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Résumeé :

La génétique, et par extension le séquengage de I’ADN, sont des outils qui ont transformé la
compréhension des mécanismes impliqués dans la survenue de nombreuses pathologies, dont
I'obésité. Les technologies aujourd’hui a notre disposition nous permettent de déterminer
rapidement si un patient est ou non porteur d’un événement génétique pouvant expliquer sa
pathologie. L'une des techniques les plus utilisées en diagnostic aujourd’hui est le séquencage
d’exome, ou WES, qui permet une excellente détection des mutations ponctuelles dans les
régions codantes du génome. Mais d’autres évenements comme les copy number variants, ou
CNV, peuvent également expliquer certaines pathologies, dont I'obésité, via entre autres les CNV
de la région 16p11.2. Actuellement, la technique de référence pour la détection de ces copy
number variants est I'analyse de puces CGH (Comparative Genomic Hybridization), mais celles-ci
ne permettent pas de détecter des mutations non répertoriées au préalable lors de la création de
la puce. Sur le principe, le séguencage d’exome peut lui aussi étre utilisé pour détecter les CNV,
mais son absence de couverture des régions non codantes du génome ne permet pas une
détection efficace de ces CNV, car ceux-ci peuvent survenir sur I'ensemble du génome, en
englobant des régions codantes et non codantes au sein d’'un seul événement. Le séquencage
génome complet peut détecter ces deux types d’évenement, mais son cout est encore élevé ce
qui freine sa démocratisation, et I'analyse de données associées nécessite d’importantes
ressources informatiques, et le rend difficilement utilisable en diagnostic de routine en I'état
actuel des choses.

Il est donc pour I'instant nécessaire d’avoir recours a deux techniques différentes pour couvrir
ces deux types d’événements génétiques. Cela implique d’utiliser des échantillons parfois tres
précieux a deux reprises, de supporter les couts liés a deux techniques diagnostiques (d’environ
450 euros pour le séquencage d’exome au laboratoire et un cout un peu plus élevé pour une puce
a ADN dans un laboratoire clinique), et d’allonger les temps de rendu de résultats et donc la durée
d’établissement du diagnostic du patient.

Cet état de fait nous a conduit a développer une technique de séquencage, que nous avons

nommé CoDE-seq (Copy number variation Detection and Exome sequencing), et qui permettra la
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détection simultanée de ces deux types d’évenements, pour diminuer les temps d’établissement
de diagnostics, leurs couts, et la quantité d’échantillon nécessaire.

Ce travail a nécessité deux aspects : la mise au point technique et la mise au point analytique.

La mise au point technique est passée par la création d’'une nouvelle « capture », permettant une
détection correcte des mutations ponctuelles de 'exome et des CNV de tout le génome.

La mise au point analytique a consisté a définir la méthode a employer, et a permettre d’arriver
a une détection fiable, a la fois sensible et spécifique, des CNV sur I'ensemble du génome. Une
fois ces CNV identifiés, la question de leur signification fonctionelle se pose également, et une
seconde partie de ma thése porte sur I'étude de cette signification fonctionelle, via I'étude de la

conformation spaciale de la chromatine et de I'influence des CNV sur celle-ci.



Abstract:

Genetics, and by extention DNA sequencing, are tools that have modified the understanding of the
mechanisms involved in genetic diseases, like obesity. Today’s technology has allowed us to rapidly
find if a patient carries a genetic event that may explain his/her pathology. One of the most used
technology for diagnostic is exome sequencing, or WES, which enables an excellent detection of
point mutations in coding regions of the genome. However other events, such as copy number
variations, or CNV, can also explain some pathologies, like a severe form of obesity due to CNV in
the chr16p11.2 region. Actually, the gold standard method for an accurate detection of CNV is array
CGH, but this technology cannot detect new point mutations. Exome sequencing can be used to
detect CNV, but the lack of coverage in non-coding regions limits CNV detection sensitivity. Of note,
whole genome sequencing can detect both CNVs and point mutations, but it is still very expensive
and needs huge informatics capacities, which is an obvious limitation for a routine diagnostic use.
For now, we have had to use two different methods in order to accurately detect both CNVs and
point mutations. In other words, we have had to use precious samples two times, to assume the
cost of two different methods (which is nearly 450 euros in the laboratory for exome sequencing,
and a bit more for array CGH in a clinical laboratory), and to consider the time of the realization of
two different methods in order to achieve a complete diagnostic.

In this context, we aimed to develop an innovative sequencing method, named CoDE-seq (Copy
number variation Detection and Exome sequencing), which would allow us to simultaneously detect
both CNVs and point mutations, in order to reduce the time of diagnostic, the cost, and the needed
guantity of sample.

This work included the method conception, and the data analysis steps. The method conception has
been done through the creation of a new capture enabling the detection of point mutations in the
exome, and CNVs all along the genome. Furthermore, the data analysis step included the choice of
the bioinformatics methods to be used, in order to get a specific and sensitive CNV detection, all
along the genome.

