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| - INTRODUCTION GENERALE

A — Epidémiologie de I’obésité

1-Définitions

L’obésité est reconnue comme un probléme majeur de santé publique depuis 1997 (1).
La gravité de 1’obésité est évaluée par 1’indice de masse corporelle (IMC). Il correspond au
poids divisé par le carré de la taille exprimé en kg/m?. L’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) a défini les seuils de maigreur, normalité, surpoids et obésité selon la capacité de

travail, la sensibilité aux infections et les statistiques de mortalité. Ces seuils sont présentés en

Table 1.

IMC (kg/m?) Statut
<18.5 maigreur
18.5-25 normalité
25-30 surpoids
30-35 Obésité modérée ou de classe I
35-40 Obésité sévere ou de classe 11
>40 Obésité morbide ou de classe 111

Table 1 : seuils de corpulence, définis par I’OMS

Chez ’enfant, sachant que I’'IMC varie selon I’age et le sexe entre la naissance et 1’age
adulte, les seuils correspondants aux percentiles sont utilisés et sont établis a partir de
populations de références. Une population de référence a été établie afin de proposer une
définition internationale standard du surpoids et de I’obésité infantile en se basant sur les
données de six larges études de croissance (2). Aux Etats-Unis, I’obésité infantile est définie
par 'IMC > 95°™ percentile pour un sexe et un 4ge donné (3). En Europe, I’'ECOG (European
Children Obesity Group) a défini le surpoids chez I’enfant pour des valeurs d’ IMC comprises
entre le 90°™ et le 97°™ percentile, et 1’0bésité pour des valeurs d’IMC > 97°™ percentile (4).

D’autres méthodes basées sur 1’évaluation de la composition corporelle et en
particulier sur I'estimation de la masse grasse sont utilisées en complément de I'IMC. La
mesure du tour de taille (seuil d’obésité défini a 102 cm pour les hommes et a 88 cm pour les
femmes) (1998) et 1’épaisseur des plis cutanés sont des mesures directes reflétant la
distribution de la graisse sous-cutanée et viscérale (5). La composition corporelle peut étre

mesurée par densitométrie, absorptiométrie biphotonique a rayons X (DEXA), impédance
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bioélectrique et par des méthodes d'imagerie en coupe utilisant l'imagerie par résonance
magnétique (IRM) et la tomodensitométrie (6, 7). Cependant ces méthodes sont plus
difficiles a mettre en place et sont plus cotiteuses et le calcul de I'IMC reste la méthode la plus

utilisée pour définir l'obésité.
2—-Prévalence de I’obésité dans le monde

L'obésité est devenue un probléme de santé a I'échelle mondiale. Ces dernieres années,
la prévalence de I’obésité n’a cess¢ d’augmenter partout dans le monde touchant a la fois les
pays développés et les pays en voie de développement. Plus récemment, les études sur le
surpoids et I’obésité de 1I’enfant ont montré que 1’épidémie atteignait un plateau dans les pays
les plus développés (8-10). Aux Etats-Unis, les obéses représentent 33% de la population
(Figure 1). En Europe, la prévalence varie de 4.0 a 28.3% chez les hommes et de 6.2 a 36.5%

chez les femmes suivant les gradients Ouest/Est et Nord/Sud (11).

Obese adults in *
population % ‘
B 30-40% i
B z0-30% f &
L

B 10-20% L ¥ }

R —10%
0-5%
Mo data

Figure 1 : Prévalence de I’obésité dans le monde (d’aprés I’OMS 2005)
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D’apres les projections de I’OMS pour 2015, environ 2.3 milliard d’adultes (agés de

15 ans et plus) seront en surpoids, et plus de 700 millions d’adultes seront obéses (Figure 2).

25

2.0

15

1.0

0.5

0
2005

2015

B Overweight Obese

Figure 2 : Prévisions mondiales de I’obésité (d’apres I’OMS 2005)

Chez l'enfant, la prévalence du surpoids et de 1'obésité est en augmentation dans le
monde entier, et ce a un rythme alarmant. Aujourd'hui, environ un enfant ou adolescent sur
trois est en surpoids ou obese aux Etats-Unis. Au cours des trois dernieres décennies, la
prévalence de 1'obésité a triplé chez les enfants de 2 a 5 ans et chez les jeunes 12-19 ans, et a
quadruplé pour les enfants de 6-11 ans (12). Selon I'Organisation mondiale de la santé et
I'International Obesity Task Force, plus de 155 millions d'enfants et adolescents dans le

monde sont en surpoids et 40 millions sont obeses.
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B — Complications associées

Une apparition précoce de I’obésité est associée a un risque accru de chronicité de
I’obésité a 1’age adulte (13). L'obésité favorise un grand nombre de pathologies qui lui sont
souvent associées, appelées comorbidités. Ces complications apparaissent ou s'aggravent
d'autant plus que I'IMC est important et leur présence influe sur le pronostic vital et contribue
a la détérioration de la qualité de vie. D’aprés I’OMS plus d'un million de décés chaque année
peuvent étre attribués a des maladies liées a une surcharge pondérale en Europe. L'obésité est
associée a un risque 2 a 3 fois plus ¢levé de mortalité toutes causes confondues (14). Les
complications associées a l'obésité pourraient conduire d'aprés les projections a une
diminution de I'espérance de vie de 2 a 5 ans pour les générations actuelles d'enfants aux

Etats-Unis (15).
1-Syndrome meétabolique

Le syndrome métabolique englobe une série de pathologies liées a un défaut
métabolique global. Les maladies métaboliques associées a I'obésité sont principalement le
diabete de type 2 et les hyperlipidémies. Le diabete de type 2 est dii a une mauvaise
régulation de l'utilisation des sucres par l'organisme et il favorise lui-méme de nombreuses
maladies, notamment cardiovasculaires, rénales et ophtalmologiques (16). Les dyslipidémies
sont des troubles de la régulation des lipides dans le sang. L'obésité favorise la plupart des
dyslipidémies (hypercholestérolémies, hypertriglycéridémies) (17). Le principal risque de ces
pathologies est l'apparition de maladies cardiovasculaires, par la formation de plaques
d'athéromes qui bouchent progressivement les artéres et sont a I'origine d'une athérosclérose.
Les maladies cardiovasculaires favorisées par 1'obésité sont principalement I'hypertension
artérielle, I’insuffisance coronaire, les accidents vasculaires cérébraux, les thromboses
veineuses et les embolies pulmonaires. Il faut y ajouter I'insuffisance cardiaque, qui résulte
de la fatigue du cceur provoquée par la surcharge pondérale et ses complications. Par rapport a
un individu de poids normal, les obéses ont un risque multiplié par 7 de diabéete de type 2, et

par 6 d'hypertension (5, 18).
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2—-Autres complications relatives a I’obésité

L'obésité favorise les complications orthopédiques mais aussi 1'arthrose en
augmentant la contrainte mécanique supportée par les articulations, notamment au niveau des
genoux et de la colonne vertébrale. L'obésité induit également les maladies respiratoires
telles que 1'insuffisance respiratoire et le syndrome d'apnées du sommeil (19). Par rapport a un
individu de poids normal, les obéses ont un risque multipli¢ par 4 de développer de l'arthrite
et par 3 de I'asthme (5, 18).

La surcharge pondérale provoque un relachement du groupe musculaire situé a l'entrée
de l'estomac a l'origine d'un reflux gastro-cesophagien, en général sans danger, mais pouvant
causer une inflammation des parois de I'cesophage, qui dégénére parfois en cancer (20). La
surcharge pondérale augmente également la pression abdominale sur la vessie et peut
engendrer l'incontinence, surtout chez les femmes (21). L'obésité est aussi associée a une
augmentation de l'incidence de la stéatose hépatique non alcoolique (19).

L'obésité peut étre a l'origine d'altérations homonales causant des dystrophies
ovariennes et entrainant des troubles de la fertilité (19). Enfin, I'obésité est un facteur de
risque pour de nombreux cancers, principalement les cancers du colon, de la prostate, de

l'oesophage et du sein (22).
3—-Complications psychologiques et sociales

D'une maniére indirecte, 1'obésité favorise la dépression. En effet, de nombreux
facteurs tels qu'une mauvaise estime de soi, des difficultés a accomplir certaines taches
quotidiennes, et I'opinion des autres peuvent étre responsables de problémes psycho-sociaux
chez les patients obeses (23). Les phénoménes de discrimination et de stigmatisation liés a
l'obésité peuvent également conduire les individus obeses a 1'isolement social. Un suivi de 7
ans d’adolescents et de jeunes adultes a montré que le surpoids était associ¢ a des

performances scolaires inférieures, un risque accru de pauvreté et d’isolement affectif (24).
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C - Traitements et prévention

Les pathologies associées a 1'obésité s'estompent avec la perte de poids améliorant
ainsi le pronostic vital. Vu la difficulté qu'expérimentent les professionnels de santé dans le
traitement de I'obésité, 1'objectif des traitements proposés aux patients obeéses n'est pas
forcément de supprimer 1'obésité mais de perdre du poids d'une maniére stable dans la durée.
Aujourd'hui, il existe trois options thérapeutiques majeures pour aider les patients a modérer

leur obésité: le changement du mode de vie, la pharmacothérapie et la chirurgie bariatrique.

1-Modifications du mode de vie

Les modifications du mode de vie reposent sur les changements volontaires du
comportement. I1 faut associer des mesures visant 1'équilibre alimentaire et I'activité physique.
Le succeés ne peut étre acquis que si ces mesures sont réalistes, c'est-a-dire si elles peuvent
étre appliquées sur le long terme, en étant acceptées et bien tolérées par le patient obése. Il est
important de modifier les habitudes alimentaires sans subir de frustrations. L'analyse du
comportement alimentaire permettra au patient de prendre conscience de ses erreurs, de
trouver les solutions pour les corriger et de connaitre les bases d'une alimentation équilibrée
(25). Cependant, moins de 5% des sujets obéses qui suivent ces recommandations perdent

réellement du poids et maintiennent cette perte de poids (26).

2—-Pharmacothérapie

Les cibles thérapeutiques des médicaments de 1'obésité peuvent avoir soit une action
centrale, en diminuant la sensation de faim, ou soit périphérique, en altérant l'absorption des
nutriments et/ou en augmentant la dépense énergétique (27). Il existe des médicaments
(sibutramine, orlisat et rimonabant), cependant leur effet en terme de perte de poids est
modeste (perte moyenne de 5 kg) et tous s'accompagnent d'effets secondaires indésirables
(dépression, incontinance fécale, nausées) (communiqué de presse de 'AFSSAPS, 10 avril
2009). Le rimonabant responsable de dépression dans certains cas a été retiré de la vente en
Europe en octobre 2008 et la « Food and Drug Administration » (FDA) a refusé sa mise en
vente sur le marché américain en juin 2007. Une méta-analyse chez 1’adulte a montré que la
prise de la sibutramine durant 1 a 4 ans réduisait en moyenne le poids corporel de 4% et la
prise de ’orlistat durant cette méme période entrainait une perte de poids de 3% (28).

Une étude canadienne effectuée sur 17000 utilisateurs d’orlistat et 3500 utilisateurs de
sibutramine a révélé que moins de 10% des patients continuaient leur traitement au bout d’un
an, et moins de 2% au bout de 2 ans, par manque de résultat et/ou a cause des effets

secondaires (29). Etant donné le faible effet sur la perte de poids de chaque médicament pris
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séparément, les cliniciens s’orientent vers 1’idée d’une prescription multitraitements qui
agirait sur des mécanismes physiologiques distincts, ciblant des molécules clefs des
différentes voies physiologiques de 1’homéostasie énergétique, et permettrait d’aboutir a des
pertes de poids importantes, en limitant les mécanismes physiologiques compensatoires (30).
Les compagnies Orexigen Therapeutics Inc. et Amylin Pharmaceuticals évaluent en ce
moment I’impact de traitements multiples simultanés dans des essais cliniques. Les
limitations de ces approches concernent le colit prohibitif des multi-thérapies et la possibilité

de développer de multiples effets secondaires.
3—Chirurgie

A ce jour, la chirurgie de 1'obésité représente la solution thérapeutique la plus efficace
en terme de perte de poids sur le long terme: 14 a 25% de perte de poids selon les procédures
(31, 32). De plus, toute diminution de poids présente l'intérét d'améliorer les comorbidités
associées a l'obésité: guérison du diabete dans 50-82% des cas, de l'apnée du sommeil dans
93% des cas et de I'hypertension dans 50-66% des cas (33-35) conduisant ainsi a un réel
bénéfice en terme d'allongement de la durée de vie. La chirurgie bariatrique permet aussi de
diminuer de 60% I’incidence des cancers reli€s a 1’obésité (36).

La chirurgie bariatrique est soumise a des indications précises : des critéres
d'éligibilité ont été définis en fonction de 1'age des patients, de leur IMC et des comorbidités
dont ils sont atteints: seuls les patients ayant un IMC > 40 kg/m? ou un IMC > 35 kg/m? et au
moins une comorbidité, et pour lesquels les autres mesures de perte de poids ont échoué
peuvent étre opéreés.

La chirurgie bariatrique, quelque soit la procédure appliquée, s'accompagne de
complications dans 10% des cas en moyenne et conduit a la mort dans 1% des cas (37). Il est
donc recommandé aux patients de se soumettre a un suivi médical régulier apres 1’opération.

Dans la chirurgie de I'obésité, deux approches opératoires sont utilisées. Les
procédures malabsortives qui induisent une diminution de 1'absorption des aliments par le
tractus digestif et les techniques restrictives qui réduisent le volume de l'estomac afin de
limiter les apports alimentaires ("restriction gastrique"). Les techniques mixtes telles que le
bypass gastrique Roux-en-Y associent une diminution du volume de l'estomac a un court-
circuit d'une partie de l'intestin (38). Les principales techniques utilisées sont présentées en
Table 2 (37-40). Le choix de la technique repose sur des critéres d’ordre médicaux et
chirurgicaux (sévérité de 1’obésité, morphologie du patient, antécédents de chirurgie
abdominale). Cependant en Europe, les anneaux gastriques sont souvent posés en premicre

intention en raison de la simplicité du geste chirurgical et de la réversibilité de la procédure.
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Type de

Gastroplastie verticale

Cerclage gastrique par anneau

Bypass gastrique

chirurgie calibrée ajustable
g1
Ilustration /
Restriction du volume
Principe Restriction du volume gastrique gastrique et malabsorption
intestinale
Une petite poche Une petite poche gastrique est
gastrique orientée | 11 cau en silicone est placé créée par agrafage Sur' cette
verticalement avec un . L poche est suturée une portion de
s Y .. | autour de la partie supérieure de | 1,. . o
Description | passage étroit est créée. I’intestin gréle de telle sorte

Le tout est fixé par un
anneau pour ralentir la
vidange de I’estomac.

I’estomac, formant une poche
gastrique.

qu’environ Im d’intestin soit
court-circuitée et ne regoive plus
d’aliments.

Table 2 : Principales techniques de chirurgie de I’obésité (d’apres Fisher & Schauer
2002 et Livingston 2002)

La chirurgie bariatrique reste un nouveau traitement pour l'obésit¢ morbide dans une

population pédiatrique, mais la pertinence d'appliquer une procédure chirurgicale invasive

chez l'enfant ou l'adolescent est encore débattue (41). Une étude récente (42) a reporté le

premier cas de gastrectomie laparoscopique réalisée avec succes chez un enfant de 6 ans

souffrant d'obésité morbide. Les données sont insuffisantes pour permettre une évaluation

précise des risques a long terme chez les jeunes patients.

Il existe aussi une chirurgie esthétique de l'obésité :

la lipectomie. Cette opération

consiste a enlever 1’exces de tissu adipeux sous-cutané. La lipectomie permet également de

faciliter I’hémodialyse chez les patients obeses atteints d’insuffisance rénale (43).

4—-Prévention

En raison du manque d'efficacité des approches actuelles pour enrayer la progression

de la maladie, la prévention de I'obésité chez les enfants a été proposée comme traitement de

premiére intention en 2003 par 'Académie Américaine de Pédiatric (AAP) (44). Dans sa

déclaration de politique générale, ’AAP a promu I’allaitement, les bonnes habitudes

alimentaires, ’activit¢ physique et a encouragé la limitation du temps passé¢ devant la
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télévision. Les approches préventives chez I’enfant consistent d’une part a éduquer
I’équilibre alimentaire et d’autre part a augmenter ’activité physique (45). Un programme
d’éducation nutritionnelle a été mis en place dans les écoles de deux villes du Nord de la
France (Fleurbaix et Laventie), le but était d’évaluer si I’intégration d’une éducation
nutritionnelle dans les programmes scolaires pouvait modifier le comportement alimentaire
des enfants et de leur famille. Cette intervention de prévention s’est révélée efficace. En effet,
la prévalence du surpoids était plus faible chez ces enfants qui avaient été sensibilisés en
comparaison avec d’autres enfants (8.8% vs. 17.8% respectivement) (46).

Toutefois, les programmes actuels de prévention ont une efficacité modeste en général
et ne semblent pas efficaces pour inverser la hausse des taux d'obésité chez les enfants (47).
Cette constatation révele le besoin urgent de mieux comprendre les mécanismes moléculaires
et physiologiques complexes impliqués dans l'obésité afin de proposer une meilleure

prévention de la maladie et des soins.

D — Etiologie de la maladie

L’obésité est une maladie complexe et multifactorielle. Cette maladie provient d’un
déséquilibre chronique entre les apports et les dépenses €énergétiques conduisant a une balance
énergétique positive. Des facteurs environnementaux, épigénétiques et génétiques contribuent

a ce déséquilibre.
1-Facteurs environnementaux

L’¢épidémie de I’obésité peut-Etre attribuée a de récents changements au sein de notre
environnement. Un accés facile a une alimentation riche en énergie, combiné a une
diminution de [I’activité physique jouent sans aucun doute un réle majeur dans
I’augmentation de la prévalence de I’obésité mais d’autres facteurs environnementaux
contribuant a I’épidémie de 1’obésité ont été récemment proposés (48).

