,0.38]
-0.31 -0.28
[-1.02,0.41]  [-0.99,0.43]
0.35 0.36
[-0.06,0.76]  [-0.05,0.77]
-0.46 -0.44
[-0.86,-0.07]  [-0.84,-0.05]
0.62 0.61
[0.25 , 0.99] [0.24 , 0.99]

SBP
(n=713/2347)

PC-adj Non-adj
B[IC] ® B[IC]®
-0.31 -0.29
[-1.20,0.57]  [-1.17,0.58]
-1.67 -1.52
[-3.26,-0.09] [-3.10,0.07]
0.12 0.12
[-0.80,1.04] [-0.80,1.04]
0.19 0.12
[-0.70,1.08]  [-0.77,1.00]
0.37 0.41
[-0.47,1.21] [-0.43,1.26]

a Models Adjusted for first five principal components. Estimated effects correspond to the additive effect of one minor allele
increase on BMI and SBP levels with 95% confidence interval. Bold CI signifies a statistically significant (P <0.05) effect on BMI

or SBP.

b Models not adjusted for first five principal components. Estimated effects correspond to the additive effect of one minor allele
increase on BMI and SBP levels with 95% confidence interval. Bold CI signifies a statistically significant (P <0.05) effect on BMI

or SBP.
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Figure S1: Additive estimated effect of rs111638368 (MC4R) on SBP by BMI level, NDIT 1999-
2012
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5.3 Résultats supplémentaires

Cette section comprend des résultats additionnels qui ne sont pas incorporés au manuscrit,
mais restent pertinents au mémoire. On présente la comparaison des échantillons analytiques de
I’é¢tude NDIT et de celui de la SYS, ainsi que le processus de sélection du mod¢le sans variants
génétiques pour modéliser I’effet du temps sur I’IMC et la PAS. Les analyses de sensibilité étant
présentées dans le matériel supplémentaire du manuscrit, celles-ci sont décrites en plus de détails

ci-bas.

5.3.1 Comparaison de I’échantillon analytique NDIT avec celui de la SYS

La comparaison directe des participants est compliquée par leurs devis différents. En effet,
NDIT est une étude longitudinale et suit des adolescents qui avaient 12-13 ans au début de I’étude
jusqu’a I’age de 24 ans en moyenne au cycle 22, tandis que la SYS comprend des données
provenant de 1’étude transversale SYS et inclut des participants 4gés de 12 a 18 ans. Il est toutefois
possible de tirer des conclusions générales en colligeant les données de toutes les observations de

NDIT et en tenant compte de la présence de mesures répétées sur les mémes participants.

Le Tableau 6 présente une description de la moyenne et de I’erreur-type des
caractéristiques des participants de I’échantillon analytique de NDIT et de celle de la SYS. En
somme, les participants de NDIT et de la SYS sont semblables dans la proportion de femmes et
pour I’IMC moyen. On remarque que les moyennes de PAS et de PAD sont plus ¢élevées chez les
participants provenant du SYS comparativement a ceux de NDIT. Cette différence d’environ 15
mm Hg pour la PAS peut s’expliquer par les méthodes de mesure de pression artérielle utilisées
dans les deux études. En rappel, la PAS des participants du SYS était mesurée a ’aide d’un
protocole de 52 minutes comportant cinq sections distinctes ou les participants étaient
successivement couchés, debout, assis, en effort mental et en récupération d’effort mental. La
pression artérielle des participants du SYS rapportée au Tableau 6 correspond a la moyenne des
mesures effectuées en position assise, mais faisant également partie du protocole complet dans des
contextes différents, alors que les participants de NDIT avaient leur pression artérielle mesurée
uniquement au repos. Ainsi, il est possible que les niveaux de pression artérielle observés dans
I’échantillon utilisé par la SYS soient plus ¢élevés en raison du contexte de la prise de mesure et

non en raison a une différence relative aux populations étudiées.
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Tableau 6. Description des observations provenant de NDIT et du SYS, combinaison de tous les
cycles NDIT

NDIT n SYS n
Age, moyenne 16,9 (0,2) 2428 15,1 (0,1) 590
(Erreur-type)
Femme, % 53,7 2852 52,3 598
Taille, moyenne 165,2 (0,6) 2350 163,3 (0,4) 589
(Erreur-type)
IMC, moyenne 22,2 (0,3) 2350 21,3 (0,2) 586
(Erreur-type)
PAS, moyenne 107,9 (0,7) 2349 122.6 (0,6) 497
(Erreur-type)
PAD, moyenne 58,6 (0,4) 2349 77,8 (0,4) 484
(Erreur-type)

Note : n représente le nombre d’observations disponibles peu importe le cycle de mesure.

5.3.2 Choix du modéle pour ’effet du temps sur ’'IMC et la PAS

Le modele de base utilisé pour représenter 1’effet du temps sur I'IMC et la PAS est un
modele linéaire mixte avec 1’age au début de 1’étude, le sexe et la taille (PAS uniquement) comme
covariables et suivant une structure de corrélation par symétrie composée. Le Tableau 7 montre
I’AIC associ¢ aux différentes spécifications de modeles de base pour modéliser les évolutions de
I’IMC et de la PAS dans le temps. L’ AIC permet de sélectionner les modeles optimaux pour I’'IMC
et la PAS, dans lesquels seront ensuite inclus les variants d’intérét. Le modele minimisant I’ AIC
est un modele linéaire mixte avec pente aléatoire pour le cycle de mesure permettant de tenir
compte de la corrélation entre les mesures sur les mémes individus et d’un effet différent du cycle
de mesure par individus, suivant une structure de corrélation par symétrie composée et modélisant
le temps écoulé depuis le cycle 1 comme une variable catégorique. Pour un AIC identique a une
modélisation par lissage, la modélisation catégorique du temps écoulé depuis le cycle 1 a été

choisie pour faciliter I’interprétation des résultats.
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Tableau 7. Choix du mod¢le pour I’effet du temps sur I’IMC et la PAS

AIC AIC

(IMC) (PAS)
Modele de base® 11276 16 954
Pente aléatoire | Temps® 11070 16 950
Temps polynomial 10 850 16 937
Temps catégorique 10 842 16 875
Temps lissé 10 842 16 875
Hétérogénéité de la variance 10 848 16 881

a Mod¢le de base : modéle linéaire mixte incluant le nombre de mois écoulés depuis le cycle 1, ’4ge au cycle 1 et le
sexe comme covariables et suivant une structure de corrélation par symétrie composée.
b Temps : nombre de mois écoulés depuis le cycle 1

5.3.3 Analyses de sensibilité

Codification additive du génotype : Comme montré au Chapitre 5 (Table S2), les
résultats des modeles avec codification additive s’alignent a ceux obtenus sous un codage
génotypique. Les variants sur les génes F70O et MTCH? restent les deux seuls variants associés
avec ’IMC. L’addition d’un alléle mineur de rs9930333 (F7O) est associée a une augmentation
d’IMC de 0,61 (95% IC 0,24 ; 0,99) kg/m?. L’addition d’un alléle mineur de rs7120548 (MTCH?2)
est associée a une diminution d’IMC de 0,44 (95% IC 0,05 ; 0,84) kg/m?. Puisque le modéle avec
codage additif montrait un AIC inférieur au modele avec codage génotypique, ce modele était

preféré pour le reste des analyses de sensibilité.

Interaction variant X Temps : Une interaction statistiquement significative entre le
variant rs111638368 (MC4R) et le temps a été identifiée pour la PAS. Cependant, ’intervalle de
confiance de I’effet du variant sur la PAS inclus 0 a chaque temps, suggérant que le variant

n’affecte pas la PAS de I’adolescence au début de I’age adulte (Chapitre 5, Table S3).

Interaction variant X IMC pour les modéles de PAS : Puisque des études précédentes
(165, 166) suggéraient que I’adiposité puisse modifier I’effet de variants génétiques sur la pression
artérielle, un terme d’interaction entre les variants et I’IMC a été considéré pour les associations
avec la PAS. L’estimation du coefficient pour le terme d’interaction entre rs111638368 (MC4R)
et ’IMC était statistiquement significatif. La Figure S1 au Chapitre 5 montre une augmentation de
I’effet estimé du variant sur la PAS conditionnellement a I’IMC. Cependant, I’intervalle de
confiance de I’effet du variant (en gris) inclue 0 pour toutes les valeurs d’IMC sous 35 kg/m2 qui

correspond a seulement 25 individus (3,5%) de ’échantillon analytique. Ainsi, le variant sur
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MC4R montre seulement un effet significatif sur la PAS pour un intervalle étroit d’IMC peu
supporté par les données disponibles. On note €galement que ces analyses d’interaction devraient
étre considérées de nature exploratoire considérant que les analyses d’interactions nécessitent une
taille d’échantillon supérieure a celle disponible. La représentation graphique de cette interaction

a été effectuée a I’aide du module interplot (227) du logiciel R.

IMCZ comme mesure de I’adiposité : L’utilisation de I'IMCZ comparativement a I'IMC
comme variable représentant I’adiposité n’a pas modifié les résultats, suggérant que nos analyses

sont robustes a I’utilisation de I’IMC comme mesure de 1’adiposité chez les adolescents (Chapitre

5, Table S4).

Restriction des analyses aux adolescents : Afin d’examiner si I’inclusion de jeunes
adultes (cycle 22) dans nos analyses affecterait la réplication des résultats de la SYS qui ne
comportait que des adolescents, les analyses ont été réduites aux cycles 1, 12 et 19. Les
associations étaient similaires pour tous les variants et les traits examinés, suggérant que les

analyses sont robustes a 1’inclusion de jeunes adultes dans nos données (Chapitre 5, Table S4).

Analyse par composantes principales : Afin d’évaluer le potentiel de biais de confusion
en raison de la présence de sous-populations dans 1’échantillon analytique d’ascendance
européenne de NDIT, les modéles d’IMC et de PAS ont été ajustés pour les cinq premieres
composantes principales. Les effets estimés ajustés et non ajustés pour composantes principales
¢taient similaires (Chapitre 5, Table S5). On note que I’effet du variant rs7638110 (MRPS22) sur
la PAS était statistiquement significatif dans le modele ajusté. Cependant, la direction de I’effet

reste opposée a celle observée dans la SYS.
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CHAPITRE 6 — DISCUSSION

Ce mémoire avait comme objectif de répliquer les résultats d une étude préalable effectuée par
la SYS qui avait identifié cinq variants génétiques associés a 1’adiposité chez des adolescents
d’ascendance européenne agés de 12 a 18 ans de la région du Saguenay-Lac-Saint-Jean (2003-
2009), dont trois étaient conjointement associés a 1’adiposité et a la pression artérielle. La
réplication est une étape essentielle au processus scientifique, particulierement dans
I’identification d’associations génétiques ou de nombreux résultats de nature exploratoire ne sont
pas confirmés par les études ultérieures. Ainsi, le mémoire prend avantage de données
longitudinales disponibles pour un échantillon d’adolescents semblable en temps (1999-2012), en
age (suivi de 12 a 24 ans) et en géographie (Montréal) a celui utilisé par la SYS afin de vérifier
I’identification de variants génétiques spécifiques associés a I’adiposité et a la pression artérielle.
L’utilisation de données provenant d’adolescents permet de mieux isoler I’effet de variants
génétiques sur D’adiposité¢ et la PAS de linfluence de facteurs comportementaux et
environnementaux qui apparaissent sur le long terme. Egalement, la similarité des deux
¢chantillons permet de réduire le risque que des différences entre les études induisent

I’inconsistance de résultats.