We were also interested in the fonctional significance of identified CNV, and tried to decipher it by

the study of chromatine spacial conformation and the influence of these CNV.
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Introduction :
L’obésité :

L'obésité est considérée comme une épidémie du 21°™¢ siécle. Elle est définie par une
augmentation de la masse grasse ayant des conséquences pour la santé, avec une accumulation
excessive de tissu adipeux accompagnée par une inflammation légére, chronique et systémique.
L’obésité est associée au diabéte de type 2, aux maladies cardio-vasculaires, a certains types de
cancers ainsi que d’autres pathologies (1). Certains des signes cliniques associés a I'obésité, et en
particulier une distribution abdominale des graisses, définissent le syndrome métabolique (2), qui
est considéré comme facteur de risque du diabete de type 2 et des maladies cardio-vasculaires.
De fagon simplifiée, on peut considérer qu’une augmentation de la masse graisseuse résulte d’un
déséquilibre entre les calories absorbées et les dépenses énergétiques. Selon ce point de vue,
I'obésité est la résultante d’une faible activité physique (un style de vie sédentaire), et d’'une
surconsommation de nourriture a haute teneur énergétique dépassant les besoins de I'individu.
Mais en réalité, I'étiologie de I'obésité est bien plus complexe (3). D’autres facteurs comme le
statut socio-économique, I'environnement et les habitudes de vie, ainsi que l’interaction
génotype-phénotype doivent étre pris en considération pour comprendre la survenue de
I'obésité, étant donné que tous ces facteurs influencent la prise alimentaire, la thermogénese, la
mobilisation des acides gras depuis leur stockage vers leur oxydation, et la répartition des dépbts
de graisse dans des régions de stockage ou non.

Le contrdle du poids corporel ainsi que sa composition doivent prendre en compte I'absorption
énergétique et la dépense énergétique, ainsi que le dépot de masse graisseuse, qui sont
interconnectés et sous le contrbéle des systemes nerveux et endocrine, auxquels participent
différentes hormones et neurotransmetteurs (4). De nombreux éléments modifient ces processus
de régulation : les facteurs environnementaux (manque de sommeil, changement d’horaires de
travail, ou température ambiante), le régime alimentaire, le niveau d’activité physique, le
microbiote intestinal, les perturbateurs endocriniens (représentant les éléments chimiques

intervenant sur le systéme endocrinien), les facteurs liés a la reproduction (comme une fertilité
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plus importante associée avec une augmentation de la masse adipeuse), les médicaments, ou les
facteurs épigénétiques avec effets intergénérationnels (5).

Une autre difficulté rencontrée lors de I'étude de I'obésité est I’hétérogénéité des individus
obeses. Aux deux extrémes, on trouve |'obésité gynoide, lors de laquelle un exces de graisse sous-
cutanée est retrouvé autour des hanches et de la taille (corps en forme de poire ou obésité
gynoide, commune chez les femmes), et I'obésité viscérale, lors de laquelle la graisse
(principalement du tissu adipeux omental et mésentérique) est concentrée dans la région
abdominale (corps en forme de pomme ou obésité androide). L'obésité viscérale est commune
chez les hommes et a tendance a avoir un impact plus important sur la santé, en particulier
concernant les risques de maladies cardiovasculaires.

Pour déterminer si quelqu’un est obése et a quel point, plusieurs méthodes ont été mises au
point, comme la détermination basée sur I'anthropométrie, I'analyse de I'impédance
bioélectrique, la sensitométrie et les méthodes basées sur I'imagerie (6). Parmi ces méthodes, et
bien qu’elle soit imprécise, celle de I'indice de masse corporelle (IMC) est la plus utilisée (7). L'IMC
estime grossierement I'adiposité et identifie le surpoids et I'obésité en se basant sur le poids d’un
individu exprimé en kilogramme (kg) et divisé par sa taille au carré exprimée en métre (m?). La
classification de I'organisation mondiale de la santé (OMS ou WHO) utilisant I'IlMC défini le déficit
pondéral lorsque I'IMC < 18,5 kg/m?, le poids normal lorsque 18,5 < IMC < 24,9 kg/m?, le surpoids
lorsque 25 < IMC < 30 kg/m?, I'obésité lorsque I'IMC > 30 kg/m?, I'obésité sévere lorsque I'IMC >
35 kg/m?, et I'obésité morbide lorsque I'IMC > 40 kg/m?2. L'IMC peut étre complété en mesurant
également le tour de taille pour déterminer la présence d’une obésité viscérale ou sous cutanée.
De la méme fagon qu’il a été montré que la faible présence de graisse au niveau des hanches
(ajustée par rapport a la taille ou au tour de taille) serait un facteur protecteur contre certaines
pathologies, le ratio tour de taille sur tour de hanche ou tour de taille sur la taille (hauteur) ont
également été proposés pour affiner les risques de I'obésité pour la santé. Néanmoins pour des
raisons pratiques liées a la facilité de mesurer la taille et le poids, I'IMC reste l'indicateur le plus
utilisé a travers le monde (8).