La prise de poids peut-Etre associée aux effets secondaires de certains médicaments,
notamment certains psychotropes (mais aussi contraceptifs, traitements d’immunodéficience)
ou I’interaction complexe médicamenteuse. Des agents pharmaceutiques comme 1’olanzapine
(antipsychotique utilisé pour traiter la schizophrénie et d’autres troubles psychiatriques)
peuvent induire I’adipogenése in vitro (49-51). Une étude a montré qu’aprés un an de

traitement a 1’olanzapine, la prise de poids moyenne était de 12 kg (52).
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D’autres facteurs contribuant a 1’épidémie de [’obésité pourraient é&tre les
perturbateurs endocriniens, appelés également modulateurs endocriniens ou molécules
hormono-mimétiques. Ces molécules agissent sur I’équilibre hormonal d’espéces vivantes.
Une exposition a ces molécules chimiques contribuerait a 1’obésité aussi bien chez ’Homme
que chez les animaux par le biais du systéme endocrinien (signaux d’cestrogéne et
d’androgéne) et via la dérégulation du développement du tissu adipeux. Une étude a montré
que les concentrations dans les urines de certains perturbateurs endocriniens étaient
positivement et significativement corrélés a I’obésité abdominale chez les hommes américains
adultes (53).

La contribution possible des infections dans 1’étiologie de 1’obésité chez I’homme est
souvent ignorée alors que dix microbes ont ét¢ reportés comme étant la cause de 1’obésité
dans plusieurs modeles expérimentaux (54). L’obésité est associée a un état inflammatoire
chez I’homme (55, 56), cependant, les relations causatives et retro-causatives entre
inflammation et obésité sont encore mal connues.

La composition de la flore intestinale, encore appelée microbiote, peut étre
considérée comme un facteur environnemental qui régule le stockage des graisses (57) et
pourrait expliquer une partie du risque de l'obésité. Des modifications significatives de la
composition du microbiote intestinal ont été identifiées chez les souris obeses, suggérant une
implication des microbes intestinaux dans l'obésité (58). Plusieurs études chez I’Homme ont
montré des différences quantitatives et qualitatives en comparant les microbiotes intestinaux
d’individus obéses et minces (59-61). Un catalogue répertoriant 3,3 millions de genes
microbiens de l’intestin humain, publi¢ en Mars 2010, permettra d'évaluer avec plus de
précision l'impact de la diversité du métagénome sur 1'obésité chez les patients humains (62).

L’age tardif de la maternité pourrait étre un autre facteur impactant sur I’obésité de
I’enfant. Une étude prospective a montré que les meres d’enfants obéses étaient plus dgées en
moyenne de 3.5 ans au moment de la naissance en comparaison des meres d’enfants ayant un
poids normal (63). Une autre étude a révélé que les enfants nés d’une mere agée de plus de 30
ans avaient une composition corporelle en graisse plus €¢levée que les enfants nés d’une mere
agée de moins de 25 ans (64). Une explication pourrait étre que le développement du tissu
adipeux commence treés tot pendant le développement feetal et que la régulation de la
production du tissu adipeux est influencée considérablement par le milieu intra-utérin qui lui

est en partie déterminé par 1’age maternel (65).
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Un nombre important d’études durant ces 40 derniéres années a montré une corrélation
entre une augmentation incidente de 1’obésité avec une diminution du temps de sommeil.
Chez les rongeurs une privation de sommeil entraine une augmentation de la prise alimentaire
sans prise de poids associée (66). Un manque de sommeil conduit a des dérégulations des taux
de peptides impliqués dans la régulation du métabolisme (67). Des études chez I’homme ont
montré qu’une diminution du temps de sommeil induisait une diminution du taux de leptine
plasmatique et une augmentation du taux de ghreline, conduisant ainsi a une prise alimentaire
plus élevée et donc a une prise de poids (68, 69).

La réduction des variabilités de la température ambiante, par I’utilisation de 1’air
conditionné, pourrait aussi influencer la prise alimentaire et donc la prise de poids. En effet,
I’environnement thermique affecte aussi bien la dépense que 1’apport énergétique pour
maintenir 1'homéostasie, notamment 1’homéothermie (70). De nombreuses études chez
I’homme ont montré qu’une augmentation de la température résultait en une diminution du
métabolisme, sachant que la prise alimentaire est généralement moins importante et moins
riche en calories quand il fait chaud (71). L’utilisation de plus en plus fréquente de 1’air
conditionné pourrait ainsi atténuer 1’effet d’un environnement chaud, conduisant ainsi a une
balence énergétique positive par un apport énergétique croissant et une réduction des
dépenses énergétiques.

Les origines évolutives de I’obésité. La théorie du géne « économe » (Thrifty Gene
Hypothesis) a été exposée par Neel en 1962, proposant 1’évolution de notre génome pour
favoriser la collecte de nourriture et I’accumulation de graisse afin de prévenir les périodes de
famines (72). A notre époque ou la nourriture abonde, cette évolution serait devenue
désavantageuse conduisant au développement d’une obésité par anticipation d’une famine qui
ne se produit pas. La théorie de Neel ne permet cependant pas d’expliquer pourquoi, méme
dans des conditions « obésogéniques », une large fraction de la population reste mince. Si les
alleles « gaspilleurs » avaient été contre-sélectionnés efficacement chez les étres humains au
cours de I’évolution, les populations dans leur ensemble, et non une fraction seulement,
seraient touchées par I’obésité. Pour expliquer ce phénomeéne, Speakman a proposé que
jusqu’a la maitrise du feu et I’organisation des populations humaines en sociétés organisées,
I’obésité apportait un désavantage sélectif en terme de survie face aux prédateurs,

contrebalancant les avantages du stockage adipeux en périodes de famine (73).
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2—Facteurs épigénétiques

Une partie non négligeable de I'obésité pourrait étre expliquée par des mécanismes
épigénétiques. Le terme épigénétique se réfere a des mécanismes moléculaires (tels que la
méthylation de 'ADN et la modification des histones) qui affectent I'expression des génes
sans modifier la séquence d'ADN primaire. Les adaptations épigénétiques sont héréditaires et
se transmettent aux générations suivantes (74).

De récentes études sur les jumeaux monozygotes ont montré qu’a la naissance, les
jumeaux sont épigénétiquement identiques dans la plupart des cas, mais avec l'dge, les
différences €épigénétiques s'accumulent (75, 76). Le phénotype d'un individu est le résultat
d'interactions complexes entre le génome, 1’épigénome et l'environnement ancestral passé et
actuel, conduisant a un remodelage perpétuel de 1’épigénome. Ces interactions influent sur le
phénotype mature et déterminent la sensibilité a des facteurs environnementaux ultérieurs,
ainsi que le risque de devenir obese.

Il existe peu d'études faisant le lien entre 1’épigénétique et l'obésité chez 1’homme,
mais de nombreux travaux, réalisés notamment chez les modéles animaux, ont montré la
contribution des mécanismes épigénétiques dans le risque d'obésité. Une étude récente chez le
rat (77) a démontré qu’une suralimentation précoce pouvait affecter la régulation épigénétique
du promoteur du géne proopiomélanocortine POMC, geéne clé exprimé dans I'hypothalamus et
impliqué dans une forme monogénique d'obésité a début précoce. Dans cette méme étude, une
relation a été trouvée entre les niveaux de méthylation du promoteur de POMC et certains
parametres métaboliques tels que les niveaux de glucose dans le sang (77). Une autre étude a
montré qu’un régime alimentaire riche en graisses modifiait le profil de méthylation du
promoteur de la leptine et les taux circulants de leptine chez le rat (78). La leptine est une
hormone clé dans le controle du poids et la déficience congénitale en leptine induit une forme
sévere d’obésité monogénique chez I’Homme. De fagon intéressante, l'administration de
leptine néonatale chez le rat module le statut épigénétique a l'age adulte selon I'état
nutritionnel du feetus in utero (79).

La nutrition est un signal environnemental externe directement li¢ a I'obésité, et peut
induire des altérations ¢épigénétiques qui affectent l'expression des genes spécifiques
impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique. La composition des aliments peut
¢galement influencer la méthylation de I'ADN car des molécules de petites tailles (tels que
l'acide folique, vitamine B12, la méthionine et la choline) peuvent inverser I’activation ou
I’inactivation épigénétique des genes (80, 81). Les expositions périnatales spécifiques telles
qu’une suralimentation maternelle, le diabéte ou une sous-alimentation, prédisposent la

progéniture a un risque accru d'obésité. Il a été montré que ces expositions périnatales
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générent des changements épigénétiques chez les descendants conduisant & un risque accru
d'obésité chez ces individus (82).

Les différences dans le profil épigénétique peuvent également prédire la réponse de
perte de poids a la restriction calorique chez les patients obeses. Trente-cinq loci ont été
trouvés différentiellement méthylés dans le tissu adipeux sous-cutané d’individus répondants

différemment au régime avant la perte de poids (83).
3—-Facteurs génétiques

Si les facteurs environnementaux et épigénétiques expliquent une partie de I’épidémie
de I’obésité, les facteurs génétiques contribuent également aux variations inter-individuelles
dans le risque de 1’obésité. Cette proportion de la variation phénotypique dans une population,
attribuable a la variation génétique entre les individus représente 1’héritabilité (84). Des
études récentes chez des jumeaux ont confirmé la forte influence génétique dans 1’obésité de
I’enfant et de I’adulte (héritabilité de 50-90%) (85, 86). Les approches génétiques peuvent par
conséquent fournir un outil essentiel pour comprendre les mécanismes moléculaires et

physiologiques complexes impliqués dans la régulation de la prise de poids (87).

Genes associes a une obésité monogénique chez I’Humain

Une altération au sein d’un seul geéne est suffisante pour entrainer des formes séveres
d’obésité, on parle alors d’obésité monogénique. Jusqu’a ce jour, huit génes d’obésité
monogénique ont été identifiés : le géne de la leptine (LEP), le géne codant le récepteur a la
leptine (LEPR), la proopiomélanocortine (POMC), la prohormone convertase 1 (PCSK1), le
gene codant le récepteur 4 aux mélanocortines (MC4R), le géne brain derived neurotrophic
factor (BDNF) et son récepteur TRKB codé¢ par le géne NTRK2 et enfin ’homologue au géne
Single Minded de la drosophile (SIM1) (88-102). Ces genes codent des hormones ou des
neurotransmetteurs et leurs récepteurs hypothalamiques de la voie hautement conservée de la
leptine-mélanocortine, qui est essentielle pour la régulation de la prise alimentaire et du poids
corporel (87).

Une mutation dans un de ces geénes implique une obésité mais entraine également des
pathologies spécifiques selon le géne altéré (stérilité (98) et altération de la réponse
immunitaire (103, 104) pour LEP, troubles intestinaux et hypoglycémie pour PCSK1 (94),
retard mental pour BDNF (92, 105)). Ces caractéristiques cliniques associées peuvent ainsi
guider le choix du géne a séquencer en priorité dans 1’élucidation de la pathologie (Figure 3).
Les formes monogéniques d'obésité sont accompagnées d’un développement normal a
I’exception des déficiences en BDNF, SIM1 et NTRK2 associ¢es a des troubles cognitifs,

troubles du comportement ou syndromique caractéristiques (92, 100).
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Figure 3. Priorit¢ du gene monogénique a séquencer en fonction des phénotypes
spécifiques associés (d’aprés Choquet et Meyre 2010) (Annexe 2).

La pertinence de la voie leptine-mélanocortine en tant que cible pour une intervention
pharmacologique chez les patients présentant une obésité sévere s'est avérée efficace. La
meilleure illustration est sans doute le cas d'un enfant présentant un déficit congénital en
leptine qui a pu étre traité par des injections sous-cutanées de la leptine humaine
recombinante, conduisant a la correction de toutes les anomalies phénotypiques vu chez ce
patient (106).

D’autres génes pourraient également étre impliqués dans les formes monogéniques
d’obésité. Une mutation C256Y perte de fonction du géne WNTI10B, codant pour un
régulateur de la différenciation adipocytaire, a ét¢ démontré coségrégeant avec le surpoids ou
'obésité dans une famille, mais des études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer le

lien de ce géne avec les formes monogéniques de 1'obésité a début précoce (107).

Genes associés a une obésité syndromique chez I’Humain

Les syndromes complexes d'obésité sont définis comme des troubles mendéliens
présentant 1'obésité comme une caractéristique clinique, mais souvent associée a un retard
mental, une dysmorphie ainsi que des anomalies du développement de certains organes

spécifiques. Jusqu’a présent, plus de 50 syndromes incluant 1'obésité ont ét¢ identifiés (108).
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Les bases génétiques de certaines de ces formes syndromiques de 1'obésité ont été
¢lucidées montrant une importante hétérogénéité génétique de ces formes syndromiques.
Certains de ces syndromes impliquent plusieurs geénes et d’autres syndromes ont une cause
génétique unique.

Les analyses de génétique moléculaire des individus atteints du syndrome de WAGR
(syndrome marqué par la combinaison de tumeur de Wilms, Aniridie, anomalies génito-
urinaires et retard mental) ont révélé que les génes WT1 et PAX6 étaient impliqués dans ce
syndrome, mais récemment, des délétions au sein d’une région de 80 kb de I’exon 1 du geéne
BDNF ont été identifiées et expliqueraient le phénotype de 1'obésité dans un sous-groupe de
patients atteints du syndrome de WAGR (105).

D'autre part, le syndrome de Prader-Willi (PWS) peut avoir diverses étiologies, mais
il est toujours associ¢ a une perte d'expression des geénes transmis par le pére sur la partie du
chromosome 15q11-13. Les enfants atteints de PWS présentent une hypotonie néonatale et
des difficultés de succion. Plus tard, ils deviennent hyperphagiques et consécutivement
obéses. Ce syndrome est également caractérisé par un retard mental variable, des troubles du
comportement, un hypogonadisme et une petite stature. Une microdélétion du petit ARN
nucléolaire HBII-85 (snoRNAs) a causé le phénotype PWS chez un enfant (109) et
récemment, une autre de novo microdélétion sur le chromosome 15q11-13 qui englobe le
snoRNAs non codant a été identifié¢ chez un patient diagnostiqué négatif pour le syndrome de
Prader-Willi mais atteint d'hyperphagie, d’obésité précoce, d’hypogonadisme et de difficultés
d'apprentissage modérées (110). Une microdélétion de 236 kilobases incluant le snoRNAs
HBII-85 a été retrouvée chez une meére et son enfant avec un syndrome de Prader-Willi (111).
Un défaut au niveau de la maturation du pré-ARNm HTR2C contribue également au PWS
(112).

En ce qui concerne le syndrome de Bardet-Biedl (BBS), il est caractérisé par une
rétinopathie pigmentaire, une polydactylie, un hypogonadisme chez les gargons, des
difficultés d'apprentissage, des anomalies rénales et par 1’obésité (108). L'obésité se
développe au cours des premieres années de la vie et s'accompagne de résistance a 1'insuline
dans 45% des cas. Ce syndrome présente une hétérogénéité génétique vaste et a ce jour 14
genes ont été associés a ce syndrome (113). La plupart des protéines BBS sont impliquées
dans la fonction ciliée (114). Or la suppression de la fonction ciliée dans les neurones a
POMC conduit a une obésité hyperphagique chez la souris (115) et les protéines BBS sont
nécessaires a la signalisation de la leptine (116), montrant le lien entre la signalisation des

protéines BBS et la voie de la leptine-mélanocortine.
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D’autres formes syndromiques d’obésité comme les syndromes d’Alstrom et de
Cohen n’impliquent qu’un seul géne : respectivement ALMS1 et COH1 (117, 118). Le
syndrome d'Alstrom présente les caractéristiques cliniques suivantes: rétinopathie
pigmentaire, surdité sensorineurale et résistance a l'insuline alors que le syndrome de Cohen
est caractérisé par un retard psychomoteur, une microcéphalie, un dysmorphisme facial et une
granulocytopénie.

GNAS est un locus complexe soumis a empreinte uniquement maternelle. Des
mutations du géne GNAS conduisent a 1'obésité dans le cas de 1’ostéodystrophie héréditaire

&’ Albright (119-121).

Genes de susceptibilité a une obésité polygénique chez I’Humain

Les formes polygéniques d’obésité résultent de I’interaction entre plusieurs genes
incluant de nombreux variants génétiques communs et 1’environnement. Plusieurs approches
ont permis d’identifier des formes polygéniques d’obésité : les approches génome entier ou
geéne candidat.

Les études de liaison : études de liaison génétique familiale sur I’ensemble du
génome avec une couverture classique de 400 marqueurs microsatellites, suivies par des
approches de clonage positionnel ou des approches de génes positionnels candidats, ont eu un
succes limité dans I’identification de génes associés a 1’obésité. Jusqu’a ce jour plus de 60
¢tudes de liaison pour les traits liés a I’obésité ont été publices (122).

Les études de clonage positionnel de génes d’obésité a partir de liaison génome
entier sur les chromosomes 4p (123) et X (124) ont mis en évidence respectivement le role
des génes TBC1D1 (125) et SLC6A14 (126). L’association femme-spécifique du variant
codant R125W de TBC1D1 avec ’obésité sévere, constatée dans la population américaine
(125) a été confirmée dans la population francaise (127). Chez la souris, I’inactivation du
géne TBC1D1 induit un phénotype de maigreur chez la souris (128). SLC6A14 est un
transporteur d’acides aminés qui régule la disponibilité en sérotonine (129). L’association de
polymorphismes nucléotidiques simples (SNPs) au sein du géne SLC6A14 avec ’obésité
familiale a été répliquée et il existe une possible contribution des variants génétiques a la
liaison génétique a 1’obésité dans la population francaise (130). Chez les jeunes filles, les
SNPs a risque d’obésité du géne SLC6A14 diminuent la satiété, alors que chez les femmes

adultes, ils augmentent la désinhibition alimentaire et la faim (130).

26



En combinant les résultats de ces études de liaison, avec les connaissances sur les
modéles animaux et la physiologie humaine, des études de genes candidats positionnels ont
permis de montrer I’association des genes CNR1 et ENPP1 avec 1’obésité (131, 132). Dans le
cas d’ENPP1, I’haplotype a risque associé au risque d’obésité et de diabéte de type 2
contribuait aussi en partie a la liaison génétique au chromosome 6q pour I’obésité infantile
(132). Certaines de ces associations ont été répliquées, notamment pour le géene CNR1 et le
contrdle de la prise de poids (133-136). De méme I’association de ENPP1 avec I’obésité a été
répliquée chez les enfants allemands (137) ainsi que dans d’autres populations adultes (138-
142).