A T'aide d’une GWAS, la SYS a découvert deux nouveaux variants génétiques associés a
I’IMC (rs16933812, PAX5; rs7638110, MRPS22) ainsi que trois variants (rs9930333, FTO,
157120548, MTCH?2; rs17773430, MC4R) préalablement rapportés dans la littérature. Trois de ces
variants (rs9930333, FTO; rs16933812, PAX5; rs7638110, MRPS22) étaient également associés a
la PAS dans le méme échantillon. En utilisant les données provenant de 1’étude NDIT, les
associations des variants sur les genes F70 et MTCH?2 avec I’'IMC sont répliquées, alors que celles
pour les variants sur les génes MC4R, PAX5 et MRPS22 ne le sont pas. Aucune des trois
associations génétiques avec la PAS de la SYS n’a été répliquée dans NDIT. Ainsi, les présents
résultats ne s'alignent pas avec les résultats de la SYS qui avaient observés des effets conjoints sur
I'IMC et la PAS. La discussion présente d’abord une revue des principaux résultats observés et
leur interprétation spécifique dans le contexte des connaissances relatives aux variants génétiques
examinés. On discute ensuite d’hypothéses permettant d’expliquer les différences de résultats

observées entre la SYS et NDIT, pour terminer avec les limites et les contributions de ce travail.
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6.1 Interprétation des résultats

La revue des résultats est effectuée en examinant dans un premier temps les trois variants
sur les génes FTO, MTCH?2 et MC4R déja connus de la littérature pour leur association avec I’'IMC,
puis les deux nouveaux variants sur PAX5 et MRPS22 qui ont été associé€s pour la premiere fois a

I’IMC dans la SYS.

6.1.1 Variants dont I’association avec ’'IMC est connue

FTO : L’association entre le variant rs9930333 (F70) et I'IMC observée dans I’étude SYS
a été répliquée dans I’étude NDIT. Spécifiquement, dans NDIT, la différence moyenne d’IMC
entre les individus ayant deux alléles mineurs comparativement a deux all¢les majeurs du variant
est de 1,18 (IC95% 0,42 ; 1,94) kg/m?. Cet effet est dans la méme direction que celui estimé dans
la SYS (Brro-sys = 1,8 kg/m? ; p = 1,9%10™*), quoiqu’atténué. Les intervalles de confiance pour
I’estimation des coefficients des variants sur F70, MTCH?2 et MC4R pour I'IMC n’étant pas
rapportés dans I’étude SYS, il est impossible d’évaluer le chevauchement des intervalles de
confiance entre les deux études pour évaluer s’ils différent. Le variant rs9930333 fait partie d’une
région sur les deux premiers introns du géne F'70 associé a I’adiposité de fagon robuste dans la
littérature, tant chez les adultes (35) que chez les jeunes (137). Bien que le fonctionnement
biologique derriere 1’influence de F'7O sur I’adiposité ne soit pas totalement élucide, des résultats
récents (184, 187) suggerent une implication dans la dérégulation de la thermogénése des cellules

adipeuses.

L’¢tude SYS a également observé une association entre le variant 1s9930333 et la PAS
(Brro-sys = 3,63 mm Hg, IC95% 0,73 ; 6,53) que I’étude NDIT n’a pas répliquée (Brro-npir = 0,64
mm Hg, IC95% -1,08 ; 2,35). Nos résultats s’alignent avec la littérature disponible concernant les
¢tudes GWAS ayant examiné la PAS. Un examen de la base de données d’analyses pangénomiques
du NHGRI-EBI GWAS Catalog (183) indique que la grande majorité des GWAS pour la pression
artérielle n’ont pas détecté d’association avec FTO. Par exemple, I’analyse d’Evangelou et al. de
2018 (67) combinant plus d’un million de participants correspondant au plus grand GWAS de

pression artérielle a ce jour, n’a détecté aucun variant sur F70 associé¢ avec la PAS.
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Des résultats discordants ont cependant été publiés. En effet, trois GWAS de plus petite
taille d’échantillon ont identifi¢ des variants sur F70 associés a la PAS. Une premicre étude
suggere que le variant rs11642015 (FTO) est associé a la PAS dans un GWAS d’individus
d’ascendance est-asiatique (B (SE) = 0,58 (0,08) mm Hg, p = 1,9x107'2) (77). Les deux autres
¢tudes sont des études pangénomiques d’interactions entre gene et environnement. Une de ces
études suggere que le méme variant est associé¢ a la PAS considérant une interaction avec le statut
de fumeur dans un GWAS d’individus de multiples ascendances (B (SE) = 0,35 (0,04) mm Hg,
Proint = 9,91x1072") (75), alors que I’autre observe que le variant rs55872725 (FTO) est associé a
la PAS en interaction avec la consommation d’alcool dans une GWAS d’individus d’ascendance
européenne (B = 0,69 mm Hg, p = 3,39%107) (68). D’autres études devront confirmer si ces
résultats sont spécifiques, que ce soit pour I’ascendance ou I’interaction avec le tabagisme ou

I’alcool sont robustes.

De plus, une méta-analyse publiée en 2014 et comptant environ 50 000 cas et témoins (188)
a détecté une association entre trois variants génétiques sur F70 et le risque d’hypertension (OR
= 1,16, IC95% 1,07 ; 1,25, p < 0.001). Cependant, ces associations n’étant pas statistiquement
significatives apres ajustement pour I’IMC (OR = 1,04, IC95% 0,98 ; 1,10, p = 0,162), un facteur
de risque important pour I’hypertension, suggérant que I’IMC soit une variable intermédiaire dans
I’association entre les variants sur F70O et le risque d’hypertension. Ainsi, bien que cette hypothese
n’ait pas été investiguée dans la méta-analyse, il ne semblerait pas y avoir d’effet direct de FTO
sur la pression artérielle hors de son effet sur I’adiposité. Alternativement, les résultats de 1’étude
de Pausova et al. (162) suggerent que /7O puisse influencer la PAS de fagon indépendante de
I’adiposité. Le variant r1s9939609 était associé a la PAS (B = 4,4 mm Hg pour AA vs AT/TT, p =
0,002), et ce apres ajustement pour I'IMC (B = 3,7 mm Hg pour AA vs AT/TT, p = 0,01). Une
analyse spectrale de la variabilité de fréquence cardiaque a également montré une association entre
1$9939609 et I’influx sympathique vasomoteur ( = 632 mm Hg pour AA vs AT/TT, p <0,0001)
qui influence la PAS. Cette observation concorde avec le fait que F7O agisse au niveau de
I’hypothalamus, une région également connue pour la régulation de I’influx nerveux sympathique
(187). En résumé, les résultats de 1’étude NDIT concernant F70 s’alignent a ceux de la majorité
des GWAS examinant la PAS en n'observant pas d’association entre F70 et la PAS. L’association
observée dans I’étude SY'S mérite tout de méme d’étre examinée davantage considérant I’existence

de résultats suggérant des explications plausibles a I’association du géne avec la pression artérielle.
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MTCH?2 : Conformément & ce qui est observé dans I’étude SYS (Bmrcmz-sys = -1,6 kg/m?,
p = 1,9x10%), I’étude NDIT a également observé que les porteurs de deux alléles mineurs sur
157120548 (MTCH?2) avaient en moyenne un IMC inférieur a ceux ayant deux all¢les majeurs du
variant (Bmrcrz-npir =-0,89, IC95% -1,76 ; -0,02 kg/m?). Comme dans le cas de FTO, ’association
est atténuée dans NDIT en comparaison avec ce qui est rapporté dans 1’étude SYS. Des variants
sur MTCH? ont été parmi les premiers a avoir été identifiés par GWAS pour leur association avec
des mesures de 1’adiposité et ont depuis €té répliqués chez les adultes au sein de diverses
ascendances (208). Toutefois, I’association entre MTCH?2 et 1’adiposité n’a pas été observée de
facon consistante chez les jeunes (201-204), suggérant I’hypothése que 1’effet du geéne sur
I’adiposité ne débute qu’a la transition vers 1’age adulte. Cette hypothese est soutenue par les
résultats de Graff et al. (138) qui observent que le variant rs3817334 sur MTCH? était associé au
changement d’IMC (B =0,14 kg/m?, p = 9,23x107) de la fin de I’adolescence jusqu’au début de
I’age adulte (16 a 25 ans). La réplication dans 1’étude NDIT de 1’association observée dans 1’étude
SYS pour MTCH? et I'IMC permet au contraire de suggérer que 1’effet de MTCH?2 sur I’adiposité

puisse étre présent deés 1’adolescence.

Le variant rs7120548 (MTCH?2) faisait partie des variants associ¢s a I’'IMC dans ’étude
SYS, et a donc également été testé pour une association avec la PAS. En observant une association
entre le variant et I'IMC, mais pas avec la PAS (Bmrchz-noir = 0,31 mm Hg, 1C95% -1,65 ; 2,26),
I’é¢tude NDIT concorde avec 1’étude SYS (Bmrchz-sys = -0,51 mm Hg, IC95% -3,86 ; 2,84). Des
GWAS de grandes tailles (centaines de milliers de participants) ont récemment identifié une
association entre un variant génétique sur MTCH?2 (rs7107356) et la PAS (= -0,309 mm Hg, p =
4,0x1071%) (71), indépendamment de I’IMC. Cette association a aussi été observée par Kichaev et
al. (209) dans une étude du UK Biobank. Ces résultats récents suggerent que MTCH?2 pourrait
influencer la pression artérielle chez les adultes, mais avec une taille d’effet qui ne soit identifiable
qu’avec des tailles d’échantillon beaucoup plus grandes que celles de I’étude SYS ou NDIT. Le
role principalement connu du geéne dans le processus de phosphorylation oxydative (196) et dans
le métabolisme lipidique (197) suggere que 1’adiposité ait un réle d’intermédiaire dans son effet
potentiel sur la PAS. Cependant, I’effet observé dans Hoffman et al. (71)était ajusté pour le niveau
d’IMC des participants, suggérant que ’effet potentiel de MTCH?2 sur la PAS soit indépendant de

I’IMC et fasse intervenir des fonctions biologiques actuellement méconnues.
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MCA4R : L’¢étude SYS avait observé une association entre rs17773430 (MC4R) et I'IMC
(Bmcar-sys = 2,4 kg/m?, p = 5,8x10®). Le géne MC4R est I’'un des premiers a avoir été associée a
I’adiposité (35) et cette association a été observée réguliérement chez les enfants et les adolescents
(137). Le géne code pour un récepteur de la famille des récepteurs de mélanocortine qui fait partie
du systéme mélanocortine qui agit sur le métabolisme énergétique. L’impact de MC4R sur
I’adiposité repose sur son effet sur la satiété et la dépense énergétique (191). Le variant rs17773430
(MC4R) n’était pas disponible dans NDIT et le variant rs111638368 (1> = 0,986) a été utilisé
comme proxy. Celui-ci ne montrait pas d’effet significatif sur I'IMC (Bmcar~pir = 0,71 kg/m?,
1C95% -0,27 ; 1,68) dans 1’étude NDIT. Puisque I’association entre MC4R et I’adiposité est bien
¢tablie dans la littérature, il est probable que la non-association avec ’'IMC dans I’étude NDIT

représente un résultat faux négatif.

Faisant partie des variants associés a 'IMC par 1’étude SYS, rs17773430 (MC4R) a
également été testé pour une association avec la PAS. Le variant ne montrait pas d’effet significatif
sur la PAS, résultat qui concorde avec I’étude NDIT pour le proxy rs111638368 qui n’était pas
non plus associé a la PAS. Bien que quelques études antérieures ayant spécifiquement examiné
des variants sur MC4R aient identifié une association avec la pression artérielle ou le risque
d’hypertension (192-194), d’autres études (164, 228, 229) n’ont pas été en mesure de détecter une
telle association. Ainsi, les résultats provenant de 1’étude SYS et de 1’étude NDIT ne supportent

pas la présence d’une association entre rs17773430 (MC4R) et la PAS.