Différentes approches et traitements ont été développés et prescrits : éducation et contrdle

diététique, programmes d’activité physique, pharmacothérapie et chirurgie bariatrique. La
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chirurgie bariatrique a été associée a une amélioration de I'équilibre métabolique (incluant I'arrét
de la progression ou la récession du diabéte de type 2, bien que ce phénomeéne soit parfois
transitoire) indépendant de la perte de poids, méme si des effets indésirables ont également été
rapportés (9).

Aujourd’hui, 39% de la population mondiale est obése ou en surpoids, malgré des décennies
d’efforts pour enrailler la progression de I'épidémie (Figures 1 et 2). Cette prévalence se traduit
par un cout en frais de santé équivalent a 2,8% du produit intérieur brut mondial, ou
approximativement 2 trillions de dollars (10). Pour stopper I'épidémie, des stratégies de
traitement individuel comme la médecine de précision devraient étre mises en place en
association avec des approches plus générales, comme la prévention. Récemment, plusieurs pays
comme le Royaume Uni ont débuté des recherches dans ce domaine. Ces recherches incluent le
génotypage de plus d’'un million de personnes et la recherche d’associations avec le phénotype.
En complément, des stratégies de santé public ont été mises en place, comme la taxation sur les

produits trop gras ou trop sucrés, ainsi que des approches nutritionnelles personnalisées (11).
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Epidémiologie :

Prévalence et tendances :

Selon 'OMS, plus de 2,1 milliards d’adultes étaient obeses ou en surpoids en 2014, dont 1,5
milliards de personnes en surpoids et 640 millions de personnes obéses. La prévalence estimée
de I'obésité en 2014 était de 10,8% chez les hommes et 14,9% chez les femmes (13). Les données
indiqueraient que le sexe féminin est associé a un risque accru de survenue de I'obésité, bien que
le surpoids soit davantage présent chez les hommes (12). Néanmoins, the Global Burden of
Disease Study 2013 a rapporté une prévalence similaire pour le surpoids et I'obésité entre
hommes et femmes, a plus de 36% (14).

Dans plusieurs études conduites aux Etats-Unis, les afro-américains ont montré une prévalence
plus élevée pour I'obésité extréme que les autres ethnies. Les populations asiatiques ont un IMC
plus bas que les populations caucasiennes, mais elles sont plus enclines aux dépots de graisse
viscérale, ce qui les rend plus susceptibles au développement du diabéte de type 2 avec un IMC
faible que les populations caucasiennes (15).

Entre 1980 et 2008, la moyenne globale de I'IMC a augmenté de 0,4 kg/m? chez les hommes et
0,5 kg/m? chez les femmes par décennie. Le pourcentage d’adultes avec un IMC de 25 kg/m? ou
plus a augmenté entre 1980 et 2008 de 28,8% a 36,9%, et de 29,8% a 38% chez les hommes et les

femmes, respectivement ((12) et Figure 3).
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Figure 3 : Progression de |'obésité dans différentes populations entre 1975 et 2014. Les individus
obéses ont un IMC > 30 kg/m?, et les individus sévérement obéses ont un IMC > 35 kg/m?. (12)

D’ici 2030, les prévisions font état que 57,8 % (soit 3,3 milliards de personnes) de la population
adulte aura un IMC de 25 kg/m? ou plus (16). De ce fait, I'impact de I'ensemble des maladies
associées a 'obésité augmentera dans les années qui viennent. Dans de nombreux pays et
régions, et pas uniquement en Europe ou aux Etats-Unis, le nombre d’adultes obéses ou en

surpoids est plus élevé que celui d’adultes de poids normal (12). Les conséquences indésirables
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de I'obésité pour la santé publique représentent aujourd’hui une plus grande menace que la faim
ou la malnutrition (17).

En 2013-2014, le nombre d’enfants et d’adolescents (2-19 ans) souffrants d’obésité était estimé
a 110 millions, soit le double de 1980, bien que la population mondiale a elle aussi augmenté. La
prévalence de I'obésité chez ces mémes enfants était estimée a 5% en 2014 (14). Et les tendances
concernant le surpoids et I'obésité pour les enfants entre 11 et 15 ans en Amérique de Nord et
certains pays d’Europe entre 2002 et 2010 font état d’une stabilisation de leur prévalence, méme
si celle-ci reste élevée. L'obésité infantile est associée avec |'apparition de complications

métaboliques et de maladies chroniques a I’age adulte (18).

Facteurs de risques connus :

A premiére vue, les principaux facteurs responsables de I'épidémie d’obésité sont facilement
identifiables : la suralimentation et la sédentarité. Une légere surconsommation alimentaire
journaliére semble étre un contributeur important pour I'apparition de I'obésité, bien que ce soit
un phénomene plus complexe (19). Des approches épidémiologiques, comme des analyses bio-
informatiques, doivent étre utilisées pour élucider les causes de I'apparition de I'obésité, dont
I'interconnexion entre le style de vie, I’environnement, la physiologie, la génétique, et les facteurs
sociaux et économiques.