Les approches genes candidats ont montré 1’association de 127 génes candidats avec
I’obésité dans au moins une étude (122). Cependant treés peu de ces études ont été répliquées
de facon convaincante dans diverses populations. On peut néanmoins citer I’exemple du geéne
MCA4R et des variants codants non-synonymes V1031 et 12511, qui ont été associés a une
protection vis-a-vis de I’obésité dans de larges méta-analyses (143) et ’exemple de SNPs
introniques dans SIM1, associés de fagon convaincante a 1’obésité dans la population indienne
Pima (144).

Ces dernic¢res années, les nouvelles technologies utilisant les puces a ADN ont
révolutionné les approches génétiques facilitant la détection de nouveaux loci associés a
I’obésité. De plus, les avancées au niveau de la carte du génome humain répertoriant tous les
SNPs par le consortium international HapMap ont facilité les études d’association génome
entier (GWAS pour Genome-wide association study). Ces trois derniéres années, les études
GWAS (145-149) ont permis 1’identification de 22 loci associés avec le risque d’obésité et la
variation de I'IMC & un niveau de signification stringent (p<107). Leur association a été
répliquée pour la plupart dans des études cas-contrdles supplémentaires. Ces génes ont un
effet additif mais la variation génétique observée a ce jour n’explique que 1% de la variation
génétique estimée de la population générale (149).

Plusieurs études récentes ont montré que les variations structurales du génome,
telles que les CN'Vs (pour copy number variations) incluant les délétions, les duplications, les
translocations, et les inversions chromosomiques pourraient expliquer une part considérable
de [D’héritabilité dans les maladies complexes comme [’obésité (150). Ces variations
structurales du génome peuvent étre soit héritées ou causées de novo. Une délétion fréquente
de 45 kb en amont du gene NEGR1 taggée par le SNP rs2815752 a été identifiée associée a
des variations de I’'IMC chez I’adulte et chez ’enfant (149, 151). Des délétions rares sur le
chromosome 16pl1.2 ont également été associées a des formes hautement pénétrantes

d obésité (152, 153).
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Les études d’association avec des CNVs ont permis la détection de nouvelles régions
chromosomiques associées a 1’obésité mais des études supplémentaires sont nécessaires pour
permettre d’identifier les génes potentiels et les voies physiologiques impliquées dans la
susceptibilité¢ de la maladie et de mieux comprendre les mécanismes conduisant a la prise de

poids.
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Il - PC1/3 : UNE PROTEINE ISSUE DE LA FAMILLE DES
PROHORMONES CONVERTASES (PCs)

A —Vue d’ensemble des prohormones convertases (PCs)
1-Historique

La recherche sur les proprotéines ayant la capacit¢ de transformer des enzymes a
commencé en 1967 par deux observations indépendantes montrant que certaines hormones
peptidiques sont synthétisées sous forme de précurseurs de protéines. Steiner et ses collegues
ont montré que l'insuline est composée de deux chaines peptidiques produites par deux
clivages d'un précurseur unique, la proinsuline (154). Simultanément, Chrétien et ses
collegues ont apporté¢ la preuve que l'hormone stimulant la B-mélanocyte (B-MSH) et
I'hormone y-lipotropique ( y-LPH) étaient dérivées de la B-LPH (155). Etant donné que les
sites de clivages étaient composés de Lys-Lys, Lys-Arg, Arg-Arg, ces résultats ont suggéré
l'existence d'enzymes clivant la partie carboxy-terminale des motifs d'acides aminés basiques.

Le premier geéne de proprotéine convertase (PC) de mammifere fut cloné en 1986 et
fut nommé FUR (Fes Upstream Region). La proprotéine correspondante prit le nom de furine.
Peu de temps apres, les prohormones convertases 1 et 2 (PC1/3 et PC2) ont été découvertes
suivi de la prohormone convertase 4 (PC4), la proprotéine convertase subtilisine-kexine 6
(PACE4 ou PCSK6), la proprotéine convertase 5/6 (PC5/6) et la proprotéine convertase 7
(PC7) (154). Les deux dernicres PCs, la subtilisine-kexine isozyme-1 (SKI-1) et la
proprotéine convertase subtilisine-kexine 9 (PCSK9) ont été découvertes plus récemment

(156).
2-Les proprotéines convertases (PCs)

Les proprotéines convertases (PCs) sont une famille de sérines endoprotéases (famille
SB, sous-famille S8B) comprenant neuf membres (Table 1). Sept d’entre elles clivent la
partie carboxy-terminale du site consensus (K/R)-(X)n-(K/R), ou X correspond a un acide
aminé et n=0,2,4 ou 6 (157) ce sont : PC1/3, PC2, furine, PC4, PC5/6, PACEA4, et PC7. Leurs
genes correspondants sont notés de PCSK1 a PCSKY. Les deux autres convertases: SKI-1 et
PCSK9 sont des membres de la sous-famille S8A et clivent des proprotéines au niveau de
motifs non basiques. SKI-1 reconnait (R/K)-X-(L/V)-Z, ou Z est un acide-aminé a l'exception
de Pro, Cys, Glu et Val. PCSK9 clive uniquement au niveau carboxy-terminus de son

prodomaine carboxy-terminal sur le motif LVFAQ.
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Nom commun Nomenclature proposée Autres noms
PC1/3 PCSK1 SPC3
PC2 PCSK2 SPC
Furine PCSK3 PACE, SPC1
PC4 PCSK4 SPC
PC5/6 PCSKS5 SPC
PACE4 PCSK6 SPC
PC7 PCSK7 SPC7, PC8, LPC
SKI-1 PCSKS SIP, MBTPS1
PCSK9 PCSK9 NARC-1, FH3

Table 3: Nomenclature des proprotéines convertases

Acronymes : PC, proprotein convertase ; PACE, paired basic amino acid converting enzyme;
PCSK, proprotein convertase subtilisin/kexin type; SPC: subtilisin-like proprotein
convertase ; LPC, lymphoma proprotein convertase; SIP, site-1 protease; MBTPSI,
membrane-bound transcription factor peptidase, site 1; NARC, neural apoptosis regulated
convertase ; FH, familial hypercholesterolemia.

3-Structure des proprotéines convertases

Les PCs ont en commun la structure protéique composée d’un pro-peptide suivi d’un
domaine catalytique, un domaine P et des domaines carboxy-terminaux (Figure 4) (157, 158).
La plus forte homologie entre les PCs se trouve au niveau du domaine catalytique. Le pro-
domaine est essentiel pour la conformation, I’activation, le transport et la régulation de ces
PCs. Le domaine P est indispensable pour I’activité enzymatique de ces PCs a I’exception de
PCSKO9 (159, 160). Les domaines carboxy-terminaux sont moins conservés entre les PCs. Les
motifs de séquences répétées jouent un role important dans le trafic intracellulaire (158). La
structure de la protéine PC1/3 est donc composée d’un peptide signal, d’un pro-domaine, d’un

domaine catalytique, d’un domaine P et enfin d’un domaine riche en Ser/Thr.
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Furin 797 (h)
PC1/3 753 (h)

PC2 638 (h)
PACEA4(-A) 969 (h)
PC4 655 (m)
PC5/6A 915 (m)
PC5/6B 1877 (m)

PC7 785 ()
SKI-1 1052 (h)
PCSK9 692 (h)

Subtilisin 382

Kexin 814
E_ 3 Peptide signal Domaine P E_3 Domaine cytoplasmique
I 7 Pro-domaine 1 Domaine riche en Cys ] Domaine transmembrane

7 Domaine catalytique 3 Domaine riche en Ser/Thr __)_>§ Domaine long de PCS/6B riche en C

Figure 4 : Représentation schématique des proprotéines convertases.

Les domaines structuraux ont été schématisés pour PC1/3, les six PCs étroitement liées, SKI-
1 et PCSKO. Les protéines Kexine et subtilisine sont illustrées pour comparaison. La taille de
chaque membre est indiquée en acides aminés. h : human ; m : mouse.

4-Maturation des proprotéines convertases

A I’exception de PC2, les PCs suivent un clivage auto-catalytique de leur pro-domaine
chaperon/inhibiteur dans le réticulum endoplasmique (RE). Le complexe pro-
domaine/enzyme catalytique sort du RE pour atteindre les compartiments Golgi ou post-
Golgi, ou habituellement un second clivage du pro-domaine inhibé résulte en une activation
des zymogenes. Les conditions favorisant ’activation varient d’une PC a une autre et incluent
le pH, la concentration en calcium, et dans certains cas la présence d’autres partenaires

(Figure 5).
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Figure 5: Activation des proprotéines convertases (d’aprés Seidah NG and Prat A, J
Mol Med, 2007).

5-Maturation de la protéine PC1/3

PC1/3 est elle-méme synthétisée sous la forme inactive proPC1/3. Ce précurseur va
subir plusieurs événements de maturation auto-catalytique: un premier clivage rapide se fait
dans le RE puis un second au sein du réseau trans-Golgien et des vésicules de sécrétion de la
voie de sécrétion régulée (161, 162). La protéine mature et active PC1/3 est enfin stockée au
ceeur d'épaisses granules de sécrétion, avec ses substrats. PC1/3 est capable de contrdler sa
propre activité enzymatique dans toutes les régions de la cellule qui I’entoure. Ce mode

d’autocontrole est unique parmi tous les membres de la famille des protéases (163).

6-Maturation de subtrats par les proprotéines convertases: prédiction des
substrats, spécificité et redondance.

Jusqu’a présent, de nombreuses études in vitro et ex vivo ont mis en évidence des
substrats potentiels des PCs, impliqués dans de nombreux processus physiologiques et
pathologiques. Etant donné que les sept membres des PCs ont des spécificités similaires, des
formes d’expression et des localisations cellulaires partiellement chevauchantes, il est parfois
difficile de prédire in vivo les couples enzyme-substrat et/ou le niveau de redondance fourni
par les autres PCs. La recherche actuelle vise a élucider les substrats spécifiques des PCs en
analysant les souris inactivées pour ces genes ou les patients humains présentant des
mutations perte de fonction.

La liste de subtrats activés par les PCs n’a cessé d’augmenter ces derni¢res années et
inclut les neuropeptides, les hormones peptidiques, les facteurs de croissance et de

différenciation, les récepteurs, les enzymes, les molécules d’adhésion, les facteurs de
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coagulation du sang, les protéines plasmatiques, les protéines de l'enveloppe virale, et les
toxines bactériennes (164). PC1/3 mature un large éventail de substrats (165) notamment la
proghreline (166), le proglucagon (167), la protéine AGRP (agouti-related protein) (168), le
peptide CCK (peptide containing cholecystokinin) (169), la proinsuline (170), le polypeptide
GIP (pour glucose-dependent insulino-tropic polypeptide precursor) (171) et le proglucagon
intestinal en hormone incrétine GLP-1 pour glucagon like peptide 1 (167). Dans certains cas,
la protéine PC1/3 agit de manie¢re complémentaire avec d’autres PCs (notamment PC2) pour
maturer les propeptides. En effet, la maturation du peptide neuroendocrinien CART (cocaine
and amphetamine-regulated transcript) impliqué dans le controle de I’appétit, se fait par les
protéines PC1/3 et PC2 (172). La progastrine est également maturée par PC1/3 et PC2 (173).
Les protéines PC1/3 et PC2 ainsi que la cathepsine L transforment la proopiomelanocortine
(POMC) en hormones peptidiques ACTH, alpha-MSH et beta-endorphine (174).

Une étude récente a comparé les peptides présents dans le cerveau de souris inactivées
pour PC1/3, hétérozygotes ou sauvages en utilisant la peptidomique quantitative (175). Parmi
les 92 peptides identifiés, environ un tiers ont diminué chez les souris « knockout » (KO), en
comparaison des souris sauvages, montrant un rdéle important de PC1/3 dans la production

d'un large éventail de peptides (175).

7-Inhibiteurs et régulateurs de PC1/3

Des travaux sur les inhibiteurs spécifiques des PCs sont nécessaires pour des
applications thérapeutiques éventuelles. Il existe des inhibiteurs et des régulateurs de PC1/3
(176). Le précurseur proSAAS est un inhibiteur potentiel de PC1/3 (177). Une étude récente
chez la souris a montré que les peptides dérivés de proSAAS pourraient inhiber PC1/3 dans le
cerveau embryonnaire mais dans le cerveau adulte les peptides de proSAAS auraient un role
dans la régulation du poids corporel et agiraient comme des neuropeptides (178). La
transcription de PC1/3 est controlée de maniere coordonnée par les facteurs de transcription
Nhlh2 (nescient helix-loop-helix 2) et STAT3 (signal transducter and activator of
transcription 3) (179). Nhlh2 est une cible du signal de la leptine et est exprimé dans les
neurones POMC au niveau du noyau arqué. Nhlh2 est nécessaire pour 1’expression
hypothalamique de PC1/3 sachant que les souris KO pour Nhlh2 ont une diminution des taux
des ARNm PC1/3. De plus, STAT3 a la capacité de se lier au promoteur de PC1/3 pour
ensuite moduler I’expression de PC1/3 via la leptine (179). Une autre protéine ayant la
propriété de réguler la production de PC1/3 par le biais de la liaison au promoteur de PC1/3
est PAX6 (paired box 6). Une mutation dans le géne PAX6 conduit a une déficience en PC1/3

chez ’homme induisant une maturation défectueuse de la proinsuline et en un métabolisme
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du glucose anormal (PAX6 régule le métabolisme du glucose via la maturation de la
proinsuline gérée par PC1/3) (180). De manicre indirecte, certaines protéines peuvent
également générer une inhibition de PC1/3. La CPE (carboxypeptidase E) est la principale
enzyme responsable de I’élimination des résidus de la partie C-terminale apres l'action des
PCs. Une étude a montré que les souris inactivées pour le géne CPE présentaient des
déficiences en PCs, notamment en PC1/3 et PC2 dans certaines régions du cerveau et au

niveau de I'hypophyse (181).

8-Expression des proproteines convertases

Les PCs sont principalement exprimées dans le cerveau et dans les organes
périphériques, a 1’exception de PC4 qui est exprimé au niveau des testicules. Elles jouent un
role dans la production de divers neuropeptides tels que des facteurs de croissance et des
récepteurs mais aussi dans la régulation de 1’adhésion et la migration cellulaire, dans
I’homéostasie du cholestérol et des acides gras et enfin dans la croissance et la différenciation
de cellules souches (164, 182-185). Chaque PC posséde une localisation subcellulaire
distincte mais souvent partiellement chevauchante. Elles sont actives dans des compartiments
intracellulaires variés et des voies de sécrétion (constitutives et régulées), la voie d'endocytose
et a la surface cellulaire (Table 4). L'expression tissulaire des PCs est considérée comme
ubiquitaire (furine, SKI-1, PC7), généralisée (PC5/6A, PACE4), limitée (PC1/3, PC2,
PC5/6B, PCSK9) ou restreinte (PC4) (Table 4) (164, 182-185). A ’exception de PC1/3 et

PC2, les PCs sont exprimées au niveau de I’endometre humain (186).
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PC Compartiment cellulaire Distribution des tissus
furine RTG, endosomes, GSI, surface cellulaire : Ubiquitaire : foie, placenta, reins, rate
MP et MEC quitatre - fo1e, p » [CI0S, Talc ...
PC1/3 GSI, GSM Limitée : neuroendocrine
PC2 GSM Limitée : neuroendocrine
PACE4  RTG, surface cellulaire : MEC Large: cerveau, moelle épiniére, coeur, intestin ...
PC4 Surface cellulaire : MP Restrelp‘Fe: cellule.s germinales testiculaires
(interstitium ovarien, placenta)
PC5/6A  RTG, GSI, GSM, surface cellulaire : MEC ﬁ:ﬁfm glande surrénale, tissus neuronaux, ovaires,
PC5/6B RTG, endosomes, surface cellulaire : MP Limitée : intestin, reins, glande surrénale
et MEC
PC7 RTG, endosomes, surface cellulaire : MP Ubiquitaire : colon, tissu lymphoide, testicule
SKI-1 Cis/medial golgi, endosomes, lysosomes Ublqultalre : hypophyse antérieure, thyroide, glande
surrénale ...
PCSK9  Surface cellulaire : espace extracellulaire Limitée : foie, intestin ...

Table 4: Localisation subcellulaire et distribution tissulaire des proprotéines convertases

Acronymes : RTG, réseau trans-Golgien ; GSI, granules de sécrétion immatures ; GSM,
granules de sécrétion matures ; MP, membrane plasmique ; MEC, matrice extracellulaire.
Concernant la localisation subcellulaire, les compartiments présentés sont ceux dans lequels la
PC est active. Concernant la distribution tissulaire, dans le cas ou les tissus sont listés suivi de
« ... », les tissus donnés sont ceux ayant la plus forte expression.
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Il existe un seul transcrit ARNm de PC1/3. La PC1/3 est principalement exprimée
dans le cerveau, les cellules enteroendocrines et le systéme neuroendocrine (164). Une étude
récente chez la souris a montré que la PC1/3 est exprimée dans les trois régions du petit
intestin : duodenum, jejunum et ileum alors que PC2 et la furine sont principalement
exprimées au niveau du duodenum et du jejunum (187). Ces données suggerent que PC1/3,
PC2 et la furine pourraient jouer des roles différents et redondants dans la maturation de

prohormones dans ces régions du petit intestin.

9-Pathologies associées aux proprotéines convertases

L'identification de mutations pathogéniques dans certaines PCs et leurs substrats ainsi
que 1'étude des souris « Knock-Out » pour les PCs, ont permis de mettre en évidence que les
PCs avaient de nombreuses fonctions et étaient impliquées dans des pathologies variées.
Certaines de ces PCs maturent des protéines impliquées dans des pathologies comme des
tumeurs malignes, la régénération de tissus et des infections virales. La présence de sites
potentiels de clivage au sein des médiateurs de maladies ou la modification d'expression des

PCs ont encouragé les chercheurs a définir le role des PCs dans certaines pathologies.

Maladies génétiques

Des mutations au sein des PCs ou sur les sites de clivage de leurs substrats peuvent
générer de nombreuses maladies congénitales. En effet des mutations sur le site de clivage de
POMC (substrat de PC1/3) ont été associées a un hypoadrénalisme, une obésité et une
pigmentation rousse de la pilosité (96). Quatre patients sur 49 présentant des formes
syndromiques de malformations congénitales tels que VACTERL (Vertebres, Anus, Ceeur,
Trachée, Reins, Membres (en anglais, Limbs)) ou CRS (caudal regression syndrome) étaient

porteurs de mutations au sein du géne PC5/6 (188).