L’¢étude NDIT a toutefois identifié¢ une interaction entre le variant rs111638368 (MC4R) et
I’IMC affectant la PAS, ce qui suggere que I’'IMC pourrait modifier I’effet du variant sur la PAS.
Toutefois, [D’identification d’une interaction statistiquement significative n’indique pas
nécessairement que le variant ait un effet marginal significatif sur toute 1’étendue des valeurs
d’IMC (230). Selon les données de NDIT, I’effet du variant sur la PAS augmentait avec I’'IMC,
mais était seulement statistiquement significatif chez les individus ayant un IMC supérieur a 35,
soit un niveau d’obésité de classe 2 représentant moins de 3% des participants. Ainsi, cette
interaction est supportée de facon limitée par les données de NDIT. Finalement, il faut aussi
souligner que 1’étude NDIT n’avait pas comme objectif principal d’identifier ce phénomene et ne

posséde donc pas la puissance nécessaire afin de détecter une interaction de fagon constante. Des
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¢tudes subséquentes avec des tailles d’échantillon plus importantes seront nécessaires afin

d’explorer la relation possible entre MC4R, 1’adiposité et la pression artérielle.

6.2.2 Variants nouvellement identifiés comme associés a ’'IMC

PAXS et MRPS22 : L’¢étude SYS a identifi¢ une association entre les variants génétiques
1516933812 (PAX5) et 157638110 (MRPS22) et I’adiposité (Braxs-sys = 3,30 kg/m?, 1C95% 1,9 ;
4,6, Bmres2z-sys = 2,80 kg/m?, 1C95% 1,9 ; 3,6), ainsi qu’avec la PAS (Bpaxs-sys = 6,68 mm Hg,
IC95% 2,80 ; 10,57, Pmrrs22-sys = 3,30 mm Hg, IC95% 0,49 ; 6,12). L’étude NDIT n’a répliqué
aucune de ces associations (adiposité : Bpaxs-noir = -0,03 kg/m?, IC95% -0,88 ; 0,81, Bmrps22-NDIT
=-0,22 kg/m?, 1C95% -0,98 ; 0,53 et pression artérielle : Bpaxsnpir = -0,55 mm Hg, 1C95% -2,44
; 1,34, Bmres22-npiT = -1,52 mm Hg, 1C95% -3,20 ; 0,17). L’étude SYS a été la premicre a identifier
de telles associations et aucune ¢étude tentant de répliquer ces résultats n’a été publiée a ce jour.
L’étude SYS a proposé une explication biologique basée sur les fonctions respectives des deux
genes. PAXS est exprimé dans une région du systéme nerveux sympathique responsable de 1’influx
sympathique vers le tissu adipeux (30) et pourrait donc influencer la régulation de la lipolyse.
MRPS22 est impliqué dans le processus de phosphorylation oxydative dans les mitochondries
(174, 179) qui est responsable du transfert d’énergie des nutriments ingérés en molécules d’ATP.
Ces deux genes pourraient donc avoir un role plausible dans I’accumulation de matiere grasse dans

les tissus adipeux.

Cependant, la plausibilité biologique ne garantit pas la présence d’une véritable association
génétique, comme Biedrzycki et al. (231) I'ont montré dans une étude sur ’interprétation de
résultats empiriques d’études d’association génétique. Dans cette étude, une liste de variants et de
traits reliés ou non reliés entre eux a été proposée a des annotateurs afin qu’ils évaluent la
connexion biologique potentielle. Dans 55% des cas il était possible d’identifier une connexion
biologique convaincante entre un variant et un trait, méme lorsque ceux-ci étaient en réalité
indépendants entre eux, suggérant qu’il est relativement facile de trouver un lien biologique
plausible entre un variant génétique un trait méme en I’absence d’une réelle association. Ainsi,
bien que 1’étude SYS identifie un lien biologique possible entre les génes MRPS22 et PAXS et
I’adiposité, il est possible d’établir ce lien méme lorsque le variant et le trait ne sont pas réellement

associés. En effet, bien que les deux genes en question puissent avoir un role dans la régulation de
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I’adiposité, cela ne garantit pas que des variants sur ces genes aient un effet causal sur le niveau
d’adiposité. Fait a noter, I’effet des deux variants sur ’'IMC dans 1’étude NDIT se rapprochant de
0 suggere que cette association est nulle et non simplement non détectée en raison d’un manque

de puissance.

6.3 Explications possibles de non-réplication

Comme suggéré auparavant, plusieurs associations présentées dans I’étude SYS n’ont pas
été répliquées dans 1’étude NDIT. L’inconsistance de résultats peut refléter qu’en raison d’erreurs
aléatoires (erreurs de type 1 et 2) ou de biais, les résultats initiaux soient des faux positifs ou que
les résultats de I’étude de réplication soient des faux négatifs. Il est aussi possible que les
différences entre les protocoles des études soient telles que les quantités estimées ne soient pas
comparables entre elles (211). Le terme hétérogénéité est communément utilisé dans la littérature
relative aux méta-analyses afin de désigner les variations d’effets entre études qui exceédent les
différences attendues par la chance (c.-a-d. dues aux risques de biais et différences entre les études)
(214). On aborde d’abord les explications relatives aux erreurs aléatoires. Les sources
d’hétérogénéité provoquant des effets non comparables entre 1’étude de SYS et I’étude NDIT sont
ensuite explorées pour conclure sur les sources d’hétérogénéité évoquant la différence de risque
de biais dans chacune des études. La plausibilité que ces explications aient caus¢ 1’absence de

réplication de certains résultats est évaluée a la lumiere des résultats obtenus dans le mémoire.

6.3.1 Erreurs aléatoires

L’inconsistance de résultats entre deux études peut étre le produit de I’observation de
résultats faux-positifs lorsqu’une étude identifie un effet en I’absence d’une association réelle, ou
faux-négatifs lorsqu’une association réelle n’est pas observée dans une étude (232). L’observation
d’inférences erronées en raison de la chance (erreurs aléatoires) correspond a des erreurs de type
1 et de type 2 (233). Bien que les erreurs aléatoires ne puissent pas €étre complétement évitées,

certains facteurs peuvent influencer la probabilité d’observer les erreurs de type 2.

Les facteurs influengant la puissance incluant la taille d’échantillon, la prévalence de
I’exposition (fréquences alléliques dans les associations génétiques) ou la variabilité du trait étudié

peuvent affecter la capacité a détecter I’effet d’intérét et donc la probabilité d’obtenir une erreur
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de type 2. Les écarts-types pour les valeurs d'IMC rapportés dans I'é¢tude NDIT et 1'étude SYS
¢taient semblables, alors que les écarts-types pour la pression artérielle étaient plus variables dans
I’¢tude SYS. Ainsi, puisque la précision des méthodes de mesure utilisées dans la SYS semble
équivalente ou moins précise que dans NDIT, il est peu probable que la précision des méthodes de
mesure utilisées puisse expliquer la non-réplication des trois associations avec la PAS et de trois
des cinq associations avec I’IMC. La puissance de 1’étude NDIT était suffisante (0,83 - 0,92) afin
de détecter adéquatement 1’effet génétique des variants sur I’IMC. La puissance pour détecter
I’effet des variants sur la PAS était adéquate pour les variants ayant une fréquence de 1’allele
mineur (minor allele frequency, MAF) supérieure a 20% (0,75-0,80), mais diminuait pour les
variants ayant une MAF sous 15% (0,68). La MAF de 0,07 du variant rs7638110 (MRPS22)
observé dans 1’échantillon étudié réduit ainsi la capacité a détecter un effet sur la PAS pour ce

variant.

Les erreurs de type 1 surviennent en raison de la variation échantillonnale qui correspond
aux différences aléatoires observées entre des échantillons indépendants provenant de la méme
population. La variation échantillonnale explique que des échantillons produisent des estimés
différents, méme si les variables sont mesurées de fagcon identique et les données analysées de la
méme facon. Bien qu’il soit impossible de vérifier si la variance échantillonnale a joué¢ un role
dans la non-réplication d’associations, compte tenu de la littérature concernant 1’association de
chacun des genes investigués avec la pression artérielle et I’adiposité, il est plus probable que les
associations rapportées par I’étude SYS avec les variant sur PAX5 et MRPS22 soient des erreurs
de type 1 que de type 2 puisque ces variants n’ont jamais été détectés comme étant associés avec
I’IMC et la PAS dans la littérature, méme au sein d’études de tres grandes tailles. Au contraire, il
est plus probable qu’une erreur de type 2 soit en cause concernant la non-réplication de
I’association entre le variant sur MC4R et 'IMC dans NDIT car cette association a été

fréquemment rapportée dans la littérature.

6.3.2 Effets non comparables entre les études
Les sources d’hétérogénéité causant 1’observation d’effets non comparables entre des
¢tudes peuvent étre multiples et référer aux populations étudiées, aux interactions gene-

environnement, aux définitions des traits investigués ou encore aux différents devis d’étude (214,
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234, 235). L’ascendance des populations d’étude, les interactions génes-environnement, ainsi que
I’opérationnalisation de I’'IMC et de la PAS sont les sources d’hétérogénéité ayant la plus grande
possibilité d’avoir entrainé de réelles différences d’effets dans la tentative de réplication présentée,

et sont donc élaborées dans cette section.

Ascendance des populations d’étude: L’ascendance des populations composant les
¢chantillons analysés est une considération importante dans les études génétiques. L’étude de
Melka et al. (30) utilisait des données provenant de la SYS, une cohorte comportant des
adolescents du Saguenay-Lac-Saint-Jean, alors que les participants de 1’é¢tude NDIT étaient
recrutés de la région de Montréal. Les deux échantillons sont d’ascendance européenne, mais celui
de la SYS provient d’une population fondatrice isolée (236) provenant d’environ 2000 individus
du Saguenay-Lac-Saint-Jean au 17°¢ si¢cle (237). Deux phénoménes peuvent expliquer les
différences de résultats obtenus lorsqu’on compare une population fondatrice a une population

plus diversifiée, soit I’hétérogénéité génétique et les motifs de LD.

L’observation de résultats inconsistants dans différentes études peut étre le produit de
I’hétérogénéité allélique (plusieurs variants différents au sein d’un méme géne peuvent causer un
méme phénotype) ou d’hétérogénéité de locus (un méme phénotype peut étre causé par différents
variants a des loci différents) (214). Les traits complexes comme la pression artérielle et ’adiposité
sont caractérisés par une étiologie génétique comprenant multiples variants différents. Or,
I’identité des variants affectant un trait et leur fréquence allélique peut différer entre des
populations d’ascendance différentes et ainsi mener a 1’observation de tailles d’effet différentes
entre des études examinant un variant et un trait spécifique (238). Le variant rs16933812 (PAX5)
avait une différente fréquence allélique dans I’étude NDIT (MAFnpir = 0,37) comparativement a
I’étude SYS (MAFsys = 0,22). La non-réplication des associations avec I’'IMC et la PAS pour ce
variant pourrait ainsi refléter une différence d’effets estimés en raison de la variation de fréquence
allélique observée. Or, I’effet du variant sur I'IMC était nul (Bpaxs-npir = -0,03 kg/m?, 1C95% -
0,88 ; 0,81) et dans la direction opposée pour la PAS (Braxs-pir = -0,55 mm Hg, IC95% -2,44 ;

1,34) dans I’é¢tude NDIT, des observations qui se prétent moins bien a cette explication.

Bien que la population du Saguenay-Lac-Saint-Jean et celle de Montréal sont toutes deux
d’ascendance européenne, les populations isolées ont généralement une hétérogénéité génétique

moins grande caractérisée par un éventail plus restreint de variants affectant un trait spécifique
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comparativement aux populations génétiquement diversifiées (239). Puisque 1’association entre
un variant spécifique et un trait dépend de la fréquence allélique des autres variants associés a ce
trait (214), il est plus facile de détecter I’effet des variants moins nombreux des populations
fondatrices (239). Cela pourrait expliquer que I’étude SYS ait découvert deux nouveaux variants
sur PAXS5 et MRPS22 associés a ’IMC et a la PAS qui n’avaient pu étre identifiés a I’aide d’études
avec de grandes tailles d’échantillon de populations plus hétérogenes génétiquement. Cependant,

sans réplication, on ne peut distinguer une véritable découverte d’une découverte due a la chance.