Un des aspects les plus complexes dans I'étude de I'obésité concerne les différences fortement
marquées entre individus dans I'accumulation de graisse. Cette hétérogénéité se retrouve dans
la facon dont le corps stocke les graisses, et toutes les variations dans la facon dont il peut stocker,
indépendamment de la quantité a stocker. Une telle hétérogénéité des différents phénotypes
obéses rend l'utilisation des précédentes études toutes rassemblées sous le terme unique
« obésité » tres complexe. Il a d’ailleurs été suggéré d’utiliser le terme « obésités », plutét que
« obésité », étant donné qu’on ne peut considérer tous les cas d’obésité de la méme facon (20).
Face a ce constat, le développement de I'imagerie et des techniques de physiologie intégrative,
dont des éléments permettant de « phénotyper » des individus obeses et de déterminer la

composition du corps et I'emplacement des dépbts de graisse (comme un isotope permettant de
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marquer la présence de dépots de graisse brune), a permis de grandes avancées. De ce fait, il
pourrait devenir possible d’identifier de larges sous-groupes d’individus obéses possédant des
caractéristiques communes et qui pourraient également partager des facteurs étiologiques.

La recherche de génes a effet majeur pour I'obésité a eu pour résultat I'identification de formes
monogéniques de I'obésité. Bien que relativement rare, leurs prévalences sont plus élevées dans
les populations consanguines. Les mutations du gene MC4R (qui code pour le récepteur 4 de la
mélanocortine) comptent pour jusqu’a 5% des cas d’obésité extrémement précoce (21).
Néanmoins, la génétique seule ne peut expliquer la relativement récente et rapide augmentation
de la prévalence de I'obésité. Il est devenu clair qu’elle résulte de I'interaction de nombreux génes
de susceptibilité (dont certains ont été identifiés) avec de nombreux facteurs liés au style de vie
(22). De plus, le réle entre autre des approches génétiques et nutritionnelles, comme I'étude des
désordres métaboliques, du patrimoine épigénétique, ou les mesures métabolomiques, sont des
champs d’études suscitant de plus en plus d’intérét pour découvrir les origines, les causes et les
conséquences de I'obésité, et pour permettre une prise en charge individualisée des patients.
Plusieurs facteurs environnementaux et biologiques ont un effet sur I'absorption et la dépense
énergétique. Par exemple, les comportements alimentaires ne sont pas uniquement influencés
par des facteurs génétiques ou biologiques, mais également par I'abondance ou non des
opportunités de manger, la quantité et qualité de la nourriture disponible et son prix ainsi que
I’environnement (qui affecte par exemple I'accés a la nourriture et les dépenses physiques). Dans
ce contexte, les firmes agroalimentaires ont adopté de puissantes stratégies de marketing pour
encourager la population a manger davantage. Le vaste choix de nourriture a haute teneur
énergétique est également vecteur de I'obésité. De plus, le fait de manger hors de chez soi, qui
est associé a I'obésité via 'augmentation de la taille des portions consommeées ainsi qu’a d’autres
facteurs, a progressé lors des dernieres décennies (23). L'activité physique, un autre facteur
comportemental, est également conditionnée par des facteurs socioéconomiques et culturels
(par exemple la facon de se déplacer, ou I'importance de I'utilisation des ordinateurs ou des jeux-
vidéos, ainsi que les hobbies). Une association conjointe entre la progression du style de vie
sédentaire et l'augmentation de Il'apport énergétique peut en grande partie expliquer

I'augmentation de I'lMC moyen dans les pays a haut niveau de vie, mais également dans les pays
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moyennement et peu développés (24). Le nombre d’heures de sommeil a diminué, augmentant
la fatigue durant les heures d’activité et la surconsommation de nourriture, prédisposant de ce
fait a la sédentarité et a I'apparition de I'obésité (25). De facon intéressante, la « sieste
méditerranéenne » a été inversement associée avec le risque d’apparition de |'obésité, si la durée
de celle-ci est inférieure a 30 minutes (25). De plus, le travail de nuit est associé avec le manque
de sommeil, dont une des conséquences est I'augmentation de la surcharge pondérale (5). Malgré
cela, la question visant a savoir si 'obésité est majoritairement liée a une consommation
excessive de calories ou a une dépense énergétique insuffisante fait toujours débat, les différents
éléments de la balance énergétique étant vraisemblablement importants.

En plus de la quantité de calories, le type et la qualité de celles-ci (par exemple, des graisses
saturées comparées aux graisses insaturées, tout comme les sources de graisses, de
carbohydrates et de protéines) influencent également la balance énergétique et le poids a long
terme. Néanmoins, cette aire de recherche est toujours sujette a controverse. L'influence des
différents nutriments sur le poids, et I'impact de nutriments en particulier (par exemple |'effet
thermogénique des protéines) est important sur I'obésité en favorisant la surconsommation
d’énergie ou par effet métabolique direct encore mal connu (26). Un régime alimentaire sain
(défini par une consommation équilibrée de nutriments, avec entre 10 et 20% de I'énergie
provenant des protéines, moins de 30% des lipides, et entre 50 et 55% des carbohydrates) est
associé de facon inverse avec la prise de poids et le risque de survenue de I'obésité. Cette
découverte est également vraie pour une consommation élevée de fruits et noix, de légumes, de
grains complets, de yaourts, et pour le passage au régime alimentaire méditerranéen (27,28). A
I'inverse, une surconsommation de boissons sucrées, de chips, de frites, de viandes rouges et
transformées, d’aliments préparés de facon industrielle, de graisses trans, de grains transformées
et d’aliments avec sucres ajoutés a été associée avec une prise de poids (29). Plusieurs études
longitudinales supportent le fait de consommer des repas composés de nourriture saine et de
carbohydrates complexes avec un indice glycémique bas (une valeur fixée par la vitesse a laquelle
un aliment donné fait augmenter la glycémie) et insistent sur I'importance d’un comportement
basé sur la consommation raisonnée de nourriture de bonne qualité pour prévenir I'apparition