Maladies infectieuses

Les PCs jouent un réle crucial dans 1’activation des toxines bactériennes (164). Une
¢tude chez la souris a montré que des inhibiteurs de PCs pouvaient protéger les souris contre
certaines toxines bactériennes (189). Afin d'acquérir l'activité de fusion pour entrer dans la
cellule hote, les proprotéines de fusion virales sont traitées par les PCs en deux sous-unités
disulfure liées (164). Les inhibiteurs de PC ont été testés comme traitement alternatif du virus
de I'immunodéficience humaine (190). Les PCs transforment de nombreux virus, notamment

le virus de la rougeole, le virus respiratoire syncytial et le virus Ebola (191-194).
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Cancers

Les PCs sont également impliquées dans de nombreux cancers (195, 196). En
contrdlant le clivage de multiples protéines associées aux cancers, les PCs jouent un role clef
a différents stades de développement des cancers. Les protéines furine, PC5 et PC7 induisent
la tumorigénése en activant VEGF-C, un facteur de sécrétion impliqué dans de nombreux
processus physiologiques de 1I’embryogenese et des cancers (197). Des taux d’expression
¢élevés des protéines furine, PACE4, PC7 et PC1/3 ont été démontrés dans les lignées de
cellules tumorales et dans les échantillons de tissus de tumeurs du sein et du poumon (198-
200). Récemment, des expériences in vivo ont montré que la furine pourrait également avoir
un rdle crucial dans la tumorigénése (201). En effet, une souris déficiente en furine dans un
modele de tumeur des glandes salivaires a un retard considérable dans 'apparition de tumeurs
(201). PC5/6 a un role protecteur dans la tumorigénése intestinale chez la souris (202). Les
taux de protéines PC1/3 et furine ont ét¢ montrés élevés dans les carcinomes pulmonaires
(203, 204). PCSK1 fait partie des transcrits significativement induits dans les cellules du
cancer du poumon, et pourrait éEtre un biomarqueur candidat (205). Une ¢étude
transcriptomique au niveau du génome entier a montré une expression élevée du transcrit
PCSKI chez les patients ayant une forme rare de tumeur maligne (ASPS pour Alveolar Soft-
Part Sarcoma) (206). Les PCs pourraient étre d’importants facteurs étiologiques dans les
néoplasies mammaires chez I’homme. Une étude récente chez la souris transgénique a montré
que la production ciblée de PC1/3 augmente le développement mammaire et la tumorigenése
(207). PC1/3 est également impliquée dans certains cancers endocriniens. Comme montré
précédemment dans la partie « Maturation de substrats par les PCs », PC1/3 est connue pour
étre impliquée dans la transformation post-traductionnelle de POMC en hormone
biologiquement active ACTH. La POMC est exprimée dans les cellules corticotropes et au
niveau de la partie antérieure de I'hypophyse. Un adénome corticotrope « silencieux » est
causé par un néoplasme (tumeur) hypophysaire ne sécrétant pas d ACTH. Il a ét¢ montré que
I’expression de PC1/3 est faible chez les patients atteints d’un adénome corticotrope
silencieux (208). De plus, une déficience d'expression pour PC1/3 pourrait conduire a la
production préférentielle de formes non transformées, biologiquement inactives de I'ACTH
dans l'adénome corticotrope silencieux (209). L’apparition d’auto-anticorps contre PC1/3
chez les patients atteints d’un macroadénome hypohysaire non-fonctionnant est fréquente

(210).

Neurodégeneérescence
Les PCs sont également impliquées dans certaines maladies neurodégénératives, vu

leurs roles dans la maturation de certains substrats tels que les neuropeptides et les peptides
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amyloigéniques. La PC furine intervient dans le processus de clivage de la protéase B-
sécrétase, protéine responsable de la génération de la protéine amyloide B qui est a 1’origine la
maladie d’Alzheimer (211). D’autres PCs, telles que PACE4, PC5/6 et PC7 maturent
¢galement la B-sécrétase in vivo (212). Une autre étude a montré que la PC7 contribuait a la
maturation de la protéine précurseur PB-amyloide impliquée dans la maladie d’Alzheimer
(213). L’angiopathie amyloide de type britannique (ou démence familiale de type britannique)
est une maladie autosomique dominante causée par une mutation ponctuelle au sein du codon
stop du gene BRI. Le clivage protéolytique du précurseur de ce geéne se fait par la PC furine.
Une augmentation de la synthése du mutant BRI par I’intermédiaire de la furine génére des
formes toxiques de peptides amyloidogéniques qui sont a 1’origine de la pathogenese de la
maladie (214, 215).
Dyslipidémie

La dyslipidémie est un terme regroupant les maladies pour lesquelles I'homéostasie
lipidique est perturbée. Les PCs sont impliquées dans la dyslipidémie. Il a été démontré que
PCSK9 dégrade les récepteurs du LDL (low-density lipoprotein) dans le foie et contrdle ainsi
le niveau de LDL dans le plasma (216). Plusieurs études ont montré que des mutations perte
ou gain de fonctions au sein du géne PCSK9 étaient associées respectivement a une
hypocholestérolémie ou a une hypercholestérolémie (diminution ou augmentation des LDL)
(217-221). La relation entre PCSK9 et le récepteur du LDL (LDLR) est illustrée en Figure 6
montrant les possibles voies menant a des taux plus élevé (en rouge) ou plus faible (en vert)
de la protéine PCSK9 ou de son activité selon les mutations perte ou gain de fonction (I’effet
est inversé pour les taux de la protéine LDLR, étant donné que PCSK9 améliore la
dégradation du LDLR). Plus récemment, une relation directe entre des mutations du gene
PCSK9, des taux circulants de PCSK9 et des niveaux de LDL cholestérol a été établie (222).
L'hypercholestérolémie est un facteur de risque pour la mortalité¢ par infarctus du myocarde
(223) alors que I’hypocholestérolémie est associée a une diminution du risque des maladies
coronariennes (224, 225). Cependant, I’effet a long terme d’un faible taux de LDL est encore
mal connu. Une étude longitudinale a montré que des mutations au sein du géne PCSK9
¢taient associées a une diminution du taux de LDL et a une réduction du risque de maladies
coronariennes (226). Contrairement a PCSK9 qui inactive le récepteur LDL, SKI-I /S1P
active la synthese du cholestérol et des acides gras tel que le récepteur du LDL (227). De plus,
la furine, PC4, PCS5 et/ou, PACE4 inactivent les lipases endothéliales et lipoprotéines (228).
Ainsi les PCs sont des potentielles cibles thérapeutiques pour diminuer les taux de LDL

plasmatiques et pour prévenir les maladies coronariennes.
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LDLR

e Absence de transformation auto-catalytique (AR97; G106R)
e Défaut du trafic:

-Rétention dans le RE (C679X)

-Perte du tri endosomal (L.253F)

e Augmentation de la dégradation (A443T)

Figure 6: La balance protéique de PCSKO et du récepteur LDL (d'apreés Seidah NG and
Prat A, J Mol Med, 2007)

10-Souris inactivées pour les proprotéines convertases

Pour déterminer 1I’importance physiologique des PCs, les génes correspondants ont été
inactivés individuellement dans des mode¢les de souris KO. La variété des phénotypes chez les
souris KO résultant de I’absence des convertases fonctionnelles souligne la complexité et le
large éventail de précurseurs protéiques synthétisés par ces enzymes. Les phénotypes associés
a ces souris KO montrent que certains précurseurs sont maturés par une PC spécifique et a un
stade de développement embryonnaire bien précis (229). Les modeles de souris KO ont révélé
que I’absence ou une dysfonction de la furine, PC5/6 et SKI-1/S1P est 1étale a un stade
embryonnaire précoce (164, 230). Les souris inactivées pour PC1/3 et PC2 sont viables
malgré des déficiences hormonales et neuroendocrines (231, 232). Les souris KO pour PC4
sont infertiles ou hypofertiles (233). Les souris déficientes en PACE4 sont viables a 75% et
présentent dans certains cas des anomalies cranio-faciales (234). Les phénotypes des souris

inactivées pour les PCs sont résumés en Table 5.
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Convertases Phenotype

Furin Souris meurent a €10.5 di a une insuffisance
hémodynamique, défauts embryonnaires

PC1/3 Souris viables ; souris de petites tailles (60%
de la taille normale); des défauts dans la
maturation de précurseurs d’hormones ;
hyperproinsulinémie.

PC2 Souris viables; retard de croissance ;
hypoglycémie ; défauts dans la maturation de
peptides endocriniens.

PACE4 25% des souris meurent a €10.5 a cause de
défauts du situs et/ou de malformations
cranio-faciales

PC4 Souris viables ; diminution de la fertilité
PC5 Souris meurent a e4.5-7.5
PC7 Pas de phénotype anormal apparent
SKI-1 Souris meurent a e4. L’inactivation du gene

empéche la formation normale de 1’épiblaste
et donc son implantation ; réduction de la
synthese du cholestérol et des acides gras

PCSK9 Augmentation de I’absorption du cholestérol
par le foie

Table 5: Phénotypes des souris déficientes en proprotéines convertases (d'aprés
Scamuffa N, FASEB J, 2006)
e : 4ge embryonnaire en jours
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A — Déficiences en PCSK1 et phénotypes associés
1-Déficiences en PCSK1 chez la souris

Une inactivation du gene Pcskl chez la souris résulte en de sévéres anomalies du
développement. La souris inactivée pour ce géne montre un retard de croissance. Les souris
KO sont de plus petites tailles et ressemblent aux souris mutées pour le récepteur de
I’hormone de croissance (GHRH pour growth hormone releasing hormone) (232, 235) (Figure
7). Les taux du facteur de croissance a insuline et GHRH sont significativement réduits au
niveau des taux d’ARNm des hormones de croissance de I’hypophyse, ce qui suggere que
cette réduction contribue au retard de croissance observée chez ces souris. L’évaluation des
précurseurs des hormones peptidiques et des subtrats connus de PC1/3 et de leurs formes
actives révele I’accumulation de formes immatures associée a de faibles taux de formes
matures des peptides tels que le GHRH hypothalamique, la POMC hypophysaire, la
proinsuline et le proglucagon intestinal (170). La souris déficiente en Pcskl mature
normalement la POMC hypophysaire en ACTH et a des taux normaux de corticostérone
sanguin. La souris inactivée pour ce géne développe également une hyperproinsulinémie mais

sans affecter I’homéostasie du glucose (170).
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o o (=]

BODY WEIGHT (grams)
=

WEEK

Figure 7: Comparaison des courbes de croissance des souris déficientes en PC1/3 et des
souris sauvages (d'apres Zhu X et al., PNAS, 2002)
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Un second modéle de souris a été obtenu par mutagenése induisant une mutation
ponctuelle (N222D) au sein du domaine catalytique, rendant la protéine PC1/3 50% moins
active. Ces souris mutées sont obéses, hyperphagiques et présentent une augmentation de
I’efficacité du métabolisme (236). Les souris Pc1/3N22PN222D sont ggalement caractérisées par
une maturation anormale de la proinsuline causant une intolérance au glucose et de nombreux

problémes endocriniens (236). Les souris Pcl1/3N2220

hétérozygotes présentent un phénotype
intermédiaire entre les homozygotes sauvages et mutés : leur pourcentage de masse grasse
augmente en comparaison des souris non mutées et elles sont hyperproinsulinémiques (236).
Récemment, un 3™ modéle de souris déficiente en Pcskl a été publié¢ (237).
L’approche d’inactivation du geéne consiste en I’insertion d’une large délétion au locus Pcskl
ainsi que I’insertion du géne bactérien de résistance a la néomycine. Les souris homozygotes
mutées sont létales a 1’état embryonnaire, ceci pourrait-¢tre di a la large délétion au locus
Pcskl affectant les génes limitrophes ou a la production d’un propeptide tronqué, pouvant
inhiber les autres PCs. Chez les souris femelles Pcskl™ une prise de poids avec I’age

significativement supérieure est observée lorsque la composition en graisses du régime

alimentaire est élevée (237).

2-Déficiences en PCSK1 chez I’lhomme

En 1995, Steve’O Rahilly et ses collégues publient un rapport clinique décrivant une
patiente de 43 ans (Sujet 1) atteinte de troubles de ’homéostasie glucidique (hypoglycémies
post-prandiales) et ayant des taux anormaux de certaines prohormones telles que la
proinsuline, et la POMC (238). L’histoire médicale de la patiente inclut une apparition
précoce d’obésité sévere et malgré un développement normal des organes sexuels, cette
patiente présente une aménorrhée. A 1’époque, I’hypothése d’une déficience en PCSK1 est
émise sachant qu’il est déja connu que PC1/3 clive la proinsuline pour la rendre active mais
I’information sur la structure génomique de PCSK1 n’est pas disponible, et il n’est pas
possible de séquencer ce géne chez cette patiente. Il faudra attendre 1997 pour réaliser ce
travail et montrer que cette patiente était hétérozygote composite pour deux mutations au sein
du gene PCSK1 (95). La premiere mutation G593R est un changement d’acide aminé au sein
de I’exon 13 qui empéche la maturation de la forme proPC1/3 et conduit a sa rétention dans le
ER. La deuxiéme substitution au niveau de I’intron 5 (A—C**) cause la suppression de ’exon
5, conduisant a la perte de 26 résidus et créant ainsi un codon stop prématuré au sein du
domaine catalytique. A la suite d’un traitement aux gonadotrophines, cette patiente (Sujet 1) a
réussi a procréer et a donné naissance a des quadruplets. Trois étaient hétérozygotes porteurs

pour la mutation G593R et un était porteur de la mutation de I’intron 5, tous sont présentés
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comme cliniquement normaux (95).

En 2003, un deuxiéme cas de déficience en PCSK1 est rapporté (94). Il s’agit d’un
nourrisson de 18 mois (Sujet 2) présentant des diarrhées séveres dues a une malabsorption des
monosaccharides et des graisses, et une obésité extréme malgré un apport calorique inférieur a
50% de I’apport journalier recommandé. Ses taux de proinsulines étaient anormaux, suggérant
une déficience en PCSK1. Le séquengage du géne PCSK1 a révélé que la patiente (Sujet 2)
était hétérozygote composite pour une mutation non-synonyme conduisant a un codon stop
(G250stop) et une deletion produisant la perte d’une alanine (A213A). Ses parents
hétérozygotes pour ces mutations étaient cliniquement normaux. A la suite de 1’association
entre les séveres perturbations gastrointestinales et les mutations PCSK1 détectées chez le
Sujet 2, les phénotypes associés a une déficience en PCSK1 ont été réévalués chez le Sujet 1,
montrant également des problémes de la fonction d’absorption du petit intestin chez cette
patiente (94).

Un dernier cas de déficience en PCSK1 a été observé en 2007 (89). Il s’agit d’un
garcon de 6 ans issu d’une union consanguine (Sujet 3). Cet enfant est obese sévere et
hyperphagique, il a des diarrhées persistentes, par contre il ne présente pas d’hypoglycemie
réactive. Ce sujet est homozygote pour une nouvelle mutation non-synonyme (S307L)
affectant ’activité catalytique de la protéine PC1/3 (89). Ses parents hétérozygotes pour cette

mutation ne sont pas obeses.

43



Buts de I’étude

En 2007, le contexte de la génétique de 1’obésité était le suivant : 8 génes impliqués
dans la voie leptine / mélanocortine (MC4R, LEP, LEPR, POMC, PCSK1, SIM1, BDNF,
NTRK2) avaient été décrits dans des formes monogéniques d’obésité (239). Les variants
introniques du géne FTO (240, 241) et deux polymorphismes rares du géne MC4R (V1031 et
I251L) (143) avaient ¢été associés de fagon concluante avec 1’obésité dans de larges méta-
analyses. L'implication du géne PCSK1 dans I'obésité monogénique est connue depuis 1997,
cependant au commencement de ma thése seul trois cas de déficiences completes en PCSK1
avaient été rapportés. Mon objectif principal de thése a été d’estimer la contribution du géne

PCSK1 aux formes monogéniques et polygéniques d’obésité dans la population européenne.

A Tlaide d'une approche géne candidat positionnel, nous avons d’abord cherché a
¢valuer la contribution du géne PCSK1 dans I’obésité polygénique. Nous nous sommes
demandés si des variants codants étaient associés a l'obésité polygénique chez les adultes et
les enfants d’origine européenne et s’ils avaient un effet sur I’activité¢ de la protéine PC1/3.
Nous nous sommes également demandés si les polymorphismes communs associés a 1'obésité
¢taient associés a d'autres endophénotypes liés a 1’homéostasie énergétique et au

comportement alimentaire.

Nous avons voulu savoir quelle était la part de 'obésité monogénique expliquée par
des déficiences partielles en PCSK1 chez des sujets européens non-consanguins et quel était
le mode de transmission des mutations PCSK1. Pour répondre a ces questions nous avons
séquencé les parties codantes du géne PCSK1 dans un large effectif de sujets obéses afin
d’identifier de nouvelles mutations rares (MAF<1%) a effet sévére dans 1’obésité. Nous avons
ensuite testé si ces variants codants rares avaient un effet délétére sur la protéine PC1/3. Puis
nous avons estimé la prévalence de I’obésité pour ces mutations pathogénes en génotypant un

large effectif d'individus obeses et de sujets minces.
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Common nonsynonymous variants in
PCSK1 confer risk of obesity

Benzinou M, Creemers JWM, Choqguet H, Lobbens S, Dina C, Durand E, Guerardel A,
Boutin P, Jouret B, Heude B, Balkau B, Tichet J, Marre M, Potoczna N, Horber F, Le Stunff
C, Czernichow S, Sandbaek A, Lauritzen T, Borch-Johnsen K, Kiess W, Korner A, Kovacs P,

Jacobson P, Carlsson LMS, Walley AJ, Hansen T, Pedersen O, Meyre D and Froguel P.