L’inconsistance entre les résultats obtenus de 1’étude SYS et de 1’étude NDIT peut aussi
étre expliquée par le degré de LD supérieur observé dans les populations fondatrices. La majorité
des variants identifiés dans les études d’association génétique ne représentent pas des variants
causaux pour le trait investigué. Ceux-ci représentent plutot des variants en LD, ou corrélés, avec
un variant causal. Un des facteurs affectant la taille d’effet observé pour un variant non causal
identifié¢ est le degré de LD qu’il présente avec le variant causal. Pour des fréquences alléliques
semblables, 1’effet du variant détecté évolue proportionnellement au produit de 1’effet du variant

causal et du LD (238, 240).

Le petit nombre de fondateurs, 1’isolation et le temps écoulé depuis la fondation expliquent
que les populations fondatrices présentent moins d’haplotypes (Texte supplémentaire 1) et de
possibilité d’évenement de recombinaison génétique (Texte supplémentaire 1). Ces facteurs font
en sorte que les populations fondatrices comme celle du Saguenay-Lac-Saint-Jean dont est
composée la SYS sont connues pour avoir un niveau de LD systématiquement plus €levé a
I’échelle du génome comparativement aux populations génétiquement plus diverses (241). Ainsi,
on pourrait s’attendre a ce que les tailles d’effet estimées dans la population SY'S fondatrice soient
systématiquement plus grandes que celles observées pour la population NDIT (242). Ce
phénoméne pourrait s’appliquer aux diminutions des tailles d’effet observées dans I’étude NDIT
comparativement a celles observées dans 1’étude SYS. Par exemple, les associations entre les
variants sur F70 et MTCH2 avec 'IMC ont été¢ répliquées, mais avaient des tailles d’effet
inférieures dans 1’étude NDIT comparativement a 1’étude SYS. Les variants rs9930333 (F70),
157120548 (MTCH?2) et rs17773430 (MC4R) associés a I'IMC dans I’étude SYS étaient considérés
comme préalablement rapportés dans la littérature pour leur association avec I’IMC en raison

d’une valeur de LD ¢levée (D’ > 0,9) avec les variants 1s9939609 (FTO), rs3817334 (MTCH?2) et
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rs17782313 (MC4R) qui avaient été associés a I’'IMC dans des GWAS antérieures (168-170). Or,
le LD entre ces pairs de variants était inférieur dans 1I’étude NDIT (12 = 0,82 (FTO); 0,31 (MTCH?2);
0,08 (MC4R)). Les baisses de LD entre les pairs de variants sur les genes F70 et MTCH?2 pourrait
expliquer la diminution de la taille d’effet observée dans 1’étude NDIT comparativement a I’étude
SYS. Le LD tres faible entre les variants du géne MC4R dans I’étude NDIT pourrait étre la raison
principale pour la non-réplication de 1’effet de ce variant sur I’'IMC. Bien que rs17773430 (MC4R)
soit un bon proxy pour I’effet déja connu de rs17782313 (MC4R) sur I'IMC dans la population
fondatrice utilisée dans 1’étude SYS, il semble que ce variant ne présente pas le méme degré de

LD dans les populations européennes plus diversifiées.

Interaction géne-environnement : L’inconsistance de résultats entre deux études peut
aussi étre expliquée par des interactions geéne-environnement, qui référent a ce que des
caractéristiques environnementales peuvent modifier I’association entre des variants génétiques et
des phénotypes. Par exemple, I’effet du variant rs9939609 (FTO) sur le risque d’obésité est atténué
de 27% chez les individus physiquement actifs (OR = 1,22 par all¢le de risque, IC95% 1,19 ; 1,25)
comparativement aux individus inactifs (OR = 1,30 par all¢le de risque, IC95% 1,24 ; 1,36) (243).
Les tailles d’effet observées pour une association génétique au sein de deux populations pourraient
varier en raison d’une interaction géne-environnement lorsque ces populations ont des proportions
distinctes concernant des facteurs environnementaux et que I’interaction n’est pas prise en compte
(232). Advenant que I’effet d’un variant génétique sur un trait différe entre les deux strates d’une
variable dichotomique, I’effet génétique observé pour I’échantillon complet, en ignorant
I’interaction geéne-environnement, correspondra a une moyenne pondérée des effets génétiques
observés dans chaque strate. Ainsi, cet effet moyen differera selon la proportion de participants

provenant de chacune des strates.

Certaines études suggerent que des facteurs comportementaux pourraient interagir avec des
variants génétiques sur F70 pour une association avec I’IMC. L’effet de variants sur I’IMC était
modifié par le niveau d’activité physique (185, 244), la consommation d’alcool (244), la qualité
de I’alimentation (244) et la durée du sommeil (244). De plus, la PAS des consommateurs d’alcool
est davantage affectée par le variant rs55872725 (F7TO) comparativement aux non-consommateurs
(68). Ainsi, une proportion différente de participants inactifs, consommateurs d’alcool ou avec une

courte durée de sommeil entre I’échantillon NDIT et du SYS peut étre a 1’origine de la diminution
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de I’effet du variant sur FTO observée pour I'IMC (Brro-noit = 1,18 kg/m?, Brro-sys = 1,8 kg/m?)
et de la non-réplication de I’effet sur la PAS (Brro-npir = 0,64 mm Hg, Brro-sys = 3,63 mm Hg).
Toutefois, les tailles d’échantillon de 1’é¢tude NDIT et de I’étude SY'S ne sont pas suffisantes afin

d’examiner I’effet potentiel d’interactions avec ces facteurs comportementaux.

Définition des traits examinés: La non-réplication d’une étude subséquente peut étre
causée par l’utilisation de différentes définitions des traits examinés. Une étape importante a
considérer dans la définition des traits est le processus d’opérationnalisation qui consiste a spécifier
concrétement les observations capables de capturer empiriquement les concepts a I’étude (245).
Une définition opérationnelle comprend un indicateur empirique, la méthode pour mesurer
I’indicateur et la fagon dont les valeurs de I’indicateur sont interprétées. Par exemple, 1’étude NDIT
et celle de I’étude SYS ont utilis¢ 'IMC comme indicateur de 1’adiposité considéré continu dans
les analyses et mesuré selon des méthodes semblables. Ainsi, I’opérationnalisation de I’adiposité
ne devrait pas étre une source d’hétérogénéité entre les deux études, comparativement a la pression
artérielle qui pourrait représenter une source d’hétérogénéité. La pression artérielle des participants
du SYS était mesurée selon un protocole de 52 minutes évaluant la pression artérielle en continu
a I’aide d’un Finometer (FNS Finapres, Amsterdam, The Netherlands) validé pour la mesure de
pression artérielle chez les adultes et les enfants de plus de 6 ans (246, 247). Cette méthode
comportait cinq sections différentes (variant en position et en niveau d’effort mental) ou les
participants étaient couchés, assis, debout, a I’effort mental ou en récupération d’effort mental
(236). Les moyennes de PAS a chacune des cinq sections étaient ensuite utilisées comme mesures
répétées dans un modeéle linéaire mixte. A titre comparatif, les participants de I’étude NDIT avaient
quant a eux leur pression artérielle mesurée de trois a cing reprises a une minute d’intervalle en
position assise uniquement a I’aide d’un oscillometre (Dinamap XL, modele CR9340, Critikon
Co, Tampa, Fla) validé pour mesurer la pression artérielle chez les enfants et les adolescents (248).
Ces mesures ont été obtenues pour quatre temps différents et incorporées comme mesures répétées

dans le temps dans un modele linéaire mixte.

Ainsi, bien que I’étude NDIT et I’¢tude SYS examinent la PAS, opérationnellement les
deux études ne mesurent pas exactement le méme trait. La combinaison des cinq sections utilisées
dans la SYS peut adéquatement représenter la variation de pression artérielle entre les individus,

mais pourrait faire intervenir des fonctions biologiques diverses qui seraient relatives a un sous-
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trait de la pression artérielle. En effet, la variation de pression artérielle a trés court terme en
réponse a un changement de position ou a un effort mental est régulée par multiples facteurs
incluant I’influx sympathique central, les réflexes cardiopulmonaires, 1’¢lasticité des vaisseaux
sanguins, la viscosité du sang et certaines hormones et son architecture génétique demeure
largement méconnue (45). Dans une investigation utilisant un échantillon réduit de la SYS
(n=485), puisque moins récente, portant sur I’association entre rs9939609 (FTO) et la PAS,
Pausova et al. (162) ont également examinés si 1’effet du variant sur la PAS était modifiée par les
sections de protocole de mesure de PAS. Ceux-ci ont observé une interaction significative (p =
0,01) entre le variant et les sections du protocole de PAS de la SYS (162), suggérant que 1’apport
de variants génétiques dans la variation de pression artérielle puisse différer selon diverses
conditions posturales ou mentales. Ainsi, bien que les instruments de mesure utilisés dans les deux
¢tudes soient individuellement validés pour mesurer la pression artérielle chez les adolescents, il
est possible qu’elles représentent des sous-traits de la pression artérielle. Plus spécifiquement, la
découverte des associations entre les variants sur les génes PAXS5 et MRPS22 et la PAS par I’étude
SYS pourrait avoir été permise en raison de la présence des sections de PAS sous stress qui ne sont

pas présentes dans la plupart des études d’association génétique avec la pression artérielle.

6.3.3 Risques de biais

Biais de sélection : Le biais de sélection survient lorsque la sélection des participants
prenant part a une étude ou leur chance de rester dans 1’étude provoque des associations
systématiquement différentes de ce qui aurait ét€ obtenu si toute la population cible était incluse
dans I’¢tude (249). Le processus de sélection peut introduire un biais de collision qui peut mener
a des estimations biaisées d’associations génétiques (250). Le biais de collision, aussi référé par le
biais de sélection structurelle, survient lorsqu’on conditionne la participation a I’étude sur un effet
commun (collisionneur) de (i) I’exposition et I’issue ou (ii) de deux autres variables — I’une

associée a I’exposition et I’autre associée a 1’issue (aussi référé par le biais en M) (249).

Cette instance peut étre présente dans I’étude de Melka et al. (30) ou 1’échantillon
analytique provenait du SYS ou les participants étaient sélectionnés afin d’obtenir une proportion
de 50% de participants exposés a la fumée de cigarette durant la grossesse (236). La Figure 1

illustre un biais de sélection ou la sélection dans 1’étude est un collisionneur dans 1’association
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entre les variants génétiques des participants et I’'IMC et la PAS. L’exposition a la fumée
secondaire durant la grossesse est associée a 1’adiposité (251) et a la pression artérielle (252). Des
variants génétiques de la mere affectant la propension a fumer seront également plus présents chez
le participant. De cette facon, il est possible que la sélection des participants sur la base de leur
exposition a la fumée secondaire durant la grossesse ait induit une association entre des variants
génétiques affectant la propension a fumer et I’'IMC et la PAS. Cependant, on remarque que les
variants identifiés dans I’étude SYS ne sont pas connus pour influencer la propension a fumer,

réduisant la probabilité qu’ils aient été identifiés en raison d’un biais de sélection.

M M*

Figure 1. Illustration d’un biais de sélection pour I’association entre X et Y. X représente
I’exposition (variants génétiques), Y représente 1’issue (IMC/PAS), M et M* représentent des
variables non mesurées (variants génétiques de la mere et I’exposition a la fumée secondaire durant
la grossesse, respectivement), et S représente la sélection dans I’étude. Dans cet exemple, X ne
cause pas Y, mais ils deviendront associés en conditionnant 1’association sur S qui est un effet
commun 1) de M* qui est associ¢ a Y et 2) de M qui est associé associés a X.