de I'obésité (30).
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Le r6le de I'empreinte métabolique :

Plusieurs périodes critiques concernant I'apparition de I'obésité existent, avant la naissance, lors
de I'enfance et de I'adolescence. L’'empreinte métabolique, définie comme la programmation du
métabolisme durant les périodes prénatales et néonatales aux niveaux génétique et épigénétique
(31), pourrait affecter de fagon permanente le risque de développer une pathologie. Des données
provenant d’études longitudinales sur des cohortes dés la naissance fournissent des estimations
sur le développement de I'obésité lors de I'enfance et I'adolescence, ainsi que concernant les
effets du génotype et de I'’environnement sur I'lMC de I'enfance a I’dge adulte.

Lors de la période prénatale, un gain excessif de poids par la meére, en particulier lors du début de
la grossesse (les premiére 20 semaines), est un facteur de risque pour le développement du
surpoids chez les enfants. Le poids a la naissance est un bon marqueur de la nutrition feetale. Une
surnutrition ou une sous nutrition durant la vie feoetale peuvent déclencher des voies
métaboliques qui seront plus tard responsables de |'apparition de I'obésité (32). Un poids a la
naissance élevé a été associé a un plus haut risque de survenue de I'obésité, alors qu’un faible
poids a la naissance a été associé a une forte proportion de masse graisseuse, indépendante de
I'IMC, et a une obésité abdominale chez les adolescents (33).

Chez les enfants, une augmentation rapide du poids a également été associée a un haut risque
de surpoids plus tard dans la vie. Le type et la quantité de nourriture calorique consommée par
la mére durant la grossesse et |'allaitement, et méme par les deux parents durant la grossesse,
ont été associés a I'apparition de complications métaboliques a I'dge adulte (34). Un allaitement
prolongé a été associé a une diminution du risque d’apparition du surpoids au cours de la vie (35).
Une réduction du contenu protéique dans les préparations pour enfants en bas age est associée,
dans un essai clinique randomisé, a un IMC moins élevé et une diminution du risque de survenue
de I'obésité lors de I’enfance (36).

Durant I'enfance, un rebond adipocytaire (Figure 4) précoce est associé a un IMC élevé, a une
grande quantité de tissu adipeux sous-cutané ainsi qu’a un tour de taille élevé a I’dge adulte (37).
L'adolescence est une étape du développement sensible au niveau nutritionnel car le rythme de

croissance s’accélére, avec pour conséquence une augmentation des besoins énergétiques et
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nutritionnels. L’étape de survenue de la puberté influence I'IMC et est associée avec I'IMC de
I’enfance a I’age adulte, ol une puberté précoce augmente le risque de survenue de I'obésité plus

tard dans la vie (38).
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Figure 4 : Périodes critiques de la vie pour le développement de I'obésité (8). La premiére période
dure de la conception a la fin de la deuxieme année de vie, ou I’enfant atteint un pic de son IMC
aux alentours du 7éme mois de vie. Puis I'lMC atteint un minimum aux alentours de 5 a 7 ans,
avant de réaugmenter, ce qui correspond au rebond adipocytaire (39).

Comorbidités et mortalité :

Plusieurs études portant sur des populations ont montré que des individus obéses sont plus a
risque de développer un grand nombre de complications de santé qui contribuent a leur mort
prématurée par rapport a des individus de poids normal (13).

Le syndrome métabolique est une des associations de facteurs de risque liée a I'obésité les plus
fréquentes. Selon la définition et les criteres harmonisés fournis par la Fédération Internationale
du Diabete, L'Association Américaine du Coeur et le US National Heart, Lung and Blood Institute,
le syndrome métabolique est diagnostiqué lorsque 3 des 5 critéres suivants sont retrouvés (2):
-Obésité viscérale : Un tour de taille de plus de 94cm chez les hommes et 80cm chez les femmes

pour les pays occidentaux.
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-Hypertriglycéridémie : plus de 150mg par dl ou patient sous traitement visant a diminuer les
triglycérides.

-Faible taux de lipoprotéine de haute densité : moins de 40 mg / dL chez les hommes et moins
de 50 mg / dL chez les femmes.

-Pression sanguine élevée : pression sanguine systolique supérieure a 130mmHg, pression
diastolique supérieure a 85mmHg, ou patient sous traitement anti-hypertensif avec historique
d’hypertension.