Nature Genetics. 2008 Aug;40(8):943-5.
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Contribution de variants communs codants du gene PCSK1 dans I’obésité
polygénique

Quatre études de liaison génome entier ont délimité un intervalle de 5.6 Mb sur le
chromosome 5q li¢ a des traits relatifs a 1’obésité tels que 'IMC, et la masse grasse (242-
245). Le gene PCSK1 est situé dans cette large région de liaison génétique et représente le
meilleur géne candidat du locus du fait de son implication dans les formes monogéniques
d’obésité¢ humaine (89, 94, 95). De plus, une étude chez la souris a montré qu'une déficience
en PCSK1 entrainait une obésité¢, de I’hyperphagie et une augmentation de 1’efficacit¢ du

métabolisme (236).
Criblage initial du gene PCSK1

Nous nous sommes donc intéressés a I’implication de ce geéne dans 1’obésité
polygénique. Pour cela nous avons séquencé dans un premier temps les régions codantes, 5’ et
3’ du géne PCSK1 chez 48 adultes obéses qui contribuaient au pic de liaison du chromosome
5q avec 1’obésité. Nous avons identifié des variants fréquents et apreés étude du déséquilibre
de liaison, nous avons sélectionné neuf SNPs. Ces SNPs marqueurs capturaient 92% de la

variabilité commune du géne PCSK1.
Etude cas-controle initiale

Les neuf SNPs ont d’abord été génotypés chez 1045 adultes obéses et 1265 sujets
minces frangais d’origine européenne. Six variants étaient significativement associés avec

1’obésité (P-values comprises entre 0.045 et 4.0x107).
Etudes cas-controle de réplication

Les associations les plus significatives étaient pour les variants rs6232, rs6234 et
rs6235. Le variant rs6234 codant le changement d’acide aminé Q665E et le variant rs6235
codant la substitution S690T étant en fort déséquilibre de liaison (r>>0.96), nous avons décidé
de poursuivre 1’étude en génotypant uniquement le rs6235.

Nous avons confirmé ces associations avec une augmentation du risque de 1’obésité
dans une 1ére étude cas-controle d’adultes danois (OR=1.17 ; 95CI 1.01-1.36 ; p=0.019 et
OR=1.12; 95CI 1.03-1.21 ; p=0.005 respectivement pour le variant rs6232 et rs6235). Nous
avons également confirmé ces associations a ’aide d’une 2°™ étude cas-témoin d’adultes
suisses (OR=1.38; 95CI 0.95-2.01; p=0.045 et OR=1.38; 95CI 1.15-1.67; p=3.5xlO'4

respectivement pour le variant rs6232 et rs6235).
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Nous avons ensuite évalué la contribution des variants rs6232 et rs6235 au risque de

I’obésité chez I’enfant. Pour cela, nous avons génotypé ces deux variants dans trois études

cas-contrdles (deux d’enfants francais et une d’enfants allemands) et nous avons trouvé une

association du risque de I’obésité chez I’enfant pour ces deux variants. Les résultats sont

présentés en Table 6.

Variant Population Etude cas-controle N OR [95%1.C.] p-value
Etude Adultes controles 2,790 _ _ B
danoise Adultes obéses 3,074 1.17 1.01-136  0.019
rs6232
] Adultes controles 542 — _ _
Etude suisse
Adultes obéses 551 1.38 0.95-2.01 0.045
Etude Adultes controles 2,790 _ _ _
6235 danoise Adultes obéses 3,074 112 1.03-121  0.005
Etude suisse Adultes contrdles 542 . B B
Adultes obéses 551 1.38 1.15-1.67 3.5x10*
Etude Enfants minces 1,010 _ _ _
francaise | Enfants obéses 580 1.67 121232 9.0x10*
Enfants minces 532 B B _
rs6232 fraﬁg;?see I
Enfants obéses 505 1.57 1.07-2.31 0.009
Etude Enfants minces 715 - . _
allemande Enfants obéses ou en surpoids 283 1.56 1.05-2.32 0.013
Etude Enfants minces 1,010 _ _ _
francaise | Enfants obéses 580 1.23 1.05-1.45  0.005
rs6235 Etude Enfants minces 532 B . _
frangaise I Enfants obéses 505 1.50 123-183  3.0x10°
Etude Enfants minces 715 B B B
allemande 5 & Obéses ou en surpoids 283 1.12 0.92-1.43 0.12

Table 6. Associations des variants rs6232 et rs6235 avec I’obésité dans les études

cas-controles.



Transmission des variants

Les deux variants ont ensuite été génotypés dans 154 familles suédoises avec obésité.
Nous avons analysé le déséquilibre de transmission des variants avec 1’obésité (Transmission
Disequilibrium Test). Les variants rs6232 et rs6235 étaient sur-transmis aux sujets obeses

(60.6%, p=0.037 et 59%, p=0.027 respectivement).
Effets des variants en population générale

Afin de valider I’effet a risque des variants rs6232 et rs6235 dans un contexte plus
large que des populations obeses, nous avons génotypé les deux variants dans la population
générale D.E.S.I.LR. Au vu du nombre limité des sujets obeses porteurs de 1’allele a risque
pour le variant rs6232 dans cette cohorte, seule I’étude de I’effet prédictif sur 1’obésité du
variant le plus fréquent (rs6235) a pu étre menée. Des analyses de type courbe de survie ont
mis en évidence une augmentation de I’incidence de 1’obésité associé¢e avec 1’allele a risque

du variant rs6235 pendant neuf ans de suivi (p=0.009).
Méta-analyse

Dans I’objectif de fournir une estimation globale des associations des variants rs6232
et 156235 avec 1’obésité, nous avons combiné les sept études décrites précédemment (cas-
contrdle et familiale), totalisant 13659 individus d’origine européenne. Nous avons ainsi
observé une augmentation du risque de 1’obésité pour les variants rs6232 et rs6235

(OR=1.34 ; 95CI 1.20-1.49 ; p=7.28x10" et OR=1.22 ; 95CI 1.15-1.29 ; p=2.31x10™"?).
Caractérisation fonctionnelle des variants de PCSK1

Ma contribution dans cette étude fut les analyses fonctionnelles des polymorphismes
associés avec 1’obésité en collaboration avec le Pr John Creemers de 1’Université Catholique
de Louvain (Belgique). Nous avons mené les études in vitro afin de tester 1’effet des
changements d’acides aminés N221D (correspondant au variant rs6232) et du cluster Q665E-
S690T (correspondant aux variants rs6234-rs6235 en fort déséquilibre de liaison, d’ou étudiés
simultanément) sur D’activit¢ de la protéine PC1/3 et sur son fonctionnement (clivage,
maturation, sécrétion) en se basant sur les propriétés de la protéine PC1/3, sachant que :

1) La protéine PC1/3 sauvage se synthétise elle-méme et s’auto-active. Des analyses
Western Blots sur le milieu et le lysat cellulaire permettent donc d’identifier les différentes

formes de la protéine apres les clivages auto-catalytiques.
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2) La protéine PC1/3 mature de nombreux substrats en clivant au niveau d’un site
spécifique. L’utilisation d’un substrat fluorogénique de synthése contenant la séquence
consensus spécifique du clivage PC1/3 permet de visualiser I’activité enzymatique de la
protéine PC1/3.

Ces mémes études avaient été réalisées pour les mutations identifées dans les cas
rapportés de déficience en PCSK1 chez I’Homme et la souris (89, 94, 95, 236). Nous avons
donc utilisé comme contrdles internes pour nos analyses in vitro les protéines PC1/3
recombinantes G593R et N222D qui avaient ét¢ démontrées déléteres.

Dans un 1¥ temps nous avons testé si ces substitutions d’acides aminés affectaient la
maturation et la sécrétion de la protéine a 1’aide d’analyses par western blots sur différents
types cellulaires n’exprimant pas PCSK1 endogéne. Nous n’avons pas observé de différences
pour les mutations N221D et Q665E-S690T en comparaison avec la protéine PC1/3 sauvage
« Wild-Type » (WT).

Nous avons ensuite testé si ces mutations affectaient 1’activité enzymatique de la
protéine PC1/3 en utilisant un substrat fluorogénique de synthése possédant un site de clivage
reconnu par PC1/3. Nous avons mis en évidence une diminution significative de 10.4 % de
’activité pour le recombinant N221D en comparaison avec la protéine WT PC1/3 (p=0.03).
Une diminution non-significative de 6.1% de 1’activité a été observée pour le cluster Q665E-

S690T.
Conclusion

En résumé, nous avons montré que des polymorphismes communs du gene PCSK1
¢taient associés a une modulation de I’'IMC et a une augmentation du risque de 1’obésité chez
des adultes et des enfants d’origine européenne. De plus, les analyses fonctionnelles ont
démontré une altération au niveau de 1’activité catalytique de la protéine PC1/3 causée par la

mutation N221D.
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Partial Prohormone Convertase 1
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Contribution de mutations rares PCSK1 dans I’obésité monogénique

A la suite de I’étude sur la contribution du géne PCSK1 dans 1’obésité polygénique
(article 1 ; (246)), nous avons décidé de fournir une évaluation exhaustive de I'implication de
PCSK1 dans I'obésit¢ monogénique.

Jusqu’a présent, seuls trois cas de déficience complete en PCSK1 ont été décrits (89,
94, 95, 238). Les porteurs sont soit hétérozygotes composites ou homozygotes pour des
mutations PCSK1 et présentent des caractéristiques cliniques incluant une apparition précoce
d’obésité, une hyperphagie, une hypoglycémie réactive et des troubles intestinaux. Les
membres des familles porteurs hétérozygotes pour ces mutations sont décrits comme
cliniquement sains.

Dans cette étude, nous avons voulu d’une part évaluer la prévalence des mutations
rares codantes du gene PCSK1 et leur effet sur 1’obésit¢ humaine dans une population non
enrichie en patients consanguins, et d’autre part examiner le mode de transmission de

I’obésité dans un contexte de déficience en PCSK1.
Criblage initial du gene PCSK1

Pour répondre a ces questions, nous avons séquencé les 14 exons du géne PCSK1 chez
845 patients présentant une obésité extréme : 422 adultes francais (IMC > 40 kg/m?), 124
enfants frangais (zscore IMC > 99¢me percentile) et 299 adultes d’origine belge ou suisse
(IMC > 50 kg/m?). Parmi ces 845 sujets obeses, nous avons identifi¢ huit mutations non-
synonymes chez huit porteurs (K26E, M1251, T175M, N180S, Y181H, G226R, S325N et
T558A). Tous les porteurs étaient hétérozygotes pour ces mutations. Sept mutations sont
localisées dans la région catalytique et la mutation T175M est localisée sur un des sites
potentiels de N-glycosylation de la protéine. Une des huit mutations est localisée dans le
domaine P comme la mutation G593R détectée pour le ler cas de déficience totale en PCSK1
(95). Nous avons utilisé cette protéine recombinante G593R comme contrdle négatif pour les

analyses in silico et in vitro.
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Prédictions in silico des mutations PCSK1

Afin de prédire le possible effet d’un changement d’acide aminé sur la structure et la
fonction de PC1/3, nous avons utilisé et comparé 5 programmes bioinformatiques : PolyPhen,
Panther, SIFT, SNAP, PMUT. Trois changements d’acide aminé étaient prédits neutres :
K26E, M125I et TS58A (37.5 %) et cinq avaient probablement un effet délétere : T175M,
N180S, Y181H, G226R et S325N (62.3 %).

Caractérisation fonctionnelle des variants de PCSK1

En collaboration avec le Pr John Creemers (Universit¢é Catholique de Louvain,
Belgique), nous avons évalué les conséquences fonctionnelles de ces mutations sur I’activité
de PC1/3 et de son fonctionnement (clivage, maturation, sécrétion) comme décrit dans
I’article 1 (246). Les analyses in vitro, ont montré que 87.5% de ces mutations avaient un
effet sur la fonction de la protéine PC1/3 (la mutation K26E étant la seule a ne pas induire

d’effet délétere sur ’activité de la protéine).
Etude cas-controle

Les sept mutations identifiées apres criblage montrant un effet fonctionnel sur la
protéine ont été génotypées chez 6,104 sujets obeses et 6,274 sujets non obeses d’origine
européenne. Nous avons détecté des porteurs additionnels, tous hétérozygotes. La mutation
Y181H a été retrouvée chez deux sujets controles et neuf obeses. Deux sujets obéses étaient
porteurs de la mutation N180S. La mutation M1251 a été identifiée chez un individu obese.
Les mutations T175M, K26E, S325N, G226R et T558A n’ont pas été retrouvées. En
combinant toutes les mutations, ces données mettent en évidence un enrichissement par six de
ces mutations PCSK1 chez les sujets obeéses européens (0.20 vs. 0.03%, Fisher test, p=0.007).
En analyse indépendante, seule la mutation Y181H montre une association significative avec
le risque d’obésité (p=0.002). La pénétrance de I’obésité¢ a été estimée a 54.5% pour les

porteurs hétérozygotes de mutations déléteres PCSK1.
Conclusion

En plus des formes syndromiques tres rares d’obésité dues a une déficience complete
en PCSK1, et des variants codants fréquents non-synonymes qui augmentent modestement le
risque d’obésité, nos résultats montrent qu’une déficience partielle en PCSK1 est associée
avec un risque accru d’obésité. Une déficience partielle en PCSK1 pourrait expliquer environ

0.83% des formes extrémes d’obésité.
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DICUSSION ET PERSPECTIVES

I-Discussion

Les roles de PCSK1 sont connus et variés : PCSKI1 mature un large éventail de
substrats incluant la proinsuline, le proglucagon et les peptides dérivés de la
proopiomélanocortine (POMC). Il est ainsi impliqué dans la voie trés conservée de la leptine-
mélanocortine qui est essentielle pour la régulation de la prise alimentaire et de la prise de
poids. La déficience complete en PCSK1 chez I’humain a été associée un a syndrome
multihormonal caractérisé par une hyperphagie qui conduit a une apparition précoce d’obésité
sévere, une homéostasie glucidique anormale, des troubles de la fonction intestinale, et une
hypoadrénalisme. L’hyperphagie résulte probablement d’une réduction du signal

mélanocortine dii a une altération de la maturation de la POMC.
Mes travaux ont contribué a montrer que :

1) des variants communs codants au sein du géne PCSK1 augmentent le risque d'obésité

chez des adultes et enfants d'origine européenne;

2) le variant fréquent N221D (rs6232) affecte modestement 1'activité enzymatique de la

protéine PC1/3;

3) une déficience partielle en PCSK1, causée par des mutations rares codantes perte de
fonction sous formes hétérozygotes, contribue a favoriser le risque d'obésité chez

I'homme;

4) la plupart des mutations non-synonymes PCSK1 identifiées chez des patients obeses

sont délétéres;

5) une déficience partielle en PCSK1 cause une forme d’obésité avec pénétrance

incompléte;
6) une déficience partielle en PCSK1 expliquerait environ 1% des obésités séveres.

1-PCSK1 et obésité polygénique

Reéplications

Nous avons montré que des variants communs de PCSK1 étaient associés a un risque
accru d’obésité chez les adultes et enfants européens (246), placant PCSK1 sur la liste
principale des génes associés a cette maladie commune. Aucune étude de réplication n’a été

en mesure d’investiguer 1’association originale de Benzinou et al. avec les formes sévéres
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d’obésité car de larges cohortes de ce type sont tres rares. Les réplications ont donc été
réalisées dans des cohortes avec des phénotypes différents a savoir des obésités modérées, du
surpoids ou la variation de I’'IMC en population générale.

Killpeldinen et ses collégues ont étudié les variants rs6232 et rs6235 de PCSK1 chez
20249 individus européens et ont montré que le rs6232 était associé a une augmentation de
I’IMC et a I'obésité seulement chez les sujets jeunes, suggérant que l'effet de ce variant était
dépendant de 1'age (247). L’association avec 1’obésité et I'IMC a été répliquée chez 14186
européens pour le cluster rs6234/rs6235 (p=6,7 x 10™ et p=8,7 x 10™* dans les modéles
additifs et récessifs) et une tendance d’association a été observée pour le rs6232 (p=0.08 dans
le modele additif) (146). Récemment, une étude conduite dans une large cohorte de 6510
sujets a identifi¢ des associations des variants de PCSK1 avec le surpoids (rs6232) et I’obésité
(rs6235) (248). Une autre étude menée sur les variants rs6234 et rs6235 de PCSK1 dans une
large cohorte de sujets chinois (3210 individus) a montré que l'all¢le a risque du rs6234 était
associé au risque combiné de surpoids et d'obésité (249). De plus, l'allele a risque du rs6234
¢était également associé a une augmentation de I'IMC, du tour de taille et du pourcentage de
masse grasse mais uniquement chez les hommes (249). En plus d'un effet age dépendant, les
variants de PCSK1 pourraient par conséquent interagir avec le sexe. Il faut cependant noter
que Qi et al n’ont pas vérifié si ’interaction entre sexe et génotype suggérée par des analyses
de sous-groupes était significative. Afin de combiner les résultats des différentes analyses
GWAS publiées a ce jour, des consortiums internationaux se sont mis en place diminuant
ainsi l'aspect logistique et financier de projets d'une telle ampleur. Par exemple, les équipes
travaillant sur la génétique de le I’indice de masse corporelle se sont unies dans le consortium
GIANT (Genetic Investigation of ANthropometric Traits) ce qui a permis de rassembler les
données de génotypage par puce de 32387 individus. Cette étude a détecté une association du
1s6232 avec I'IMC (p=0,03), les variants rs6234/rs6235 n'ayant malheureusement pas été
génotypés (149). Ces résultats sont encourageants mais d'autres études indépendantes suivies
par de larges méta-analyses sont encore nécessaires pour préciser I’association des variants
156232 et rs6234/rs6235 avec 1) le risque d’obésité sévere 2) le risque d’obésité commune ou

de surpoids 3) la modulation de I’indice de masse corporelle.

Autres roles de PCSK1 ?

Une étude chez 4923 suédois a montré que le variant rs6235 a risque d’obésité était
associé a une protection pour le diabete de type 2 aprés ajustement par 1'age, le sexe et 1'IMC
(OR=0,87 [0,77-0,99]; p=0,04) (250). Ceci est en accord avec certains cas de déficiences

complétes en PCSK1 chez I’Homme présentant des troubles de la glycémie (hypoglycémies
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postprandiales) (94, 238) et les observations des défauts de la glycémie chez la souris mutée
Pcskl (236). De maniére intéressante, l'alléle a risque d’obésité du variant rs6234 est associé
a une augmentation de 'HOMAB et a une diminution de 'HOMAS dans la population
chinoise (249). Une autre étude chez 1498 sujets allemands a montré que les variants a risque
d’obésité rs6232 et rs6235 déterminaient la conversion de la proinsuline par stimulation au
glucose et que I’allele a risque d’obésité du rs6232 augmentait la sensitivité a I'insuline
(251). Ces données sont concordantes avec les observations chez ’Homme et la souris ou une
augmentation de la proinsuline a ét¢ montrée due a 1’altération de la maturation de 1’hormone
induite par les mutations PCSK1 déléteres. L’ensemble de ces données suggerent donc un rdle
de PCSK1 dans I'homéostasie glucidique.