Du coté de I’étude NDIT, le principal risque biais de sélection provient de la nature
longitudinale des données collectées. Le biais de collision peut jouer un rdle dans les études
longitudinales d’associations génétiques dans la mesure ou conditionner sur la rétention dans
I’étude peut introduire une corrélation artificielle entre une variant génétique et une issue (250).
L’instance la plus simple a représenter consiste a ce que les variants investigués (X) soient associés

a un phénotype connexe (Z) qui, comme I’issue d’intérét (Y), influence la rétention dans 1’étude
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(S) (Figure 2). D’autres instances plus complexes de bais de collision incluant le biais en M
peuvent survenir lorsque des données longitudinales sont utilisées pour investiguer des
associations génétiques (250). L’association entre les variants génétiques étudiés et un phénotype
connexe affectant la rétention dans I’étude est nécessaire a toutes ces instances. Des variants
génétiques sur les génes PAXS5 et MTCH?2 ont été respectivement associés a la dépression (253) et
a lanévrose (254), deux phénotypes possiblement en mesure d’affecter la rétention dans les études
longitudinales (255). Toutefois, les symptomes de dépressions ne semblent pas affecter la rétention

dans 1’é¢tude NDIT (Chapitre 5, Table S1).

Figure 2. Illustration d’un biais de sélection pour 1’association entre X et Y en raison de la perte
au suivi. X représente I’exposition (variants génétiques), Y représente 1’issue (IMC/PAS), Z
représente un phénotype affecté par I’exposition, et S représente la sélection a 1’étude (rétention

dans I’¢tude). Dans cet exemple, X ne cause pas Y, mais ils deviendront associés en conditionnant
I’association sur S qui est un effet commun de X et d’Y.

Biais de confusion : Les études d’association génétique sont moins vulnérables au biais de
confusion comparativement aux études observationnelles n’ayant pas des variants génétiques
comme exposition. Le biais de confusion survient lorsqu’une variable influence a la fois
I’exposition et I’issue a I’étude, sans étre dans le chemin causal et que cette variable est ignorée
dans I’analyse. Or, il est peu probable qu’une variable affectant I’issue investiguée puisse aussi

influencer la distribution des variants génétiques qui sont déterminés au hasard a la naissance.
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Comme mentionné plus en détail a I’Annexe A, la stratification de population peut introduire un
biais de confusion dans les études d’association génétique. Ce concept fait référence aux
différences de fréquences alléliques qui peuvent étre observées dans une population d’étude en
raison de la présence d’individus provenant de diverses ancestralités. Il est peu probable que ce
facteur ait influencé les résultats de la SYS ou de I’étude NDIT. Les participants recrutés dans la
SYS devaient obligatoirement avoir des parents et grands-parents provenant d’origine canadienne-
francaise nés dans la région du Saguenay-Lac-St-Jean, réduisant le risque de différences
d’ancestralité dans I’échantillon (236). De plus, trois participants ont été exclus de I’étude en raison
d’une analyse des composantes principales et les graphiques quantile-quantile effectués dans la
SYS ne suggerent pas la présence d’une stratification de population résiduelle (30). Dans I’étude
NDIT, I’ajout des cinq premicres composantes principales aux modeles statistiques en analyse de
sensibilité n’affectait pas les résultats de 1’étude, indiquant un faible risque de biais de confusion

en raison de la stratification de population dans NDIT.

Biais d’information : Le biais d’information fait référence a une famille de biais se
rapportant a des écarts comparativement a la vérité quant a la collection, le rappel ou le processus
de gestion des données d’une étude (256). Un biais de rappel est peu probable dans la SYS ou
I’é¢tude NDIT puisque 1’exposition (génotype) et I’issue (PAS et IMC) ne sont pas des variables
rapportées directement des participants, mais sont plutét mesurées. Dans les ¢tudes d’association
génétique, un biais d’information peut provenir de la mauvaise classification du génotype des
participants en raison des processus de génotypage utilisés qui ne sont pas précis a 100% des cas.
Tous les participants inclus dans la SYS et I’étude NDIT avaient un taux de génotypage des
marqueurs supérieur a 97% et 98% respectivement, excluant les individus aux échantillons d’ADN
plus difficiles a génotyper. Advenant tout de méme la présence d’erreur de génotypage, ces erreurs
de classifications seraient probablement non-différentielles puisqu’il est peu probable que cette
erreur differe selon les niveaux d’IMC ou de PAS des participants. Lorsque présent, ce genre
d’erreur produit une diminution des effets estimés. Un biais d’information survenant en raison
d’une erreur de classification des issues provenant de la connaissance préalable du statut
d’exposition est également peu probable puisque les techniciens chargés des prises de mesure
d’IMC et de PAS dans les deux études ne pouvaient étre au courant du génotype des participants.
En somme, il existe un faible risque de biais d’information dans les deux études en raison d’erreurs

de génotypage qui ferait en sorte de sous-estimer la force des associations investiguées.
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Surestimation d’effet génétique (Winner’s Curse): Le processus de sélection de deux des
cinq variants propos¢ par 1’é¢tude SYS pourrait avoir causé une surestimation de I’association
génétique et subséquemment empéché sa réplication (phénomene du Winners’s Curse décrit dans
la section 3.5). En effet, rs16933812 (PAXY5) et rs7638110 (MRPS22) n’ont pas été sélectionnés a
partir de la littérature, mais plutdt parce qu’ils constituaient deux seuls variants parmi ~530 000
ayant atteint le seuil de signification pangénomique (5% 10°®) pour leur association avec I’'IMC ou
la masse adipeuse totale a partir des données du SYS. Compte tenu de I’échantillon modeste du
SYS (n=598), il est peu probable que cette ¢tude avait la puissance statistique nécessaire a la
découverte de ces deux associations. Puisque 1’effet estimé des variants sur les traits d’intérét est
directement corrélé a la significativité statistique, les associations découvertes sont enrichies de
variants présentant un effet surestimé dans 1’échantillon examiné di a la chance (38). Les
associations souffrant du Winners’s Curse sont souvent non répliquées, ou si elles le sont, la taille

de I’association répliquée est plus modeste que celle rapportée dans 1’étude initiale.

Deux observations supportent 1’hypothése que les résultats associés avec rs16933812
(PAXS) et 1s7638110 (MRPS22) et 'IMC soient des faux positifs di au Winner’s Curse.
Premicrement, aucun variant sur les génes PAX5 ou MRPS22 n’a été identifi¢ dans les GWAS
d’IMC publiées, incluant une méta-analyse ayant identifi¢é 751 nouveaux variants chez un peu
moins de 700 000 individus (134). Or, on s’attend a ce que les méta-analyses ayant une grande
taille d’échantillon auraient ét¢ en mesure d’identifier les associations détectées au sein de
I’échantillon inférieur de 1’¢tude SYS (n=598). Deuxieémement, en comparant les résultats des
modeles pour ’IMC dans I’étude SYS, on observe que les coefficients estimés pour les variants
rs16933812 (PAX5) et rs7638110 (MRPS22) sont supérieurs a ceux des trois autres variants
1$9930333 (FTO), 1s7120548 (MTCH?2) et 1s17773430 (MC4R) ayant été sélectionnés a partir
d’études antérieures. Or, advenant que I’estimation de 1’effet pour ces deux variants ait été prés de
l'effet réel, ceux-ci auraient dii montrer des effets estimés plus faibles comparativement aux
variants sur F7O, MTCH?2 et MC4R. Ces derniers ont été identifiés parmi les premiers associés a
I’IMC par GWAS et ont été subséquemment rapportés a multiples reprises dans la littérature

suggérant une taille d’effet plus grande et donc plus facile a identifier.

En ce qui concerne les variants sur PAX5 et MRPS22, en plus d’avoir un IMC plus élevé

(surestimation), il est possible que les individus porteurs des all¢les de risque pour les deux variants
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aient également des niveaux de PAS plus élevés comparativement aux non porteurs. L’IMC aurait
un role de variable intermédiaire entre les variants et la PAS en raison du lien bien documenté
entre I’adiposité et la PAS. Ainsi, I’association des variants sur PAX5 et MRPS22 avec et la PAS
observée par 1’étude SYS pourrait étre reliée indirectement a la surestimation de leur effet sur

I’'IMC.

6.3.4 Revue des explications

D’abord, on doit reconnaitre que plusieurs explications peuvent étre conjointement
responsables de la non-réplication des associations investiguées. Considérant 1’observation d’un
faible LD dans I’étude NDIT comparativement a I’étude SYS entre le proxy du variant rs17773430
(MC4R) et le variant original connu et validé (rs17782313) pour son association avec I’IMC chez
les individus d’ascendance européenne, la non-réplication de 1’association de ce variant et I’IMC
représenterait davantage la présence d’un haut LD spécifique a la population fondatrice du

Saguenay-Lac-Saint-Jean du variant investigué avec le variant validé.

Bien qu’il faille reconnaitre les différences génétiques entre la population du Saguenay-
Lac-Saint-Jean et celle de Montréal, la non-réplication relative aux variants sur PAX5 et MRPS22
reflete davantage des résultats faux-positifs dans 1’é¢tude SYS en raison de surestimation de leurs
effets sur ’IMC et indirectement sur la PAS. Les deux conditions de base pour étre susceptible
d’une surestimation d’effets sont remplies en ayant basé le processus de sélection des variants sur
le passage du seuil pangénomique au sein d’un échantillon insuffisant. L’indice principal pointant
vers une surestimation d’effet reste 1’observation d’effets supérieurs des variants sur PAXS5 et
MRPS22 comparativement aux variants sur les geénes bien établis dans la littérature pour leur
association avec I'IMC. Cet exemple illustre bien la découverte de nouvelles associations

génétiques due au Winner’s Curse.

L’instance de non-réplication la plus ardue a expliquer reste I’association entre rs9930333
(FTO) et la PAS qui avait été identifiée par la SYS et non répliquée dans 1’étude NDIT. La
consommation d’alcool a déja été rapportée comme modificateurs de ’effet d’un variant sur le
gene FTO (68). Cette modification d’effet peut avoir généré des différences d’effet advenant une
différence dans la proportion de consommateurs d’alcool entre les deux études. N’ayant pas la

taille d’échantillon nécessaire, ces interactions n’ont pu étre examinées en détail dans I’étude
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NDIT. Egalement, les mesures de PAS a différentes postures corporelles et différents niveaux de
stress sont une source d’inconsistance entre la SYS et 1’é¢tude NDIT, ainsi que la majorité¢ des
¢tudes mesurant la PAS au repos uniquement. Ainsi, il est difficile de conclure qu’une des deux
¢tudes ont observé un faux résultant en raison de cette différence qui fait en sorte que les effets
provenant des deux études pourraient étre réellement différents. Des études supplémentaires
utilisant une méthode de mesure de la PAS semblable a celle utilisée par la SYS sont nécessaires

afin de souligner la complexité de I’influence génétique sur la PAS.

6.4 Forces et limites

La force principale concerne la similitude entre les échantillons provenant des études NDIT
et SYS. Les participants de NDIT suivis de 12 a 24 ans entre 1999 et 2012 dans la région de
Montréal sont semblables aux participants du SYS agés de 12 a 18 ans recrutés au Saguenay-Lac-
Saint-Jean de 2003 a 2012. Le suivi longitudinal des participants de 1’étude NDIT a également
permis 1’obtention de plusieurs mesures anthropométriques et de pression artérielle pour chaque

participant, permettant ainsi d’augmenter la puissance de 1’étude.

Les limites de I’étude NDIT incluent la capacité a détecter 1’effet génétique de variants
avec une faible MAF. Bien que la puissance soit suffisante pour détecter 1’effet des variants avec
une MAF supérieure a 20% pour la PAS (0,75-0,80), on note une puissance inférieure pour les
variants ayant une MAF sous 15% (0,68). La MAF de 0,07 du variant rs7638110 (MRPS22)
observé dans 1’échantillon étudié réduit ainsi la capacité a détecter un effet sur la PAS pour ce
variant. Un biais de sélection correspond a la distorsion d’un effet estimé en raison de la maniére
de sélectionner les individus participant a une étude. Conceptuellement, 1’effet estimé d’une
exposition sur une issue peut étre biais¢ lorsqu’on conditionne la sélection dans une étude sur un
effet commun de I’exposition et de I’issue. Comme expliqué davantage plus haut, un biais de
sélection peut avoir modifié les résultats advenant la présence de phénotypes connexes affectés
par les variants génétiques investigués, qui influencent également la perte au suivi (attrition). Les
participants de NDIT perdus au suivi sont relativement semblables a ceux toujours présents au
cycle 22 (Chapitre 5, Table S1), a I’exception de 1’age et du sexe des participants qui ne sont pas
susceptibles d’étre influencés par des facteurs génétiques. Toutefois, on ne peut exclure que des

phénotypes connexes non mesurés pourraient correspondre a cette définition. L’étude NDIT
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présente une proportion €levée de suivi alors que prés de 97% des participants inclus dans
I’échantillon analytique étaient toujours présent au cycle 19 alors que 84% 1’¢taient toujours au

cycle 22.