-Glycémie élevée : glycémie a jeun supérieure a 100mg / dL ou patient sous traitement visant a
diminuer la glycémie.

D’autres comorbidités communes associées au syndrome métabolique sont les désordres
endocriniens (comme le diabéte de type 2), des problémes respiratoires (comme I'apnée du
sommeil), des maladies cardiovasculaires (comme I'athérosclérose ou les crises cardiaques) et
des cancers (comme les cancers de I'endomeétre ou du foie) (40). De plus, I'obésité a des effets
négatifs sur I'humeur ou peut engendrer des soucis psychologiques, mais également agir
négativement sur les fonctions cognitives (41).

Les études épidémiologiques sur les comorbidités et les complications associées a I'obésité sont
limitées pour plusieurs raisons. Une des difficultés rencontrées lors de larges études de
populations est de définir le groupe de « poids normal » de référence. Bien que des bonnes
pratiques aient suggéré qu’un IMC compris entre 18,5 et 25 kg/m? était compatible avec la bonne
santé, une étude récente ayant rassemblé les 4 millions d’individus provenant de 189 études se
déroulant sur en moyenne 13,7 ans a montré que I'lMC associé a la plus faible mortalité était
compris entre 20 et 25 kg/m?, et a également montré que les valeurs d’IMC plus faible étaient
associées a une mortalité accrue (42). Ce rapport a mis en évidence la controverse visant les
études précédentes voulant que des individus en surpoids ou faiblement obéses (entre 30 et 34,9
kg/m?) ont une mortalité plus faible que des individus non obéses. Néanmoins, ces études ont
inclus des individus minces (IMC entre 18,5 et 20 kg/m?) dans la catégorie des individus de « poids
normal ». Ces individus de faible poids sont probablement responsables de la mortalité plus
élevée du groupe de « poids normal », étant donné que certains étaient plus susceptibles d’étre

des fumeurs ou d’étre atteints d’'une maladie chronique responsable de leur poids plus faible (43).
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Quand le Global BMI Mortality Collaboration international group a exclus les fumeurs et les
individus atteint d’'une maladie chronique, il est devenu clair que le surpoids et la faible obésité
sont associés a une mortalité accrue par rapport aux individus de « poids normal ».

Certaines études ont suggéré que I'IMC maximum atteint durant la vie est plus important que
I'IMC lors de I'étude de son influence sur la mortalité. Lors d’'une méta-analyse utilisant les
données de 239 cohortes, le surpoids et I'obésité étaient significativement associés a la mortalité
totale, ainsi qu’a celle liée aux maladies cardiovasculaires ou aux cancers, par rapport au groupe
des individus de « poids normal », aprés avoir tenu compte de tous les parametres cités
précédemment, comme le fait de fumer (42). Ces associations sont valables dans les populations
asiatiques, australiennes, néo-zélandaises, européennes et d’Amérique du nord. En plus de la
mortalité, |'obésité a également été associée a [linsulino-résistance, I’hypertension, et

I’"hypercholestérolémie (44).

Mécanismes / Physiopathologie :

Le poids du corps, et par extension I'obésité, est déterminé par l'interaction de la génétique, de
I’environnement et de facteurs psychosociaux agissant via plusieurs médiateurs physiologiques

de la prise alimentaire et de la dépense énergétique qui affectent I'accumulation de graisse.

Le tissu adipeux :

Types :

Il existe deux grands types de tissus adipeux : les tissus adipeux blanc et brun. lls ont tous deux
un roéle crucial dans la sensibilité et la réponse aux changements concernant la balance
énergétique du corps. Les adipocytes du tissus adipeux brun contribuent a la dépense
énergétique via le phénomeéne de thermogénése et de maintien de la température du corps. Le
tissu adipeux brun est abondant chez les nouveaux nés et est principalement localisé au niveau
des régions inter-scapulaires et supra-claviculaires, mais également autour des reins, du cceur, de

I'aorte, du pancréas et de la trachée. Ces dépots adipeux bruns diminuent avec I'dge, mais
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peuvent toujours étre retrouvés chez l'adulte. L'abondance de tissu adipeux brun a été
négativement associée a I'lMC, bien que son réle précis dans la survenu de I'obésité soit toujours
assez obscur (45). Les adipocytes blancs retrouvés dans le tissu adipeux blanc sont les plus
abondants chez ’humain et ont longtemps été considérés comme jouant uniquement un role de
stockage énergétique. Néanmoins, des études ont montré que ces cellules sécretent plusieurs
substances bioactives (appelés adipocytokines ou adipokines) (46). En plus, un type mineur mais
distinct d’adipocytes, appelés adipocytes « beiges /brite » est retrouvé dans des dépots
d’adipocytes blanc en tant que nouveau type d’adipocytes dissipant de I'énergie.