Goossens et ses collégues se sont demandés si les variants des génes d’obésité étaient
également associés a la dépense énergétique (252). Ils ont montré que des variants de PCSK1
¢taient associés a une dépense énergétique post-absorption au repos (252). De plus, le variant
r$6235 de PCSK1 a été montré associé¢ a une diminution de 1’oxydation des graisses (253).
PCSK1 pourrait ainsi étre impliqué dans la thermogeneése. Cette hypothése est en adéquation
avec les observations faites chez les souris mutées Pcsk1 qui ont un métabolisme plus efficace
et une meilleure capacité a stocker I’énergie en graisse (236).

En résumé, les associations observées pour les variants rs6232 et rs6234/rs6235 avec
des traits reliés au métabolisme sont en accord avec les observations faites sur les patients
monogéniques humains et chez les modéeles animaux, et arguent pour un réle de ces variants

dans I’homéostasie énergétique.

2-PCSK1 et obésité monogénique
Apports de notre étude

Dans notre étude, nous avons montré qu’une déficience partielle en PCSK1 était
associée a un risque accru d’obésité chez des individus non consanguins d’origine européenne
et expliquait une fraction non négligeable de 1’obésité¢ sévere (environ 1%). Nous avons
¢galement montré que l'environnement et le reste du génome jouait un réle important dans
l'expressivité de la déficience partielle en PCSK1, sachant que les hétérozygotes ne sont pas
systématiquement obé¢ses. En effet, les membres des familles porteurs hétérozygotes de
mutations PCSK1 avaient été décrits comme cliniquement sains et non obeses (89, 94, 95) et
nous avons observé que certains porteurs de la mutation délétere Y181H étaient minces
(Choquet H, Diabetes, 2010). Ainsi, nous proposons un nouveau mode de transmission de

I’obésité pour ces mutations PCSK1: un modele co-dominant avec une pénétrance
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incompléte. Ce modele se retrouve pour d’autres formes monogéniques d’obésité (MC4R,
POMC, LEP, LEPR) ou les porteurs hétérozygotes de mutations montrent un phénotype
intermédiaire d’obésité en comparaison des porteurs homozygotes ou hétérozygotes

composites (88, 90, 254, 255).

Limitations de notre projet

Afin de démontrer de facon exhaustive le mode de transmission d’une déficience
partielle en PCSK1 dans I’obésité chez I’Homme, il aurait été nécessaire d’examiner les
cosegregations des mutations identifiées avec 1’obésité au sein des familles.
Malheureusement, ce travail n'a pas pu étre réalisé, par manque de disponibilité de la part de
nos collaborateurs belges et suisses ou par manque de données exploitables au sein des
différentes familles, certains sujets ne voulant plus participer a 1'étude, ou étant perdus de vue
ou décédés.

Une autre limitation de notre étude sur la contribution d'une déficience partielle en
PCSK1 a l'obésité monogénique est le manque de données cliniques concernant les
phénotypes associés a l'obésité chez les patients mutés. Etant donné que les cas rapportés de
déficience totale en PCSK1 présentaient en plus de l'obésité, une hyperphagie, des troubles de
I'homéostasie glucidique et de la fonction intestinale, nous avons établi en collaboration avec
le Dr M Pigeyre du Centre Hospitalier Universitaire de Lille, un protocole clinique pour
explorer de manicre exhaustive les caractéristiques cliniques telles que I'hyperphagie, les taux
de certaines prohormones (proinsuline, proglucagon et POMC) et les troubles intestinaux
(Annexe 3). Dans le cadre de notre étude, le protocole n'a pas pu étre appliqué vu la difficulté
de sa mise en place chez nos collaborateurs étrangers (belges et suisses) par manque de
disponibilité.
3-PCSK1 et obésité monogénique et polygénique

Continuum obésité monogenique et polygénique

Nous avons vu que PCSK1 était associé¢ a des formes polygéniques, monogéniques
graves mais tres rares et des formes oligogéniques d’obésité dues a une déficience partielle en
PCSK1 mais cette fois beaucoup plus répandue (environ 1% des obéses). De ce fait, PCSK1
est impliqué a la fois dans 'obésité monogénique et polygénique. La présence au sein d'un
méme géne de mutations pathogéniques causales d'obésité et de wvariants fréquents
prédisposant a 1'obésité montre qu'il existe un continuum entre les obésités monogénique et

polygénique. Ces deux formes de maladie reposent donc sur des mécanismes au moins en
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partie communs. Ce phénomene se retrouve fréquemment: Joel Hirschhorn a recensé que 1
locus sur cinq associé a des maladies communes par GWA inclut un géne muté dans la
maladie monogénique correspondante (256). Dans 1'obésité aussi il existe d'autres illustrations
de cette continuité: des polymorphismes de POMC sont associés a une augmentation de la
masse grasse, du rapport taille/hanche ou de I'obésité (244, 254, 257, 258). Des
polymorphismes de BDNF et de MC4R sont également associés a 1'obésité (143, 148, 149).
Un SNP au locus SH2B1 a récemment été associé a la variation de I’'IMC par une approche
GWAS (149). De facon intéressante, ce gene fait partie des 30 genes inclus dans la délétion
du chromosome 16p associée a des formes hautement pénétrantes d’obésité (153). Etant
donné que les modeles de souris inactivés pour SH2B1 développent une obésité et des
caractéristiques communes aux patients porteurs de la délétion 16p (résistance a 1’insuline,
hyperphagie), la délétion de ce geéne pourrait expliquer le phénotype monogénique d’obésité
observé chez les porteurs de la délétion 16p. Si cette hypothese se vérifie, SH2B1 pourrait

représenter un nouveau géne associé aux formes polygéniques et monogéniques d’obésité.
Associations synthétiques

Jusqu’a ce jour, cinq mutations délétéres pour PCSK1 avaient été rapportées, aucune
mutation gain de fonction pour le géne PCSK1 n'a été identifiée et trois polymorphismes
codants fréquents (rs6232 et rs6234-rs6235) ont été associés a une augmentation de I'IMC et
du risque d'obésité. Etant donné que des variants communs et des mutations rares
fonctionnelles au sein de PCSK1 sont associés a 1’obésité, le géne PCSK1 pourrait étre un
exemple d’association synthétique. En effet, des variants génétiques rares peuvent facilement
créer des associations synthétiques créditées par des variants communs (259, 260).
Cependant, dans notre étude (Choquet H, Diabetes, 2010), parmi les huit porteurs de
mutations PCSK1, deux sujets étaient aussi hétérozygotes pour des polymorphismes fréquents
(rs6234-rs6235) (246) et aucun sujet n’était porteur du rs6232 affectant 1’activité catalytique
de PC1/3. Dans notre étude, il n’y a donc pas d’évidence pour supporter une association

synthétique entre des mutations rares et des variants communs de PCSK1.
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I1-Perspectives pour PCSK1

1-Variants communs de PCSK1 et associations traits spécifiques

Nous avons vu que PCSK1 semblait étre impliqué dans 1’homéostasie glucidique et la
thermogenese. Pour confirmer ces roles de PCSK1, il serait intéressant de tester ces
associations dans de larges cohortes indépendantes et de comprendre par quels mécanismes
PCSK1 est li¢ a la thermogenese et a I’oxydation des lipides.

Actuellement, nous étudions si les polymorphismes rs6232 et rs6234 de PCSK1,
démontrés associés a 1’obésité (246), sont €¢galement associés a d’autres phénotypes relatifs au
métabolisme énergétique et au comportement alimentaire. Pour cela, nous avons génotypé ces
deux variants dans cinq larges cohortes de sujets européens: une cohorte francgaise de
population générale composée de 1336 sujets, une cohorte de 4809 adolescents finlandais, une
cohorte de 1736 patients obeses suisses ayant subis une chirurgie bariatrique, une population
francaise cas/controle relative au petit poids de naissance composée de 1402 individus et
enfin 1319 enfants et 2489 adultes francais recrutés sur le critére de I’obésité. Nous nous
intéressons aux associations des variants rs6232 et rs6234 de PCSK1 avec les traits de
glycémie et insulinémie a jeun et aprés un test de tolérance au glucose. Nous testons
également si ces variants influencent le comportement alimentaire de 1’enfant et de I’adulte,
comme réalisé précédemment pour des SNPs des génes MC4R et FTO (261). Pour la cohorte
de sujets obéses suisses, nous avons des données sur la dépense énergétique au repos, cela
nous permettra de conforter 1’hypothése de I’implication des variants de PCSK1 dans la
thermogenese. Ce travail est en cours.

Au vu des phénotypes spécifiques observés dans les cas de déficiences en PCSK1
(altération de la maturation de certaines prohormones et malabsorptions des sucres au niveau
de P’intestin), il serait intéressant d’évaluer dans de larges cohortes 1’association des variants
1$6232 et rs6234 de PCSK1 avec les traits phénotypiques tels que les taux de proglucagon,

POMC, proinsuline et les taux de xylosémie et xylosurie.

2-PCSK1 : coségrégations et etudes phénotypiques

Dans le cadre d’une nouvelle étude sur PCSK1, il serait intéressant de séquencer des
parties codantes du géne chez des patients obeses en prenant soin de sélectionner les patients
selon différents critéres : nous aurions acceés au minimum a cinq membres de la famille, les
sujets seraient bien renseignés dans les bases de données phénotypiques, et idéalement
consentants pour participer a 1’étude clinique. Ainsi, nous pourrions amplement étudier les

coségrégations des mutations détectées avec 1’obésité. De plus, nous pourrions évaluer les
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effets générationnels et estimer la pénétrance de 1’obésité pour le géne PCSK1, comme réalisé
pour le projet MC4R (262). En effet, 10 ans aprés la découverte du géne MC4R comme cause
monogénique d’obésité, notre équipe a démontré une interaction genotype X environnement
sur la pénétrance de 1’obésité (40% chez les grands parents porteurs de mutations
pathogéniques vs 80% chez les petits-enfants) (262).

Un autre point important de I’étude serait I’exploration des phénotypes relatifs a
I’obésité tels que I’hyperphagie mais aussi les phénotypes spécifiques associés a une
déficience en PCSK1 tels que les troubles intestinaux. Nous avons vu que le Dr M Pigeyre a
déja établi ce protocole d’étude des patients mutés PCSK1 (Annexe 3). Pour mesurer
I'hyperphagie, I'expérience des repas tests ad libitum est certainement la meilleure fagon de
procéder: le médecin pese la nourriture ingérée, il connait la composition exacte du plat qu'il
propose et peut dans le méme temps analyser le comportement du sujet, la vitesse d'ingestion
et les préférences alimentaires. Ce protocole permettant d'évaluer 'hyperphagie a été réalisé
avec succes par le Dr M Pigeyre dans le cadre de 1'¢tude MCA4R, sur des individus déficients
en MC4R (Pigeyre M, submitted, 2010). Ce protocole clinique permettrait également
d’estimer les taux de certaines prohormones (proinsuline, proglucagon et POMC) et de
diagnostiquer les malabsorptions intestinales. Le Dr M Pigeyre a prévu d'appliquer ce
protocole d’évaluation des patients mutés PCSK1 dans un centre de recherche ou les patients
sont plus accessibles géographiquement (lieu de résidence a proximité du centre de recherche

clinique ou les tests seront réalisés).

3-Locus PCSK1 et CNVs

Nous avons vu qu’une large part de la variabilité génétique interindividuelle du
génome humain réside dans les «copy number variations» ou CNVs : des délétions, insertions
et duplications de régions de plus de 1 kb. Il est estimé que 10% du génome fait l'objet de
CNVs (263). 11 serait donc intéressant d'évaluer les CNVs au locus PCSK1 et de tester cette
hypothése pour expliquer la variabilit¢ de la pénétrance des mutations. Pour cela, nous
pourrions utiliser I’algorithme cnvHap (264) qui permet de ré-analyser les données de GWAS
pour les associations CNVs. Ainsi, nous pourrions détecter des CNVs rares dans la région de
PCSK1 ou d’autres génes monogéniques a partir des données de puces ADN de 685 enfants
obeses, 695 adultes obéses, 685 enfants minces et 731 adultes minces (146), et étudier la

coségrégation de ces CNVs avec I’obésité par génotypage des familles correspondantes.
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4-Contribution de PCSK1 dans diverses ethnies

L’exploration de la contribution de la variation au locus PCSK1 sur le risque d’obésité
dans diverses ethnies permettrait de savoir si PCSK1 a un rdle causatif dans 1’obésité sévere
dans d’autres ethnies. Pour cela, il faudrait séquencer les régions codantes du gene dans de
larges cohortes de sujets obéses et minces de différents fonds ethniques. Cette approche a été
réalisée pour le géne MC4R chez les Indiens Pimas et il a ét¢é montré que les variations de
MC4R expliquaient une faible part de I’obésité pour cette ethnie (265). De maniére plus
générale, il serait intéressant d’estimer la contribution des autres génes connus d’obésité
monogénique (LEP, LEPR, POMC, MC4R, BDNF, NTRK2, SIM1) et d’évaluer le risque
d’obésité selon les ethnies.

Une approche complémentaire serait de caractériser la variation commune au locus
PCSK1 dans chaque ethnie puis de génotyper les variants communs de PCSK1 dans
différentes ethnies afin d’estimer la contribution du géne a la susceptibilité¢ de I’obésité et
d’évaluer si les mémes variants sont associé€s a la maladie. Une étude sur le géne PCSK9 a
montré des différences de prévalence des mutations de ce géne selon 1’ethnie (2.6% chez les
sujets noirs américains en comparaison a 3.2% chez les sujets blancs), de plus ces mutations
étaient associées a une réduction du cholestérol LDL (28% chez les sujets noirs américains en
comparaison a 15% chez les sujets blancs) et a une diminution du risque de développer une
maladie coronarienne différente en fonction de I’ethnie (88% chez les sujets noirs américains
en comparaison a 47% chez les sujets blancs) (226). Une autre étude sur 1,094 chinois a
montré que des variants communs de PCSK1 autres que ceux identifiés dans I’étude de
Benzinou et al. étaient associés a I’obésité dans la population chinoise (266).

Ces résultats montrent ainsi la forte influence de 1’ethnie dans 1’expression de certains
variants génétiques pouvant causer 1’obésité. Au-dela de I’ethnie, I’environnement de vie est
un facteur environnemental intéressant sachant que les modes de vie (pratiques culinaires et
activité physique) sont trés contrastés d’une ethnie a une autre. A titre d’exemple, les variants
du gene FTO sont associés a des variations d’IMC et a ’obésité de maniére reproductible
dans les populations blanches d’origine européenne, cependant une étude menée sur une
population africaine a montré que ces variants n’influencaient pas les mesures d’IMC chez les
Gambiens ayant un mode de vie traditionnel et plutot rural (267). L’estimation des effets des
polymorphismes de PCSK1 sur I’obésité au sein des mémes ethnies, en milieu rural, en milieu
urbain dans le pays d’origine, puis en milieu urbain aprés émigration dans un pays
occidentalisé permettrait d’estimer I’impact de 1’environnement sur le risque d’obésité induit

par PCSK1.
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I11-Perspectives Générales

1-ldentification de nouveaux génes causatifs de I’obésité par approche gene
candidat

Autres prohormones convertases

Nous savons que 1’obésité monogénique peut résulter d'anomalies dans les genes
codant pour des hormones ou des neuropeptides, dont la plupart sont d'abord synthétisés sous
forme de précurseurs ou de prohormones. Ces propeptides sont maturés par des protéases dont
les prohormones convertases PC1/3 et PC2. Nous avons vu que PC1/3 avaient des rdles
chevauchant avec PC2, notamment au niveau du clivage de certains substrats impliqués dans
le controle de la prise alimentaire tels que la proinsuline, la progastrine et POMC. De plus, les
souris déficientes en PC2 ont des caractéristiques assez proches des souris déficientes en
PC1/3 (retard de croissance, hypoglycémies et des défauts de maturation de peptides
endocriniens impliqués dans I’homéostasie énergétique). PCSK2 a été identifié comme gene
candidat pour la variation de la prise de poids et de I’adiposité apres clonage positionnel chez
la souris (268). Récemment, une déficience en PC2 chez la souris a été associée a une
diminution de la masse grasse et a une protection vis-a-vis de la prise de poids sous régime
riche en graisses (269). De plus, les souris obeses ont des taux d’ARNm de PC2 dans le
cerveau et l’estomac significativement plus élevés que chez les souris minces (269).
L’ensemble de ces données montre le role de PC2 dans la prise de poids et semble indiquer
que PCSK2 pourrait étre un geéne candidat d’obésité monogénique chez I’homme et qu’il
serait intéressant de séquencer ce géne chez des patients présentant une obésité extréme et

certains défauts hormonaux.

Etude de nouvelles voies moléculaires

Jusqu’a ce jour la plupart des génes connus d’obésité monogénique se trouvent dans la
voie moléculaire « leptine-mélanocortine » jouant un réle crucial dans la régulation de la prise
alimentaire et de la prise de poids. Mais d’autres voies moléculaires doivent étre étudiées afin
de découvrir de nouveaux geénes associés a I’obésité. Dans le cadre du consortium
SENSOFAT au sein duquel nous collaborons avec le Pr Philippe Besnard, spécialiste de la
physiologie de la nutrition et des récepteurs linguaux (Universit¢ de Bourgogne, Dijon), nous
nous sommes intéressés a 1’implication des génes de détection des lipides tels que CD36 et
GPR120 dans I’obésité chez I’homme.