Il est également intéressant de se questionner sur certains aspects qui auraient permis
d’améliorer la qualité¢ générale de 1’étude de réplication. D’abord, les études de réplication
cherchent a se rapprocher le plus possible des caractéristiques des études initiales afin de réduire
I’observation de résultats divergents en raison de différences méthodologiques. Ainsi, il aurait été
optimal de pouvoir compter sur un échantillon d’étude provenant du Saguenay-Lac-Saint-Jean afin
d’éviter de s’interroger sur les possibles différences entre cette population fondatrice et la
population plus génétiquement diversifiée de Montréal. Dans la méme optique, il aurait été
intéressant d’avoir des données de PAS collectées de maniére semblable a la SYS, afin de s’assurer
de mesurer le méme trait. Une taille d’échantillon plus grande aurait également permis d’examiner
plus en détail le role possible de I'IMC comme modificateur de I’effet des variants génétiques sur

la PAS.

6.5 Contributions du mémoire et futures directions

La contribution principale du mémoire est d’illustrer I’importance de la réplication
d’études d’association génétique tout en soulignant les défis associés avec celle-ci. La réplication
permet ’orientation des recherches futures en distinguant les résultats les plus crédibles de ceux
qui nécessitent d’abord davantage de validation. Nous avons fait ressortir qu'une des difficultés
rencontrées lors de la réplication d’associations génétique est d’identifier une population d’étude
ayant des caractéristiques et des mesures semblables a la population d’étude initiale afin de
déterminer si une absence apparente de réplication n’est en fait que le fruit de deux études trop
différentes pour €tre comparées. Malgré la similitude entre les échantillons utilisés dans la SY'S et
de notre étude (populations québécoises d’age semblable dont les données ont été colligées dans
la méme décennie), quelques différences (différences génétiques entre une population fondatrice
et mixte, et différence dans la maniere de mesurer la pression artérielle) pourraient tempérer la

validité de la comparaison des résultats entre les deux études.
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Une autre contribution du mémoire correspond a I’inventaire des phénomenes pouvant
expliquer I’inconsistance de résultats entre des études examinant une méme association génétique.
Plusieurs facteurs peuvent agir de concert pour affecter la réplication d’associations génétiques et
ces facteurs peuvent différer entre variants génétiques investigués. Entre autres, il a été possible
de mettre de 1’avant le phénoméne du Winner’s Curse en illustrant un bon exemple de
surestimation d’un effet génétique en raison de la sélection de variants par le passage d’un seuil

de significativité ¢levé.

Comme I’a souligné un groupe de travail sur la réplication d’association génétique du
National Cancer Institute et du National Human Genome Research Institute (221), les chercheurs
devraient s’assurer d’utiliser un échantillon d’étude et des méthodes de mesures et analytiques
semblables a I’étude initiale, et d’étudier les mémes traits et variants génétiques afin d’optimiser
la capacité a répliquer une association génétique. Or, la moindre disponibilit¢é de données
génétiques pour les jeunes rend difficile 1’identification d’études comparables examinant les
facteurs génétiques affectant I’adiposité et la pression artérielle chez les jeunes. Les résultats
d’associations génétiques chez les jeunes obtenus dans des contextes différents pourraient étre mis
a profit dans la mesure ou ils peuvent refléter des phénomenes permettant d’améliorer les
connaissances concernant certains processus biologiques. Par exemple, considérant qu’une
différence d’architecture génétique soit suggérée par nos résultats en examinant seulement cinqg
variants, il est concevable que d’autres études pourraient identifier de telles différences en
investiguant davantage de variants génétiques dans la population fondatrice du Saguenay-Lac-

Saint-Jean et le reste de la population d’ascendance européenne présente au Québec.

6.6 Conclusion

Le mémoire contribue a souligner I’importance de la réplication en exposant certaines
difficultés rencontrées lors de la réplication d’études d’association génétique chez les jeunes. Plus
spécifiquement, une étude préalable avait identifi¢ cinq variants génétiques associés a I’IMC chez
des adolescents, dont trois étaient également associés a la PAS. L’étude de réplication présentée
dans le mémoire a été en mesure de répliquer 1’association de seulement deux variants avec I’'IMC,
alors qu’aucun des variants n’était associé¢ a la PAS chez un échantillon indépendant d’adolescents.

Un exposé complet des facteurs pouvant avoir affecté 1’inconsistance des résultats entre les deux
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¢tudes suggere que des différences concernant les populations étudiées et la définition de la PAS

entre les deux études aient joué un rdle dans la non-réplication de certaines associations.

De plus, le mémoire illustre un bon exemple de surestimation de I’effet génétique de deux variants
identifiés par GWAS en raison de leur sélection par le passage d’un haut seuil de significativité.
Cela illustre le risque de rapporter des résultats provenant de GWAS sans réplication interne pour
vérifier la précision de 1’estimation des effets génétiques dans un échantillon indépendant (38).
Considérant la pénurie de données génétiques disponibles chez les jeunes qui géne la possibilité
de systématiquement examiner la réplicabilité des associations génétiques a I’interne, la réplication
externe par des investigateurs indépendant s’avere essentielle afin de confirmer la validité des

résultats génétiques chez les jeunes.
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ANNEXE A. Définitions et concepts pour études d’association génétique

Dictionnaire de termes communs

Note: A moins d’une spécification, les définitions proviennent du Dictionnaire de termes

génétiques du National Cancer Institute (1).

Géne : Consiste en 1’arrangement linéaire de nucléotide a une position spécifique sur un
chromosome. Les geénes sont I'unité de base de 1’hérédité et code pour des protéines occupant une

fonction particuliere.

Variant génétique : Correspond a une altération de la séquence nucléotidique en comparaison a un

génome de référence. Elle peut €tre bénigne, pathogénique ou de conséquence inconnue.

Polymorphisme nucléotidique simple : Type de variant génétique le plus commun et correspond a

I’altération d’un seul nucléotide dans la séquence d’ADN.

Allele : Une de deux ou plus séquence d’ADN a une position spécifique sur un gene.

Généralement, pour une paire d’alléles, I’un est commun et ’autre est rare.

Génotype : Le génotype peut représenter ’ensemble du bagage génétique d’un individu.

Cependant, ce terme est généralement utilisé pour représenter 1’alléle présent a un locus particulier.

Haplotype : Correspond a un groupe de variations génétiques présentes sur un méme chromosome

qui ont tendance a €tre héritées ensemble.
Locus : Position physique d’un gene spécifique sur un chromosome.

Recombinaison génétique : Echange de matériel génétique entre deux chromosomes ou différentes

régions du méme chromosome (2).

Homozygote : Génotype correspondant a la présence de deux alleles identiques a une position

spécifique. Peut référer a deux alleles mineurs ou deux all¢les majeurs.

Hétérozygote : Génotype correspondant a la présence de deux alléles différents a une position

spécifique.
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Héritabilité : La proportion de la variation d’un trait dans une population qui est attribuable a des
facteurs génétiques. L’héritabilité varie de 0 a 1 et un nombre prés de 1 correspond a un trait

fortement héritable.

Déséquilibre de liaison : Correspond a 1’observation qu’un ensemble d’alléles sont occurrent
simultanément plus souvent que ce que 1’on peut s’attendre par chance en raison d’une proximité
physique.

Etude d’association pangénomique: Type d’analyse génétique examinant 1’ensemble du génome
pour identifier des variants génétiques associ€s a une certain phénotype.

Concepts de base

Les études d’association génétiques sont fréquemment utilisées afin d’identifier des
facteurs de risque génétiques pour des maladies. Plus spécifiquement, on examine 1’association
entre un variant génétique sur un chromosome et un trait, qu’il soit sous la forme catégorique ou
quantitatif. Dans la plupart des cas, les variants étudiés sont des polymorphismes nucléotidiques
simples (3). On estime leur présence a 4 a 5 millions dans le génome d’une personne (3).
Généralement, les variants ont alternativement deux alleles présents dans la population. Ils sont
considérés comme communs lorsqu’ils sont présents dans plus de 5% des individus d’une
population. Par contraste, des variants avec une fréquence allélique inférieure a 1% sont considérés
comme des mutations, alors que ceux entre 1 et 5% sont des variants rares (4). L’étude présente se
focalise sur des variants ayant une fréquence allélique supérieure a 5%, ainsi les prochaines lignes
se focalisent sur le fondement biologique et certains processus méthodologiques relatifs a 1’étude

de I’effet des variants communs sur la santé.

Dans la majorité des cas, les polymorphismes nucléotidiques simples ne provoquent pas de
d’altérations importantes aux systemes biologiques, mais dans certains cas ils peuvent affecter le
risque de développer un maladie. En termes de susceptibilité génétique aux maladies, les variants
communs ont généralement une pénétrance faible et un variant seul n’est donc généralement pas
suffisant pour affecter un trait en grande partie. Cette observation est a la base des études
d’association génétique sur des variants communs dans la population. On fait référence a ce que
les maladies polygéniques comme le diabéte de type 11, la maladie coronarienne ou I’asthme sont
affectés par plusieurs variations génétiques ayant un effet individuel relativement faible ainsi

qu’une composante environnementale (5). Les GWAS représentent cette branche de
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I’épidémiologie génétique qui se focalise sur I’association entre des variants présents sur
I’ensemble de génome et divers traits reliés a des conditions de santé (1). Ce type d’étude est donc
réalisée sans avoir d’hypothése préalable quant aux variants spécifiques qui pourraient affecter les
traits étudiés et concernant les mécanismes biologiques sous-jacents (6). Plus on effectue de tests
statistiques plus il y a de chance d’identifier des associations faussement positives (inflation de
I’erreur de type 1). En testant pour tous les variants dans HapMap (7), on estime que cela est
équivalent a effectuer environ 1 million de tests d’association indépendants dans une population

caucasienne, ce qui correspond au seuil pangénomique de 5x107® par correction de Bonferroni (8).

Lors des analyses d’associations génétiques, le génotype des individus observés peut étre
conceptualisé de diverses facons. Considérons une notation ou le génotype des individus pour un
certain variant comprend les possibilité A/A, A/a et a/a ou « a » correspond a I’all¢le de risque. Le
type de codage le plus vastement utilisé est un codage additif ou le génotype des individus est codé
selon le nombre d’allé¢le de risque (A/A =0, A/a=1 et a/a=2). Selon ce codage, I’alléle de risque
aun effet linéaire sur le trait étudié¢. Le codage génotypique considere un codage catégorique (A/A,
A/a et a/a) ou I’effet de 1’ajout d’un all¢le de risque n’est pas nécessairement linéaire. Le codage
récessif conceptualise une transmission récessive du trait, on y compare donc les individus avec
les deux alléles de risques comparativement aux autres (A/A =0, A/a=0 et a/a=1). Le codage
dominant indique que 1’on compare les individus avec au moins un allele de risque a ceux qui n’en
ont aucun (A/A =0, A/a=1 eta/a=1). Finalement, un codage multiplicatif examine par combien

de fois le risque augmente pour 1’ajout de chaque all¢le de risque.