Les différents tissus adipeux sont classés en tissus adipeux sous-cutané ou viscéral, en fonction
de leur localisation dans le corps (Figure 5). Le tissu adipeux viscéral comprend le tissu adipeux
abdominal (principalement du tissu adipeux omental), le tissu adipeux périrénal et péricardial. Le
type le plus étudié est le tissu intra abdominal, étant donné que son accumulation est associée

avec le développement des symptomes correspondant au syndrome métabolique.
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Figure 5 : Distribution des types de tissu adipeux (47).
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Changements pathologiques dans le tissu adipeux :

Bien que la liste des conséquences cliniques associées avec I'obésité soit plutot longue, le nombre
et I'importance de ces complications de santé semblent étre dépendants de la présence
additionnelle d’excés de graisse au niveau interne (comme les dépobts de graisse intra-
abdominale) ainsi qu’autour de tissus normalement exempts de graisse comme les reins, le coeur
ou le foie. Ce phénomene de dépbts au niveau des organes se nomme dépot de graisse ectopique
(48). Il semble que la facon dont le tissu adipeux gere le surplus énergétique et les tensions dues
a une croissance pathologique de ces adipocytes ait un lien trés fort avec le risque
cardiométabolique d’un individu, sa sensibilité a I'insuline et sa dyslipidémie (qui correspond a un
haut niveau de triglycérides ou un faible niveau de lipoprotéine de cholestérol a haute densité).
Par exemple, si le tissu adipeux sous cutané gere cet excés énergétique en provoquant une
hyperplasie des adipocytes le composant (c’est-a-dire une croissance du tissu par la multiplication
des cellules le composant), ce tissu adipeux grandissant normalement agira comme un « puit
métabolique » protégeant les tissus non gras (comme le coeur, le foie, les reins ou le pancréas)
contre les effets néfastes des dépots de graisse ectopique. Par contre, si ce méme tissu adipeux
sous cutané ne parvient pas a se développer via le phénomene d’hyperplasie (et ce pour des
raisons encore mal connues), les triglycérides stockées contribueront a I’hypertrophie des
adipocytes (c’est-a-dire une croissance du tissu via le grossissement des cellules le composant),
jusqu’a ce que ces adipocytes saturent et ne soient plus capable de grossir, menant soit a leur
rupture et a un recrutement massif de macrophages, et / ou a une augmentation de la sécrétion
par ces adipocytes d’adipokines pro-inflammatoires et a une diminution de la sécrétion
d’adipokines anti-inflammatoires, comme I'adiponectine, par ces adipocytes hypertrophiés (49).
Ces phénomeénes contribuent a I'inflammation et a I'insulinorésistance du tissu concerné. De plus,
étant donné que la capacité a grossir de ces adipocytes atteint ses limites, I'exces de triglycérides
n’aura pas de place pour étre stocké dans le tissu adipeux sous cutané et finira par étre stocké
dans des lieux ou ils auront un effet néfaste, comme le foie, le coeur, les reins ou le pancréas
(Figure 6). Ces dépobts de graisse ectopiques sont également générateurs d’athérosclérose,

favorisant le diabete et I'environnement pro-inflammatoire des cellules (50).
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Figure 6 : Différents effets induits par I'obésité viscérale et I'obésité sous-cutanée (8).

L'obésité viscérale est souvent accompagnée d’un exces de graisse dans le foie, le cceur et les
reins, alors que cette association est moins évidente dans le cas de I'obésité sous cutané (51).
Bien que I'exces de tissu adipeux viscéral et I'excés de graisse au niveau du foie sont souvent
associés, plusieurs individus présentant un exces de tissu adipeux viscéral n’ont pas de dépots de
graisse au niveau du foie, et inversement. Il est évident que I'identification des raisons (génétique,
hormonale, environnementale) conduisant aux différents dépbts de graisses ectopiques

régionaux est une problématique qui se doit d’étre approfondie.
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De plus, tous les dépots de graisse sous-cutanés ne sont pas égaux et les données actuellement
disponibles indiquent que le « puits métabolique » le plus sain pour la santé serait le dépot de
graisse glutéo-femorale (49). Néanmoins, les dépots de graisse sous cutanée au niveau du bas du
corps pourraient ne pas étre neutres concernant leurs effets sur la santé. Il se pourrait méme
gu’ils soient protecteur contre plusieurs risques comme les risques de développer un diabéte de
type 2 ou une maladie cardio-vasculaire (52). Au vue de ces données, |'état sévere de perturbation
du systeme métabolique dont souffrent les patients atteints de lipodystrophie (c-a-d manquant

de tissu adipeux sous-cutané) montre I'importance du tissu adipeux sous cutané sain (53).

Régulation de la balance énergique :

La consommation de nourriture stimule le déclenchement de signaux gastro-intestinaux véhiculés
par extension mécanique ou par des hormones paracrines, et par les nutriments eux-mémes qui
modulent I'appétit, via plusieurs neurotransmetteurs, des peptides provenant de |'axe intestins-
cerveau, des acides aminés et des neuropeptides. Le systeme nerveux autonome et plusieurs
hormones circulantes ont également été impliqués dans la réponse métabolique a I'absorption
de nourriture et au métabolisme des nutriments, qui affecte I'appétit, la thermogéneése et le
dépot de graisses, entre autres processus (54) (Figure 7).