La protéine CD36 (thrombospondin receptor ou fatty acid transporter) est un

transporteur lipidique mais aussi un lipido-récepteur gustatif chez la souris. Une déficience en
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CD36 peut engendrer des troubles du métabolisme des acides gras, occurrence élevée
d’hypertension artérielle, de maladies cardio-vasculaires et de diabéte de type 2, plus d’autres
phénotypes moins attendus comme un risque accru de maladie d’Alzheimer ou une résistance
vis-a-vis de la malaria (270). Notre laboratoire a précédemment décrit une mutation
fonctionnelle (p.L360X) dans le géne CD36 présente sous forme hétérozygote chez 9
individus d’une famille francaise et associée avec un risque élevé de diabéte de type 2,
d’hypertension et de maladies cardio-vasculaires (271). CD36 est impliqué dans la perception
des acides gras a longue chaine au niveau lingual et dans la préférence pour le gras chez le
rongeur. En particulier, les souris inactivées pour le géne CD36 perdent compleétement leur
préférence pour des aliments riches en acides gras a longue chaine (272). Une hypothese a
tester est que des mutations du géne CD36 pourraient moduler la préférence pour les aliments
gras et le risque d’obésité chez I’humain. Nous nous sommes donc interrogés sur le role de
CD36 dans I’obésité chez I’homme. Dans un 1 temps, suite a une étude montrant
I’association de quatre polymorphismes de CD36 avec un risque accru d’obésité ou une
augmentation de ’IMC chez des adolescents européens (273), nous avons tenté de répliquer
ces associations a I’aide d’études cas/contréles et population générale mais sans succes,
excluant une contribution majeure de CD36 dans 1’obésité polygénique (274) (Annexe 4).

Dans un 2°"¢

temps, nous avons voulu savoir si le géne CD36 était impliqué dans I’obésité
monogénique. Pour ce faire, nous avons sélectionné un échantillon de 312 sujets présentant
une obésité sévere. Le séquengage des parties codantes du gene CD36 chez ces patients a été
réalisé et de nouvelles mutations ont ét¢ identifiées. Pour caractériser les conséquences des
mutations (perte ou gain de fonction) sur la fonction de CD36, nous avons collaboré avec le
Pr Kenneth Linton (Imperial College, Londres). Trois mutations déléteéres ont ét¢ identifiées.
Les ¢études de coségrégations des mutations fonctionnelles CD36 avec 1’obésité étant peu
conclusives, nous évaluons actuellement la prévalence des mutations fonctionnelles dans une
large étude cas/contrdles. Par la suite, en collaboration avec 1’équipe du Pr Philippe Besnard
(Université de Bourgogne, Dijon), il est prévu de tester I’effet de ces mutations déléteres
CD36 sur la perception des acides gras a longues chalnes en explorant la préférence
alimentaire au gras chez les porteurs de mutations CD36 et les membres de leurs familles.
GPR120 (G protein-coupled receptor 120) est un membre de la famille des
rhodopsines, également impliqué dans la voie des lipides. Le ligand endogéne de GPR120 est
un acide gras libre a moyenne ou longue chaine qui semble avoir un rdle physiologique
important dans I’homéostasie énergétique. GPR120 est exprim¢é dans les papilles gustatives et
les poumons mais il est également fortement exprimé dans les intestins et pourrait jouer un

role dans la sécrétion d’insuline par I’intermédiaire des acides gras libres (275, 276). De plus,
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GPR120 s’exprime de fagon tres forte dans les adipocytes et semble étre un facteur clef dans
I’adipogenése en intervenant dans la maturation des adipocytes (277). Cependant, le
mécanisme précis par lequel GPR120 agit dans les adipocytes n’est pas encore clairement
défini et d’autres études faisant le lien entre 1’obésité et GPR120 paraissent nécessaires. Pour
mieux comprendre le role de GPR120 dans I’obésité, nous avons séquencé les exons du geéne
chez 312 sujets obéses séveres et de nouvelles mutations ont été identifiées (R270H et R67C).
Aprés la caractérisation fonctionnelle des mutations en collaboration avec le Pr Gozoh
Tsujimoto (Kyoto, Japon), nous avons étudié¢ I’expression de GPR120 dans les tissus adipeux
et hépatique et nous avons également évalué la corrélation entre 1’expression de ce géne et le
statut de 1’obésité. Nous nous sommes également intéressés aux coségrégations de la
mutation fonctionnelle R270H avec ’obésité, ainsi qu’aux phénotypes associés a 1’obésité
selon les porteurs ou non de la mutation R270H. Enfin, des études cas-contrdles entre le
variant R270H et le risque d’obésité ont été réalisées. L’ensemble de nos résultats est tres

conclusif et montre pour la 1°°

fois I'implication du gene GPR120 dans I’obésité. Ce travail
vient d’étre soumis a Nature.

Ces études sur CD36 et GPR120 nous montrent qu’a I’heure actuelle il est possible de
trouver des nouveaux génes d’obésité¢ et de découvrir des voies moléculaires encore
inexplorées par des approches génes candidats classiques. Au-dela de la voie
« leptine/mélanocortine », nos résultats montrent un role essentiel de la voie des lipides dans
le contrdle de la balance énergétique. Ceci ouvre les nombreuses portes sur la recherche du

développement des drogues dans le traitement de 1’obésité, étant donné que les récepteurs des

acides gras représentent des cibles thérapeutiques intéressantes.

Projet de séquencage génes candidats

Grace aux derniéres avancées technologiques de séquencage a haut débit et de la
réduction des colits du séquencage, notre laboratoire a initié un projet de séquencage de
I’exome sur des patients obeéses en collaboration avec le centre national de séquengage
Genoscope a Evry ou le travail de séquengage sera réalisé. Au cours de ma thése, j’ai
participé aux étapes préliminaires de ce projet en sélectionnant les génes candidats d’obésité
selon une stratégie bien précise.

En se basant sur les données de la littérature, nous avons sélectionné dans un premier
temps, les geénes trouvés en lien avec une forme monogénique d’obésité (LEP, LEPR,
POMC, PCSK1, MC4R, BDNF et NtrkB) faisant partic de la voie moléculaire « leptine-
mélanocortine » et jouant un rdle crucial dans la régulation de la prise alimentaire et du poids.

Une des approches du projet est de rechercher de nouvelles mutations rares (MAF<5%) a
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effet sévére dans 1’obésité pour ces genes déja connus associés a une obésité monogénique.
Ceci permettra d’une part d’établir une meilleure estimation de la prévalence de ces mutations
au sein des populations européennes et d’autre part de confirmer les phénotypes associés a ces
altérations et éventuellement définir de nouveaux symptomes associés a ces mutations. Ces
recherches permettront également de mieux comprendre comment ces mutations affectent la
physiologie humaine en étudiant la fonctionnalité des mutations non-synonymes a 1’échelle
cellulaire et moléculaire.

Dans un 2°™ temps, nous avons sélectionné les génes de susceptibilité & une obésité
polygénique chez I’humain issus des approches genes candidats et de clonage positionnel ou
récemment identifiés grace aux approches d’association pangénomiques. Certains geénes
pouvant contribuer a la fois a une forme monogénique mais aussi polygénique d’obésité, il
nous semblait intéressant d’étudier les génes de susceptibilité a I’obésité polygénique déja
connus dans une approche monogénique.

Nous avons ensuite sélectionné les génes associés a une obésité marquée dans les
modeles animaux. Les études sur les modeéles animaux ont bien souvent mis en évidence des
genes candidats pour 1’obésité. Des mutations dans les génes LEP, LEPR, MC4R, BDNF,
TrkB and POMC aboutissent a une obésité chez les mammiféres. L’homme et la souris
semblent réagir de fagon similaire aux mutations de ces genes. Il est donc intéressant
d’étudier chez I’humain des génes associ€s a une obésité marquée dans les modeles animaux.

Au final, et au vu de la limite de 1.2Mb imposée par le Genoscope, nous avons
sélectionné 230 genes candidats. Treize familles obeses ont été sélectionnées selon différents
critéres: individus bien renseignés dans les bases de données phénotypiques et acceés a un
minimum de cinq membres obeses et cing membres non obeses dans la famille afin d’étudier
les coségrégations des mutations détectées avec 1’obésité et le profil mendélien de
transmission de I’obésité dans la famille. Les résultats de ce projet permettront d’identifier de
nouvelles mutations, d’évaluer leurs prévalences dans 1’obésité extréme, d’établir et ou de
confirmer les spécificités phénotypiques des porteurs de mutations de geénes et de découvrir

de nouveaux geénes causatifs de 1’obésité chez I’homme.
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2-l1dentification de nouveaux génes causatifs de I’obésité par approche génome
entier

Projet de séquencage

Au-dela du séquengage des parties codantes de genes candidats, le séquencage « full
exome » du génome entier dans les familles apporterait encore plus d’informations mais les
colts restent encore €levés a I’heure actuelle pour que ces approches soient appliquées a un
grand nombre de patients. Le séquencage génome entier combiné aux études d’associations
génome entier utilisant les nouvelles générations de puces (2.5 millions polymorphismes)
dans de larges cohortes cas-controles ou familiales rendrait possible la découverte de
nouveaux variants associés a I’obésité, peu fréquents et a effets intermédiaires jusqu’a ce jour

difficilement détectables.

« Homozygosity mapping »

Une autre stratégie pour identifier de nouvelles mutations causatives de 1’obésité serait
d’utiliser la cartographie d’homozygotie (Homozygosity mapping) dans les familles
consanguines avec obésité. Par cette approche, une étude a identifi¢ de nouvelles mutations
des geénes BBS dans des familles consanguines présentant le syndrome de Bardet-Biedl (278).
La cartographie d’homozygotie semble étre la technologie la mieux adaptée pour détecter les
mutations causatives dans les petites familles consanguines avec des maladies complexes

comme [’obésité.
Consortiums GWAS SNPs et CNVs

Nous savons que certains variants nécessitent de larges effectifs et une puissance
statistique suffisante pour montrer un effet et une association a I’obésité. En combinant les
résultats des différentes études GWAS publiées a ce jour sur I’obésité et la variation de
I’IMC, les consortiums vont pouvoir établir de nouvelles listes de variants communs causatifs
de l’obésité. De plus, a partir des données GWAS les consortiums pourront également
identifier les associations CNVs au niveau du génome entier étant donné qu’il existe des

méthodes permettant de ré-analyser les données de GWAS pour détecter les CNVs (264).
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3-Nouveau traitement potentiel : modification de la flore bactérienne

Dans ce manuscrit, nous avons vu que les bactéries intestinales avaient un role
important sur la régulation de la prise de poids. Une étude chez la souris a montré que la
transplantation de la flore intestinale de souris obéses vers des souris minces générait une
prise de poids (58). Chez ’'Homme, la flore intestinale des sujets obeses qui avaient perdu du
poids, commengait a avoir la méme composition que celle des sujets minces, soulevant des
questions quant a savoir si ces changements ¢étaient relatifs aux modifications de
l'alimentation ou au bilan énergétique (61). Une étude récente a comparé les bactéries fécales
d’enfants européens a celles d’enfants africains ayant un mode de vie rural ou le régime
alimentaire était riche en fibres (279). Il en résulte que les flores intestinales étaient
différentes qualitativement et quantitativement. Ces données ont permis de formuler
I’hypothese que la flore intestinale en combinaison avec un régime riche en polysaccharide
permettait aux enfants africains de maximiser la prise énergétique des fibres les protégeant
ainsi des inflammations et des maladies non-infectieuses du colon (279). L’apport de certains
aliments ou le changement de régime alimentaire pourraient ainsi modifier la composition du
microbiome intestinal. Ces résultats permettent d’envisager de nouvelles approches

thérapeutiques pour réverser I’obésité.

4-Génétique et prédiction
Les génes monogéniques de nouveau sur le devant de la scene

Actuellement, nous avons vu qu’il existait un traitement personnalisé¢ issu d’un
diagnostic génétique uniquement pour une forme monogénique d’obésité: les patients
déficients en leptine (103). De plus dans le cadre des formes monogéniques, généralement
une seule mutation du gene entraine une obésité sévere. A I’heure actuelle, il parait donc plus
ais¢ de traiter les formes monogéniques d’obésité sachant qu’elles sont souvent
accompagnées de caractéristiques cliniques spécifiques de la déficience, pouvant ainsi guider
le choix du géne a séquencer en priorité dans 1’¢lucidation de la pathologie (280). De plus, les
formes monogéniques d’obésité pourraient expliquer de 5 a 10% des formes sévéres
d’obésité. Des études sur les génes monogéniques comme cibles thérapeutiques restent donc

primordiales dans un objectif d’appliquer une médecine personnalisée.
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Les variants communs : encore peu preédictifs

L'utilit¢ des polymorphismes de prédisposition a I'obésité dans la prédiction d'un
développement futur de la maladie commence a étre évaluée. Une ¢étude a testé 1’effet de 25
variants communs issus des GWAS obésité chez 6078 enfants sur la détermination de 'IMC
(151). Pour les 15 variants montrés associés a une variation de I’IMC dans cette cohorte, les
alléles a risque ont été cumulés montrant ainsi que le score du génotype expliquait 1.12% de
la variation totale du z-score IMC (p=2.53x10"°) (151). A ce jour, les polymorphismes
apportent trés peu d'information supplémentaire par rapport aux facteurs prédictifs cliniques.
Cependant quelques limitations méthodologiques existent encore pour le moment (281). Une
¢tude sur les SNPs issus de GWAS de diabéte de type 1 suggere que 1I’amélioration de
'évaluation des risques des maladies peut étre obtenue en utilisant des algorithmes qui
prennent en compte les interactions entre un grand ensemble de marqueurs (281). Le caractere
prédictif des polymorphismes de prédisposition, s'il est un jour mis en évidence, permettra la
mise en place de mesures préventives ciblées sur les individus a risque et des traitements

personnalisés.

Réponse aux traitements

I1 est important de savoir pour le médecin, quel type de traitement est le mieux adapté
pour le patient ? Quel est le pourcentage de réussite du traitement ? Quelle est la perte de
poids espérée ? Cette perte de poids sera-t-elle possible sur le long terme ? Y aura-t-il des
effets secondaires li€s au traitement ? Peut-on espérer une atténuation des comorbidités ? Au
vu d’un suivi personnalisé, la connaissance du profil génétique du patient pourrait apporter
quelques éléments de réponses. Une lecon importante de la dissection génétique de 1’obésité
est qu’il s’agit globalement d’un désordre héréditaire du contrdle de la prise alimentaire (149,
282). Ceci permet de mieux comprendre I’important taux d’échec des traitements basés sur les
modifications du comportement et sur 1I’éducation diététique. Une connaissance des bonnes
pratiques alimentaires n’arme pas mieux le patient pour résister a la sensation de faim accrue

qui caractérise les obésités génétiques.

Dans ce manuscrit, nous avons vu que les facteurs environnementaux tels que
I’alimentation et I’activité physique pouvaient moduler le risque d’obésité (48). De
nombreuses équipes ont cherché s’il existait des interactions entre des variants génétiques
prédisposant a 1’obésité et des situations environnementales spécifiques. Une étude a montré
qu’un régime riche en graisse pouvait modifier I’association entre des variants de FTO et
I’obésité (283). Une interaction entre un régime riche en graisse et le génotype sur la variation

de 'IMC a également été mise en évidence pour le polymorphisme -265T>C du géene APOA2
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dans trois études indépendantes (284). Enfin, plusieurs études ont démontré qu’il existait une
interaction entre I’activité physique et le génotype de FTO sur la variation de I'IMC et
I’obésité (285-292). Ces résultats suggerent qu’une augmentation du risque de 1’obésité due a
certains variants génétiques peut étre atténuée par la modification du mode de vie. D’autres
¢tudes sont nécessaires afin de mieux comprendre la génétique polygénique de 1’obésité.
Nous pourrions étudier les interactions géne x environnement pour les variants issus des

GWAS obésité.

De la méme fagon des études ont montré que des medicaments étaient plus efficaces
en termes de perte de poids selon les variants génétiques. Une étude menée sur 111 patients
obeses traités a la sibutramine a montré que le polymorphisme C825T du géne GNB3 était
associé a une réduction plus importante de la perte de poids (293). Ces résultats ont été
répliqués dans une étude de 131 patients obéses taiwanais (294). Récemment, une étude sur
des patients obéses taiwanais traités a la sibutramine a montré un effet du polymorphisme -
866G/A du géne UCP2 sur la perte de poids et la composition corporelle (295). Cependant
ces résultats sont a prendre avec précaution car ces études avaient de faibles effectifs de
patients. D’autres ¢tudes sont donc nécessaires dans de larges cohortes et pour des variants
conclusivement associés a 1’obésité. Des études GWAS de la réponse aux médicaments
seraient utiles. Il est en effet possible que des génes différents modulent 'IMC et le risque

d’obésité d’une part, et la réponse aux médicaments en terme de perte de poids.

Si la chirurgie de I’obésité est envisagée, les données génétiques pourraient guider le
chirurgien dans la décision selon le pronostic de réussite de 1I’opération et dans le choix du
type d’opération au vu du profil génétique du patient obése. Des études ont mis en évidence
un lien entre certains variants génétiques et la perte de poids aprés chirurgie bariatrique (296-
301). Récemment notre laboratoire s’est intéressé a la réponse a la chirurgie bariatrique selon
les types de mutations MC4R connus (mutations « perte de fonction », variants protecteurs et
variant de prédisposition) chez 1301 patients obéses séveres ayant subi une chirurgie
bariatrique en Suisse par le Pr Fritz Horber (302). Il a été montré que les patients porteurs de
mutations perte de fonction pour MC4R étaient opérés plus jeunes et avaient un IMC avant
I’opération en moyenne plus élevé. Pour les patients mutés MC4R opérés une 1 fois avec
un anneau gastrique, il était plus souvent nécessaire de procéder a une conversion en
opération de diversion et les patients porteurs de variants gain de fonction MC4R étaient plus
souvent réopérés (58% en comparaison a 32% chez les non porteurs de mutations MC4R). De
plus, aprés six ans de suivi, seul 17% des patients porteurs de mutations perte de fonction

atteignaient un IMC < 30 kg/m? en comparaison a 42% chez les contrdles (302). Il serait
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intéressant de faire ce genre d'approche pour les 8 génes déja connus responsables de formes
monogéniques d’obésité, en séquencant de larges cohortes de patients obéses opérés. Au sein
de notre laboratoire, nous étudions actuellement la réponse a la chirurgie pour les 32 variants
communs de geénes validés d’obésité chez les mémes patients suisses que pour 1’étude MC4R
et réponse a la chirurgie. L’objectif étant d’estimer dans un 1% temps ’effet de chacun des
Héme

variants indépendamment puis dans un temps d’évaluer I’effet cumulé des 32 alleles a

risque sur la réponse a la chirurgie.