Déséquilibre de liaison

Il est important de spécifier que I’identification d’une association statistiquement
significative entre un variant génétique et un trait n’implique pas automatiquement un effet causal.
Un variant peut ne pas avoir de relation biologique avec un trait avec lequel il est associé puisqu’ils
ne se présentent pas de facon indépendante a-travers le génome, alors que certains variants sont
liés entre eux. Le déséquilibre de liaison fait référence a cette présence non aléatoire de deux ou
plusieurs alleles sur un chromosome, créant une association entre les deux alléles. En effet, deux
alleles sont en déséquilibre de liaison lorsqu’ils ont tendance a étre présents simultanément dans
une population spécifique plus fréquemment que le hasard le voudrait (9). Plusieurs facteurs

influencent le déséquilibre de liaison entre deux ou plusieurs alleles, dont la sélection naturelle, le

122



drift génétique, ou les mutations (9). Le facteur principal affectant le déséquilibre de liaison est le
processus de recombinaison génétique (10). Les alléles sont 1égués en bloc d’all¢les consécutifs
dans le génome, bloc dont la location et le nombre d’alléle varie. Ce processus permet ainsi
d’introduire une plus grande variabilité au matériel génétique. En général, les all¢les physiquement
plus pres entre eux sont transmis ensemble et conservent donc un niveau de déséquilibre de liaison
plus grand dans une population. Ainsi, une structure de déséquilibre de liaison en bloc peut

généralement étre observée par région génétique (10).

Le déséquilibre de liaison entre deux alle¢les se mesure par la différence (D) entre la
fréquence observée de 1’haplotype, ici référant a la combinaison des all¢les en question, et le
produit des fréquences alléliques individuelles. Ainsi, une valeur de D s’¢éloignant de 0 signifie un
¢écart entre la fréquence observée de I’haplotype et la fréquence attendue en prenant en compte une
distribution au hasard des all¢les (9). En pratique, la valeur D’ correspondant a la division de D
par son maximum absolu théorique est plus communément utilisée (10). Le déséquilibre de liaison
peut aussi étre représenté par un coefficient de corrélation r? interprété comme le coefficient de
Pearson. La valeur de r? pour deux alléles est obtenue par D? / (p1 X p2 X q1 X q2), ol P1, p2, q1 et
gz représentent les fréquences individuelles du premier et deuxiéme all¢le des variants étudiés (10).
Une valeur de 1 prés de 1 implique que les deux alléles sont en fort déséquilibre de liaison et qu’ils

sont souvent observés simultanément (5).

Le déséquilibre de liaison peut étre utile a diverses fins en étude d’association génétique.
Notamment, il est possible de 1’utiliser afin de représenter un sous-ensemble de variants par un
marqueur. La sélection d’un marqueur correspond a utiliser un SNP afin de représenter un
haplotype particulier dans une région du génome. Les variants des régions en fort déséquilibre de
liaison peuvent ainsi étre réduits a un marqueur, duquel le génotype des autres variants de la région
peut étre inféré. Par exemple, les marqueurs peuvent étre utilisés afin de ne présenter que des
variants associés a un trait qui sont indépendant entre eux. La capacité a extrapoler la majorité des
variants du génome a-partir d’un sous-ensemble a aussi été essentielle a I’avancement des GWAS.
Les puces de génotypage ne comprennent pas I’ensemble des polymorphismes du génome humain,
mais plutdét un sous-ensemble de ceux-ci, développé afin de couvrir un large éventail de

polymorphisme (9). En effet, a I’aide de données publiques sur le génome humain comme le projet
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HapMap (7), il est possible d’extrapoler les variants qui n’auraient pas été génotypés directement

et ainsi économiser d’importantes ressources (10).

Stratification de population

Dans les analyses épidémiologiques, certaines variables sont étre considérées comme des
variables de confusion potentielles lorsqu’il est possible qu’elles affectent a la fois la variable
indépendante et les variables dépendantes, sans étre dans le chemin causal. En étude d’association
génétique, les variables dépendantes étudi¢es sont des variants génétiques et ne sont donc pas
influencés par des facteurs de risque des traits étudiés. Cependant, il est possible que la
stratification de population puisse étre considérée comme une variable de confusion dans ce type
d’étude. La stratification de population consiste en la différence dans la fréquence d’alleles qui
peut étre observée di aux différentes ancestralités dans une population (11). Elle est induite
principalement par I’isolement géographique de sous-populations sur une période de plusieurs
générations. Les différentes sous-populations voient leurs fréquences alléliques évoluer
aléatoirement de fagon indépendante, causant des changements notables de la fréquence de
plusieurs alleles apres plusieurs générations (12). Souvent, les différences de fréquences alléliques
observés dans les sous-populations ne causent aucun probléme lors de 1’analyse d’associations
génétiques. Cependant, dans certains cas, la stratification de la population peut causer un biais de
confusion dans une analyse entre un variant génétique et un phénotype. En effet, pour que la
structure de population soit une variable de confusion, il est nécessaire que le trait d’intérét ainsi
que la fréquence allélique du variant étudié soient affectés par la présence de différentes sous-
populations dans la population d’¢étude. Par exemple, dans une étude cas-témoins (13) portant sur
le fondement génétique de la taille chez un échantillon de d’ Américains d’origine européenne le
variant rs4988235 du géne LCT était significativement associé a la taille dans 1’échantillon total.
Cependant, I’origine des grands-parents (Amérique, Sud de I’Europe, Nord de I’Europe) des sujets
¢tait corrélée a la fois avec la fréquence du variant et avec la taille des sujets. Ainsi, I’association
observée entre le variant sur LCT et la taille dans I’échantillon total était dGi a une sous-structure
de population. En prenant en compte 1’origine des grands-parents, 1’association entre la fréquence

du variant et la taille était inexistante ou grandement réduite (13).

Plusieurs méthodes sont utilisées afin d’évaluer la présence de structure de population dans

une étude d’association génétique et pour aider a la prise de décision concernant la facon d’y
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remédier au besoin. Les méthodes du contréle génomique et d’analyse par composantes principales
sont les plus fréquemment utilisées. Le contrdle génomique permet de détecter 1’inflation des tests
statistiques sous l’influence de biais, incluant la stratification de population. Le controle
génomique exploite 1’idée que la vaste majorité¢ des variants testés dans un GWAS ne sera pas
associée avec le phénotype d’intérét et que la distribution empirique des statistiques de ces tests
suivra la distribution de I’hypothése nulle (14). Si présent, un biais reli¢ a la stratification de
population aurait comme effet de créer plusieurs associations de type faux-positifs dans la GWAS.
Afin de détecter un tel phénomene, on peut considérer un facteur d’inflation (L), qui est calculé en
comparant la médiane empirique des statistiques de test du GWAS avec celle attendue sous
I’hypothese nulle de non-association (14). Ainsi, ’observation de valeurs de test s’¢éloignant de
celles attendues (une valeur de A supérieure a 1 ) sous I’hypothése nulle suggeére la présence
possible d’une stratification de population affectant la relation entre des variants et le trait a I’étude
(15). Une analyse par composante principale peut également servir a détecter la présence possible
de groupes avec ancestralit¢ distinctes dans une population d’étude. Les données génétiques
individuelles y sont réduites en variables captant le maximum de variation génétique possible. Ces
variables, appelées composantes principales, peuvent ensuite étre représentées graphiquement et

permettent de visualiser des sous-groupes au profil génétique commun et distinct des autres (12).

Advenant la détection d’une structure de population il est possible d’y remédier de diverses
facons comportant chacune des avantages et inconvénients. Notamment, il est possible de limiter
I’analyse des données a un sous-groupe d’ancestralit¢é commune en y excluant les données
provenant d’individus des autres sous-groupes, ce qui a toutefois pour conséquence de diminuer
la taille d’échantillon (15). On peut également ajuster 1’analyse statistique en y incluant les
composantes principales comme covariables ou en divisant le test statistique par le facteur
d’inflation (15), quoique cette méthode est parfois contestée car pour plusieurs phénotypes
complexes, le facteur d’inflation peut étre positif en absence de structure de population,
simplement parce qu’un grand nombre de variants sont réellement associés avec le phénotype
d’intérét (16). Il est a noter que ces méthodes pour prendre en compte la stratification de population
ne sont pas exhaustives et que la prise de décision varie selon la population a 1’étude, les données

et les ressources disponibles ou les objectifs spécifiques a 1’étude.
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ANNEXE B. Description des génes reliés aux variants a I’étude

Geéne
Position

Alléle
Mineur
Alléle
majeur
MAF NDIT
(Y0)

MAF
HapMap
CEU (%) (1)
Protéine

Fonctions

Associations
répertoriées
avec
I’adiposité

rs16933812
PAX5
9p13.2

G

T
36.8

31.8

Paired box protein Pax-5

-Développement du
systéme nerveux

-Spermatogenese

-Différentiation des cellules
lymphatiques B

Le variant rs3013733 sur
PAXS identifié par GWAS
pour ’IMC chez les adultes

Q).

Aucune association
répertorié¢ chez les jeunes.

rs7638110
MRPS22
323

T

G
7.4

5.1

28S ribosomal protein S22

-Synthése de protéines
mitochondriales

-Phosphorylation oxydative

Aucune association
répertoriée chez les adultes
ou les jeunes.

rs9930333
FTO
16q12.2
G

T
43.2

47.5

Alpha-Ketoglutarate
Dependent Dioxygenase

-Réparation de 'ARN
alkylé par déméthylation
oxydative

-Métabolisme énergétique

Le variant rs9939609 sur
FTO est le premier a avoir
été associé par GWAS a
I’adiposité (3).

Depuis, plus de 60 variants
sur FTO ont été associés a
I’adiposité & multiples
reprises chez les adultes (4)
et plusieurs ont été
répliqués chez les jeunes

o).

128

rs111638368
MC4R
18¢21.32

T

C
28.8

28.8

Melanocortin Receptor 4

-Métabolisme énergétique
-Contréle du poids corporel

-satiété

Fait partie des premiers
geénes a avoir été identifié
par GWAS pour une
association avec 1’adiposité
chez les adultes (4).

Plusieurs variants sur
MCA4R associés a
I’adiposité chez les adultes
ont ensuite été répliqués
chez les jeunes (5).

rs7120548
MTCH2
11pl1.2

C

T
34.5

33.8

Mitochondrial carrier
homolog 2

-Apoptose des
mitochondries

-Métabolisme énergétique

-Métabolisme lipidique

Fait partie des premiers
geénes a avoir été identifié
par GWAS pour une
association avec 1’adiposité
chez les adultes et ont été
répliqués a plusieurs
reprises depuis (4).

Les variants sur MTCH2
répliquent moins bien chez
les jeunes. Bon nombre
d’études n’observent pas



Associations
répertoriées
avec la
pression
artérielle

Aucune association
répertoriée pour la PAS
chez les adultes ou les
enfants.

Aucune association
répertoriée chez les adultes
ou les jeunes.

Le variant a 1’étude
rs9930333 a été identifié
dans une GWAS pour
I’IMC (6).

Seules trois GWAS pour la
pression artérielle ont
identifié une association
avec des variants sur FTO
(19-21).

Les études ayant examiné
spécifiquement la relation
de variants sur FTO avec la
pression artérielle
obtiennent des résultats
inconsistants (22).

Quelques études ont
observé une association
entre variants sur FTO et la
pression artérielle chez les
jeunes (23-27).
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Plus spécifiquement, le
variant a 1’étude
rs17773430 était en haut
LD avec le variant
rs17782313 sur MC4R dans
Melka et al. Ce dernier a
été associé par GWAS a
I’IMC a plusieurs reprises
(6-8).

Le variant rs17773430
n’était pas associé a la PAS
dans 1’étude de Melka et al.

Un seul GWAS identifie un
variant sur MC4R associ€é a
la PAS (28).

Seulement quelques études
ont identifié une association
entre variants sur MC4R et
la pression artérielle ou
I’hypertension (25, 29, 30).
L’une de ces étude
effectuée chez des enfants
(25).

d’association avec
I’adiposité (9-14).