A ce jour, il est encore trop tot pour envisager un diagnostic génétique systématique.
Des ¢études de type « evidenced-based medicine » sont nécessaires pour €valuer 1’intérét du
dépistage génétique dans différents contextes (prévention, traitement) en terme de bénéfice
pour le patient, mais aussi en terme économique et de faisabilité a 1’échelle nationale ou
internationale. Nous pouvons cependant penser dans quelques années le profil génétique
pourra aider le médecin a mieux soigner son patient et & mieux prévenir le développement de

I’obésité chez des individus a haut risque.

Intégration de données issues de diverses sources

A T’heure actuelle, nous avons vu que la génétique seule est insuffisante dans le
processus de prédiction en pathologie humaine. L’intégration de différentes sources de
données telles que les données du génome, de I'épigénome, du transcriptome, du microbiome
et des expositions spécifiques environnementales pourraient aider a identifier les jeunes
patients a risque pour l'obésité afin d'appliquer une prévention ciblée et un traitement

personnalisé (Figure 8).
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Figure 8: Stratégie intégrative pour Il'identification précoce des sujets prédisposés a
I'obésiteé (d*aprés Choquet H et Meyre D., Genome Medicine, 2010) (Annexe 2)

Pour conclure ...

Maintenant que de nombreux variants associés a [’obésité ont été découverts,
notamment récemment par les GWAS, tout reste a faire ! Les ¢tudes a différentes échelles du
vivant (de la cellule aux modeles animaux) combinées a d’autres disciplines (modélisation
moléculaire) permettront de mieux comprendre les voies physiologiques impliquées et les
fonctions des genes.

Néanmoins, I’ensemble de ces variants n’expliquent qu’une faible part de la variance
de I’obésité alors que les études sur les jumeaux estiment une héritabilité du trait jusqu’a 80%.
L’obésité reste donc une maladie complexe ou I’environnement reste un acteur essentiel. Il
faut donc continuer a évaluer I’interaction de ces génes avec 1I’environnement. Nous avons vu
dans notre étude sur PCSK1 que méme un individu porteur d’une mutation délétére pour un
géne monogénique d’obésité n’était pas forcément obese, appuyant I’hypothése que
I’environnement est un facteur clef. Il faut donc disséquer I’environnement pour connaitre les
facteurs spatio-temporels qui le composent et qui pourraient moduler 1’association de variants

avec 1’obésité.
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Pour cela les études dans différentes ethnies permettront d’apporter des ¢léments de
réponse sachant que les populations ne partagent pas forcément le méme environnement. De
plus, nous avons vu que les principaux facteurs de prédisposition sont le contexte familial, le
tabagisme, les grossesses, le stress, la prise d’anti-psychotropes, les perturbations hormonales,
la sédentarité, le temps de sommeil quotidien. Pourtant, nous ne sommes pas tous égaux face
a un environnement similaire. Il serait donc intéressant de tester 1’association des variants
associés a 1’obésité en réponse a un changement environnemental brutal tel que 1’arrét de la
cigarette, la grossesse, la prise d’un traitement anti-psychotropes. Des approches génome
entier permettront de vérifier si les changements de corpulence observés dans ces conditions
particulieres ne sont pas influencés par des genes différents que ceux intervenant dans le
phénotype constitutif.

En résumé, une part importante de 1’obésité repose sur 1’environnement. La
connaissance de l’environnement et de ses interactions avec les genes est la clef des
prochaines découvertes pour les maladies complexes telles que 1’obésité. La poursuite des
recherches dans le domaine de 1’obésité devrait amener dans les prochaines années a de

nouvelles perspectives dans la compréhension de la prédisposition a I’obésité.

73



ANNEXES

74



ANNEXE 1

The T-381C SNP in BNP gene may be
modestly associated with type 2 diabetes: an
updated meta-analysis in 49 279 subjects.

Choquet H, Cavalcanti-Proenga C, Lecoeur C, Dina C, Cauchi S, Vaxillaire M, Hadjadj S,
Horber F, Potoczna N, Charpentier G, Ruiz J, Hercberg S, Maimaitiming S, Roussel R,
Boenhnke M, Jackson AU, Patsch W, Krempler F, Voight BF, Altshuler D, Groop L,
Thorleifsson G, Steinthorsdottir V, Stefansson K, Balkau B, Froguel P, Meyre D.

Hum Mol Genet. 2009 Jul 1;18(13):2495-501.
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Etude de I'implication du géne BNP dans le diabéte de type 2

En paralléle de mon projet principal de thése sur le gene PCSK1, j’ai eu I’occasion de
travailler sur d’autres projets. Je me suis notamment intéressée a la contribution du variant T-

381C (rs198389) du gene BNP au diabéte de type 2 (DT2).

Le brain natriuretic peptide (BNP ou NPPB) appartient a la famille des peptides
natriurétiques. Chez I’homme, le BNP est majoritairement synthétisé par le cardiomyocyte, le
BNP circulant étant essentiellement d’origine ventriculaire. La concentration plasmatique de
ce peptide augmente physiologiquement avec I’age, ’IMC et pour une méme tranche d’age,
est plus ¢élevée chez la femme. Le dosage de ce peptide est une aide au diagnostic de
I’insuffisance cardiaque. Ce peptide est également un marqueur pronostique dans les

syndromes coronariens aigus et les problémes rénaux (303).

Partant de I’hypothése que BNP pouvait étre impliqué dans les maladies métaboliques,
une premiere étude (304) étudiant 1I’implication du polymorphisme rs198389 du géne BNP
avec le risque de DT2 a été réalisée. Cette étude a mis en évidence une association du variant
rs198389 du gene BNP avec le DT2. Cela nous a amené a répliquer ces résultats dans un large
panel de sujets, tous européens d’origine. Nous avons réalis€ une méta-analyse sur 49279

sujets, montrant ainsi une modeste association du variant rs198389 avec le DT2 (305).
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ANNEXE 2

Genomic insights into early-onset obesity.

Choquet H and Meyre D

Genome Med. 2010 Jun 23;2(6):36.
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ANNEXE 3

Protocole clinique d’évaluation des
déficients PCSK1

Dr M Pigeyre
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Objectif principal : exploration phénotypique des individus mutés PCSK1 et des membres de

leur famille.

Critéres d'inclusion

* Poids stable depuis 3 mois (variation de poids inférieure a 5% sur 3 mois)
* Sujets porteurs de mutations PCSK1

* Membres de la famille (porteurs ou non de mutations PCSK1)

Critéres de non inclusion

* Variation de poids supérieur a 5 % dans les 3 mois précédents

* Prise de toxiques

*» Grossesse

* Prise de traitement psychotrope, de corticoides ou de médicaments visant a aider au
traitement de I’obésité dans les 3 mois précédents

* Diab¢te de type 2 traité par hypoglycémiants oraux ou par insuline ou par analogues du
GLP-1

* Habitudes alimentaires particulieres (végétarien ou régime trés spécifique)

* Sujets ayant une anomalie clinique ou biologique significative qui au jugement de

I’investigateur peut interférer avec I’évaluation en cours

Caractérisation clinique :
* Evolution de I’'IMC ;

* Etude du comportement alimentaire/hyperphagie :
Les patients regoivent 2 repas-tests isoénergétiques, 1’un protido-lipidique, et I’autre protido-
glucidique (40% des besoins énergétiques théoriques).
L’effet sati¢tant du repas est étudié de deux fagons :
- Toutes les heures, pendant 10 heures les sensations de faim et de satiété sont évaluées par des
échelles analogiques visuelles.
- Dix heures apres le repas test, la prise alimentaire spontanée des sujets est mesurée
lors de la présentation d’un plat unique ad libitum. Ceci permet de quantifier I’effet
satiétant du repas en kJ.

* Evaluation de 1’absorption intestinale
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Caractéristiques métaboliques et endocriniens :

* Etude des cinétiques : glycémie, insuline, proinsuline

* Etude des cinétiques : POMC, précurseurs corticotropiques, proglucagon

Déroulement du protocole

Visite de pré-inclusion

La visite de pré-inclusion consiste en

-un examen clinique (tension artérielle, FC, poids, taille, tour de taille, tour de hanche)

-un examen biologique (numération formule sanguine, glycémie, bilan rénal, hépatique et
lipidique, C Reactive Protein, vitesse de sédimentation).

-recherche d’histoires de diarrhées chroniques et exploration de la malabsorption intestinale
par un test D-xylose.

-une étude de la composition corporelle par impédancemétrie ou DEXA (meilleur mais selon
possibilité).

-une recherche de toxique obligatoire (amphétamines, opiacés, cannabis et cocaine) est
réalisée dans les urines.

-un auto-questionnaire alimentaire validé (TEFQ-18 items). Comme la réponse a 1’effet
satiétant d’un repas est modifiée chez les sujets en restriction cognitive nous avons pris en

compte ce facteur en évaluant le degré de restriction de tous les sujets.

Protocole expérimental

Phase 1

J1: Le sujet est a domicile et doit consommer sur la journée un apport énergétique
standardisé égal a 1,5 BMR (métabolisme de base) réparti en 50 % de glucides, 35 % de
lipides et 15 % de protéines. Le BMR est calculé pour chaque sujet selon la formule de

Shofield.

J2 : Le suyjet est au Centre d’Investigation Clinique de 7 h 45 a 19 h.

A 7 h 45, le sujet arrive au centre a jeun, il est pesé et mesuré. L’infirmiére réalise un
prélévement sanguin pour le dosage plasmatique a jeun (glycémie, taux d’insuline,
proinsuline, cortisol, ACTH, POMC, proglucagon, GLP-1) et lui présente les échelles

analogiques visuelles de faim et satiété.
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A 8 h, le sujet recoit un repas-test glucidique ou lipidique distribué dans un ordre aléatoire,
représentant un apport énergétique de 40 % des besoins énergétiques théoriques (soit 1,50
BMR). Le repas glucidique est composé de 80 % des calories sous forme de glucides, 20 %
de protéines ; il est préparé a partir de fromage blanc a 0 %, de sucre et est aromatisé a I’aide
d’édulcorants et de café décaféiné ou de vanille suivant le golit du sujet. Le repas lipidique est
composé de 80 % des calories sous forme de lipides, 20 % de protéines, apportés sous forme
de créme fraiche et de protéines de lait; il est aromatisé a ’aide d’édulcorants et de café
décaféiné ou de vanille.

De 8 h & 18 h, le sujet reste au centre, chaque heure pendant les 4 premicres heures puis
toutes les 2 heures : les échelles analogiques visuelles de faim et de satiété sont présentées au
sujet de facon horaire. De plus, des prélévements sanguins sont réalisés pour le dosage
plasmatique de la glycémie, insulinémie, proinsulinémie, POMC, proglucagon, GLP-1 sauf
pour le cortisol et ’ACTH ou les prélevements sont effectués a 8h, 12h et 16h. Les analyses
hormonales sont réalisées a 1’aide des méthodes de radio-immunologie.

A 18 h, un repas composé d’un plat unique de consommation courante (hachis parmentier ou
brandade de morue et pain- densité énergétique €quivalente) est proposé au sujet avec pour
consigne d’en manger jusqu’a satiété et la quantité ingérée est pesée (évaluation en kJ et
calcul de la ration en kJ/kg de masse maigre).

A 19 h, le sujet est autorisé a quitter le centre.

Arrét d’au moins 24h entre les 2 phases

Phase 2

J3 : Le sujet est a domicile et regoit un apport alimentaire identique a J1.

J4 : Le sujet est au Centre d’Investigation Clinique de 7h 45 a 19 h.

Le déroulement est identique a celui de J2, mais le sujet recoit 1’autre repas-test.
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ANNEXE 4

Lack of association of CD36 SNPs with
early-onset obesity: a meta-analysis in 9,973
European subjects.

Choqguet H, Labrune Y, De Graeve F, Hinney A, Hebebrand J, Scherag A, Lecoeur C, Tauber
M, Balkau B, Elliot P, Jarvelin MR, Walley AJ, Besnard P, Froguel P and Meyre D
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Résumé

Quatre études de liaison génome entier ont mis en évidence une région commune de
5,6 Mb dans la région du chromosome 5q15 liée a des traits associés a 1’obésité, cette région
incluant le geéne de la prohormone convertase 1 (PCSK1). Une mutation Pcl chez la souris a
¢été associée a 1’obésité, ’hyperphagie et a une augmentation de 1’efficacité du métabolisme.
La déficience complete en PCSK1 a été associée a une forme récessive rare d’obésité chez
I’homme, et depuis 1997 seuls trois patients présentant cette déficience ont été décrits dans la
littérature. Les porteurs de mutations délétéres PCSK1 présentent des phénotypes sévéres,
incluant 1’obésité, des hypoglycémies post-prandiales et des problémes intestinaux et
hormonaux. Contrairement aux observations faites chez la souris, les membres des familles
porteurs hétérozygotes ont été considérés comme cliniquement sains. Toutes ces études ont
désigné PCSK1 comme un géne candidat important pour 1’obésité.

Dans un premier temps, la contribution du géne PCSK1 au risque d’obésité
polygénique a été évaluée chez 13,659 individus d’origine européenne issus de huit cohortes
cas controles ou familiales indépendantes. Neuf variants fréquents couvrant 92% de la
variabilité génétique du locus ont été génotypés. Les méta-analyses des huit études pour le
variant commun 1s6232 et pour le cluster rs6234-rs6235 ont montré une association
reproductible avec ’obésité chez 1’adulte et chez I’enfant (P=7.27x10™® et P=2.31x10"?
respectivement). Le rs6232 était associé a une augmentation du risque d’obésité de 34%, alors
que le cluster rs6234-rs6235 augmentait le risque d’obésité de 22%. Les analyses
fonctionnelles ont montré une diminution significative de 10,4% de I’activité catalytique de la
protéine PC1/3 pour le N221D, et une diminution non significative de I’activité catalytique de
la protéine PC1/3 pour le cluster Q665E/S690T.

L’implication du géne PCSK1 dans I’obésité monogénique a ensuite été entreprise par
le séquencage des exons de PCSK1 chez 845 sujets obeses non-consanguins d’origine
européenne,. Huit nouvelles mutations non-synonymes ont été identifiées. L’étude des
conséquences fonctionnelles des mutations détectées sur la protéine PC1/3 a montré que
62.5% de ces mutations détectées étaient prédites délétéres par les analyses in silico et 87.5%
de ces mutations avaient un effet sur I’auto-activation ou sur 1’activité enzymatique de PC1/3
in vitro. Dans le but d’estimer le degré de pénétrance pour ces sept mutations pathogéniques,
6,060 obeses et 6,274 sujets minces ont été génotypés, démontrant un enrichissement par six
de ces mutations PCSK1 chez les sujets obeses (P=0.007). Cette ¢tude a mis en évidence pour
la premiere fois une augmentation du risque d’obésité chez les porteurs hétérozygotes de
mutations perte de fonction du géne PCSK1, confirmant un mode de transmission co-

dominant de I’obésité avec une pénétrance incomplete. La pénétrance de 1’obésité a été
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estimée a 54.5% pour les porteurs hétérozygotes de mutations déléteres PCSK1. Une
déficience partielle en PCSK1 pourrait expliquer environ 0.83% des formes extrémes
d’obésité et représenter la seconde forme la plus fréquente d’obésité monogénique apres la
dficience en MC4R.

Pour conclure, en plus des formes syndromiques trés rares d’obésité dues a une
déficience complete en PCSK1, ce travail a permis de démontrer le role des variants codants
fréquents non-synonymes dans le risque d’obésité, ainsi que I’importance longtemps

insoupgonné d’une déficience partielle en PCSK1 dans les formes monogéniques d’obésité.
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Abstract

Four whole genome studies basing on positional cloning approach revealed a region of
chromosome 5q linked to traits related to obesity, this region contained the gene coding for
the prohormone convertase 1 named PCSK1. Pcl mutation in mice has been associated with
obesity, hyperphagia and increased metabolic efficiency. In human, PCSK1 deficiency is a
monogenic form of obesity. The first case of complete PCSK1 deficiency has been identified
in 1997 and since two other cases were discovered. Deleterious PCSK1 mutations carriers
were either homozygous or compound heterozygous and presented severe phenotypes, such as
obesity, intestinal troubles and endocrine disorders. Surprisingly, the family members who
were heterozygous for these mutations appeared clinically unaffected. Overall of these studies
highlighted PCSK1 as a candidate gene for obesity.

We have therefore decided to assess the contribution of PCSK1 gene to polygenic
obesity risk. To assess the contribution of PCSK1 to polygenic obesity risk, we genotyped tag
single nucleotide polymorphisms in a total of 13,659 European individuals from eight
independent case-control or family-based cohorts. The non-synonymous variants rs6232,
encoding N221D, and cluster rs6234-rs6235, encoding the Q665E-S690T pair, were
consistently associated with obesity in adults and children (P=7.27 x 10 and P=2.31 x 102,
respectively). Functional analysis revealed a significant impairment of the N221D mutant on
PC1/3 protein catalytic activity.

In continuity of this study we decided to assess the involvement of PCSK1 gene in
monogenic obesity, knowing that only three cases of complete PCSK1 deficiency have been
reported up to now. The objectives of this study were to evaluate the prevalence of rare
PCSK1 mutations contributing to human obesity and to investigate the mode of inheritance of
obesity in the context of PCSK1 deficiency. We sequenced exons of the PCSK1 gene in 845
non-consanguineous extremely obese subjects of European origin and we identified eight
novel PCSK1 non-synonymous mutations in eight carriers, all heterozygous. We
characterized the functional consequences of the detected mutations on PC1/3 protein and we
found that 62.5% of mutations detected were predicted to be deleterious in silico and we
revealed that 87.5% of mutations had an effect on the autoactivation or on the enzymatic
activity of PC1/3 in vitro. In order to estimate the degree of penetrance for the seven
pathogenic mutations, we genotyped 6,060 obese and 6,274 lean subjects. We assessed a 6-
fold enrichment of these PCSK1 mutations in obese subjects (P = 0.007). We provided the
first evidence of an increased obesity risk in heterozygous carriers of loss of function
mutations in PCSK1 gene, confirming a co-dominant mode of transmission of obesity with

incomplete penetrance for this gene. The penetrance of obesity was estimated to 54.5% for
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heterozygous carriers of deleterious PCSK1 mutations. Partial PCSK1 deficiency might
explain ~ 0.83% of extreme obesity.

To conclude, in addition of the syndromic forms of obesity due to a complete PCSK1
deficiency, we provided the strong evidence of the contribution of common non-synonymous
variants in obesity risk and we highlighted that a partial PCSK1 deficiency is associated with

an increased risk of obesity.
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