Le variant a 1’étude
rs7120548 était en haut LD
avec le variant rs3817334
sur MTCH2 dans Melka et
al. Ce dernier est associ¢ a
I’IMC dans plusieurs
GWAS (6, 15-18)

La grande majorité de
GWAS n’identifient pas de
variants sur MTCH2 en
association avec la pression
artérielle. Seul le variant
1s7107356 sur MTCH2 a
été associé avec la PAS, la
PAD et la pression pulsée
par deux groupes distincts
(31, 32).

Aucune association
répertoriée chez les jeunes.



Relation
possible avec
I'obésité

Relation
possible avec
la pression
artérielle

Outre leur expression dans
les cellules
hématopoiétique, PAXS est
également exprimé au
niveau du systéme nerveux
central. Plus
spécifiquement, PAXS est
exprimé dans la substance
grise périaqueducale au
niveau du mésencéphale,
ainsi que dans 1’aire
postrema au niveau de la
moelle allongée (33). Ces
régions sont notamment
impliquées dans la
régulation des fonctions
autonomes incluant la
lipolyse médiée par
activation sympathique
(34).

Le systéme immunitaire est
impliqué dans le processus
d’¢lévation de la pression
artérielle, cependant la
relation est principalement
médiée par les lymphocytes
de type T(42). Un lien
potentiel entre PAXS,
impliqué dans la
différentiation des
lymphocytes B, et la
pression artérielle reste
donc difficile a établir.

MRPS22 est nécessaire a la
synthése de protéines
mitochondriales composant
les complexes de
phosphorylation oxydative
mitochondriale (35). Une
altération de MRPS22
pourrait donc altérer le
métabolisme énergétique et
ainsi affecter I'accumulation
de graisse.

MRPS22 posséde un role
dans la phosphorylation
oxydative (35). Un lien
avec le métabolisme
énergétique et
I'accumulation de graisse
reste donc envisageable.
Une relation possible entre
MRPS22 et la pression
artérielle pourrait donc étre
médiée par son effet sur le
métabolisme énergétique et
I’accumulation de graisse.

La relation de FTO avec
l'obésité est bien établie.
L'association entre FTO et
I'accumulation de graisse
est reliée au géne IRX3.
Les séquences non-
codantes sur FTO associés
avec l'obésité sont
connectées avec les
promoteurs du géne IRX3.
Les variants sur FTO sont
associés a un changement
d'expression de IRX3 dans
le cerveau. Les études sur
modé¢les animaux ont
montré que les individus
privés de IRX3 montrent
une altération du poids
corporelle (36).

Les fonctions de FTO en
dehors du métabolisme
énergétique étant toujours
méconnues, un lien précis
avec la pression artérielle
reste difficile a établir.

Les résultats de I’é¢tude de
Pausova et al. (23)
suggerent que FTO pourrait
influencer la pression
artérielle par I’entremise
d’une action sur I’influx
sympathique vasomoteur.
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Plus de 150 mutations sur
MCA4R ont été identifiées
pour leur lien avec des
formes monogéniques
d'obésité. Les mutations sur
MCA4R sont responsables de
la majorité des formes
monogéniques d'obésité
37).

Physiologiquement, MC4R
posséde un role dans le
contrdle du métabolisme
énergétique et de la satiété
en faisant partie du systéme
mélanocortine. L'activation
de MCA4R provoque entre-
autres une augmentation de
la satiété et du SNS (38).

MCA4R fait partie du
systéme mélanocortine qui
participe a la régulation du
poids corporel et de la
satiété. Son activation
provoque notamment une
augmentation de l'activité
du SNS qui est connu pour
affecter la régulation de la
pression artérielle (38).

MTCH2 est fortement
exprimé dans le tissu
adipeux. Cette expression
de MTCH2 dans le tissu
adipeux est notamment
associée avec l'obésité (39).

Des études effectuées sur
modeles animaux suggerent
un role de MTCH2 dans la
régulation homéostatique
des lipides et
l'accumulation du gras dans
les cellules adipeuses (40,
41).

Mis a part un lien indirecte
a-travers la relation entre
MTCH?2 et l'obésité, une
relation entre MTCH2 et la
pression artérielle reste
difficile a établir.
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ANNEXE C. Description détaillée des variables du questionnaire NDIT

Variable

Age

Sexe
Education universitaire
chez la mére

Lieu de naissance

Famille monoparentale

Nombre d’activités
physiques modérées et
vigoureuses effectuées
par semaine

Variation Cycles
dans le

temps description

Oui 1,12,19,22

Non 1

Non Questionnaire
maternel

Non 1

Oui 1,12,19

Oui 1,12,19

utilisés pour

Cycles
disponibles

1-23
1-11
13,17 et

questionnaire
maternel

1-20

1-20

Enoncé

Date de naissance, date du questionnaire
(1-20), date d’aujourd’hui (21-23)

Es-tu une fille ou un gargon?

Quel est le niveau d’éducation de ta
mere?

Es-tu né...?

La question suivante te demande avec
quels adultes tu vis. Coche la case sit u
vis avec cette personne...Si tu vis dans
plus d’une famille (a temps partagé avec
ta mere et a temps partagé avec ton
pere), coche toutes les cases qui
s’appliquent (i) mére biologique, (ii)
pere biologique, (iii) belle-mére, (iv)
beau-pére, (v) tante(s), (vi) oncles(s),
(vii) grand-meére(s), (viii) grand-pére(s),
(ix) autre(s) (nomme-les)

Pense a I’activité physique que tu as
faite durant la derniére semaine, du
lundi au dimanche, en dehors de tes
cours réguliers d’éducation physique a
I’école. Pour chaque activité que tu as
effectuée pendant 5 minutes ou plus a la
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Choix de réponse

Gargon, fille

N’a pas terminé
I’école secondaire,
terminé 1’école
secondaire, diplome
d’étude
professionnelle,
CEGEP, université,
ne sais pas, non-
applicable, autre
Au Canada
(nommer la
province), hors du
Canada (nommer le
pays)

Non, oui (pour
chaque personne)

Non, oui (pour
chaque activité, a
chaque jour)

Formatage pour
analyse

Non, oui
(education
universitaire)

Non, oui
(seulement un
adulte coché)

Somme des
activités
catégorisées
comme modérées
et vigoureuses



Consommation
d’alcool des trois
derniers mois

Déja fumé la cigarette

Oui

Oui

1,12,19

1,12,19,22

1-20

1-23

fois, fait un X pour indiquer les jours ou
tu as effectué cette activité. (i) aller a
I’école en vélo, faire des courses de
vélo, ou faire un tour de vélo, (ii)
Nager/plonger, (iii) basketball, (iv)
Balle-molle, (v) football, (vi) soccer,
(vii) volleyball, (viii) sports de raquettes
(badminton, tennis), (ix) hockey sur
glace/hockey cosum, (x) corde a danser,
(xi) ski alpin, planche a neige, (xii) ski
de fond, (xiii) patins a glace, (xiv) patins
a roues alignées, planche a roulette, (xv)
gymnastique, (xvi) exercices,
conditionnement physique, (xvii) jeux
de balle, (xviii) athlétisme, (xix) jeux
(tag, marelle), (xx) ballet jazz/ballet
classique, (xxi) danse (aérobique,
folklorique, a une féte), (xxii) jeux
extérieurs (grimper dans les arbres,
cache-cache), (xxiii) karaté/judo/tai
chi/kung fu, (xxiv) boxe, lutte, (xxv)
taches extérieures (tondre le gazon,
ramasser les feuilles, jardiner), (xxvi)
taches ménageres (balayer, laver le
plancher, passer la balayeuse), (xxvii)
mélange de marche rapide, course,
jogging, (xxviii) marche, (xxix) course,
jogging, (xxx) autres

Au cours des 3 derniers mois, a quelle
fréquence as-tu...? (i) fume un cigare ou
un cigarillo, (ii) utilisé du tabac a
chiquer ou du tabac a priser, (iii) bu de
I’alcool (biére, vin, autre alcool)

Cycles 1-20: Coche la case qui te décris
le mieux.
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Jamais, un peu pour
essayer, une fois ou
quelques fois par
mois, une fois ou
quelques fois par
semaine,
habituellement
chaque jour

Cycles 1-20: Je n’ai
jamais fumé la
cigarette, j’ai déja
fumé la cigarette

effectuées par
semaine

Non, oui (un peu
pour essayer a
plus)

Cycles 1-20: Non,
oui (j’ai déja fumé
la cigarette (méme
une seule bouffée)



Nombre moyen de
cigarettes fumées au

cours des trois derniers

mois

Oui

1,12, 19,22

1-23

Cycles 21-23: Avez-vous déja au cours
de votre vie fume la cigarette, ne serait-
ce qu’une bouffée (poffe)?

Pour chacun des trois derniers mois :
Pendant le mois de , combien de
jours as-tu fumé la cigarette, méme si
c’est juste une bouffée?

Les jours ou tu as fumé au cours du

dernier mois, combien de cigarettes as-
tu fumées par jour habituellement?
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(méme une seule
bouffée) mais pas
depuis les douze
derniers mois, j’ai
fumé la cigarette
une ou plusieurs
fois durant les
douze derniers
mois, je fume la
cigarette une ou
plusieurs fois par
mois, je fume la
cigarette une ou
plusieurs fois par
semaine, je fume la
cigarette tous les
jours

Cycle 21-23: Non,
oul, 1 ou 2 fois, oui,
3 ou 4 fois, oui, 5 a
10 fois, Yes, plus de
10 fois
0,1,2-3,4-5, 6-10,
11-15, 16-20, 21-
30, chaque jour, je
ne sais pas

<1, 1, 2-3,4-5, 6-10,
11-15, 16-20, 21-
25,>25, je ne sais
pas

mais pas depuis
les douze derniers
mois a plus)

Cycles 21-23:
Non, oui (oui, 1
ou 2 fois a plus)

Nombre de jours
multiplié par le
nombre de
cigarettes fumées
par jour, moyenne
des trois derniers
mois
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ANNEXE D. Tableaux additionnels

Tableau Al: Calcul de puissance PAS

550
110
55

490
140
70

360
270
90

240
360
120

Moyenne attendue (mm Hg) par

groupe
12
ans

105
105,5
106

105
105,5
106

105
105,5
106

105
105,5
106

15
ans

108
108,5
109

108
108,5
109

108
108,5
109

108
108,5
109

17
ans

111
111,5
112

111
111,5
112

111
111,5
112

111
111,5
112

24
ans

111
111,5
112

111
111,5
112

111
111,5
112

111
111,5
112

Ecart-
type

11,0

Tableau A2: Calcul de puissance IMC

550
110
55

490
140
70

360
270
90

240
360
120

Moyenne attendue (kg/m?) par

groupe
12
ans

20,0
20,25
20,5

20,0
20,25
20,5

20,0
20,25
20,5

20,0
20,25
20,5

15
ans

21,25
21,50
21,75

21,25
21,50
21,75

21,25
21,50
21,75

21,25
21,50
21,75

17
ans

22,5
22,75
23,0

22,5
22,75
23,0

22,5
22,75
23,0

22,5
22,75
23,0

24
ans

24,5
24,75
25,0

24,5
24,75
25,0

24,5
24,75
25,0

24,5
24,75
25,0

Ecart-
type

11,0

Erreur de

type 1

0,05

0,05

0,05

0,05

Erreur de

type 1

0,05

0,05

0,05

0,05
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Test
statistique

Wilks
Likelihood
Ratio

Wilks
Likelihood
Ratio

Wilks
Likelihood
Ratio

Wilks
Likelihood
Ratio

Test
statistique

Wilks
Likelihood
Ratio

Wilks
Likelihood
Ratio

Wilks
Likelihood
Ratio

Wilks
Likelihood
Ratio

Groupe
(écoles)

n=70 par
école

n=70 par
école

n=70 par
école

n=70 par
école

Groupe
(écoles)

n=70 par
école

n=70 par
école

n=70 par
école

n=70 par
école

Corrélation
intra
groupe

0,1

0,1

0,1

0,1

Corrélation
intra
groupe

0,1

0,1

0,1

0,1

Puissance

0,68

0,75

0,80

0,79

Puissance

0,83

0,89

0,93

0,92