Le r6le du microbiote est également trés étudié, et il a été découvert que le microbiote d’individus
obéses est moins diversifié et a une proportion différente de firmicutes et de bactéroidetes par
rapport a celui d’'une personne de poids normal (55). Et bien que davantage d’études soient
nécessaires, il semble que ces perturbations dans les proportions du microbiote favorisent
I'apparition d’'un environnement inflammatoire, perturbent le métabolisme des nutriments,
influencent la gestion de la balance énergétique et agissent sur la facon dont I‘énergie est stockée
et extraite. D’autres facteurs endogénes associés a I’obésité pourraient induire des perturbations
dans le controle de 'appétit, des soucis lors de I'adipogénése, lors des nombreux processus

inflammatoires et lors des perturbations dans le métabolisme des lipides (5).
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Le poids de la génétique et de I'épigénétique :

Jusqu’a 70% des variations entre individus concernant le poids seraient dues a des variations
génétiques (56). L'identification de genes influencant la susceptibilité a I'obésité peut fournir des
pistes sérieuses concernant les mécanismes physiopathologiques qui déterminent la régulation
du poids et le stockage des graisses, ce qui pourrait a terme permettre de déterminer de nouvelles
approches de prévention et de traitement.

Les recherches sur I'obésité monogénique ont mis en évidence la biologie de I'obésité dans la
population générale. La détermination de 'emplacement des mutations causant I'obésité mono-
génique chez la souris a été une des premiéeres stratégies dans la recherche de génes influencant
le poids. Les résultats les plus connus concernant cette approche incluent la découverte des genes
codant la leptine (LEP), et son récepteur (LEPR), le récepteur 4 a la mélanocortine (MC4R), ou
encore le gene de la pro-opiomélanocortine (POMC) (Figure 7). Ces genes jouent un réle sur le
poids via plusieurs voies affectant le systéme nerveux central (57). Des mutations dans les
orthologues humains de ces génes sont a I’origine de I'obésité monogénique (Figure 8 et Table 1)

(58).
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Figure 7 : Interactions intervenant dans le contréle de de la faim et de la satiété (8).

De larges études d’association pangénomique (GWAS) qui testent I'association entre des millions
de variants génétiques communs et la survenue de I'obésité, sans hypothése préalable, ont
identifié plus de 300 loci génétiques influencant le risque d’obésité. Le succés majeur de ces
GWAS a été la découverte du locus du gene FTO (Fat mass and obesity-associated protein). En
effet un cluster de variants non codants au niveau de FTO a montré une trés forte association
avec le risque de survenue de I'obésité et la variation de I'lMC (59). Les mécanismes biologiques

entourant cette association commencent seulement a étre mis en évidence. FTO est exprimé dans
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I’hypothalamus, et son expression est régulée par des facteurs liés a la nutrition (60). Les souris
Fto KO sont plus petites avec une augmentation de la dépense énergétique (61) alors que les
souris surexprimant Fto sont obéses (62). FTO a été montré comme étant une dioxygénase ayant
la capacité de déméthyler la 3-methyl-thymine dans I’ADN in vitro, mais des preuves de cette
fonction in vivo restent a établir (60).

Le locus FTO pourrait réguler I'expression du géne RPGRIP1L a proximité, ou des génes IRX3 et
IRX5 a plus longue distance pour influencer le poids, en régulant I'appétit, la thermogénése, le
phénoméne de brunissement adipocytaire et des mécanismes épigénétiques associés a I'obésité
ou a I'IMC (63). D’autres GWAS ont identifié des loci associés aux mécanismes liés aux lipides ou
au rapport tour de taille sur tour de hanches. Des analyses concernant les voies métaboliques ou
les tissus touchés par le stockage des graisses ont été effectuées concernant les loci associés a
I'IMC, et ont montré un role fondamental du systéme nerveux central dans la régulation du poids.
Les tissus possédant une expression enrichie pour ces genes comprennent |’hypothalamus, la
glande pituitaire et I'hippocampe. Cette expression enrichie concerne des voies liées a la fonction
synaptique et aux neurotransmetteurs (64). Les mémes analyses appliquées aux loci associés avec
le rapport tour de taille sur tour de hanches ont mis en évidence des voies impliquées dans
I'adipogéneése, I'angiogénese, l'insulino-résistance et les mécanismes affectant la prise en charge
des lipides absorbés (65).

Malgré ces associations significatives, les effets prouvés de ces loci sur I'obésité sont peu
nombreux. De tous les loci a effet établi sur I'obésité, FTO a I'effet le plus important sur I'obésité,
bien que celui-ci soit relativement faible : chaque alléle a risque augmente le risque de survenue
de I'obésité de 1,2 a 1,32 fois, et I'IMC de 0,37kg/m? (ce qui correspond a 1,06 kg pour une
personne de 1,70m). L'effet des autres variants associés a I'IMC est compris entre 0,08 et 0,3
kg/m? (65). L'ensemble des variants associés a I'lMC combinés explique moins de 5% des
variations de I'IMC. Les effets de ces mémes variants sur le rapport tour de hanche sur tour de
taille sont de méme amplitude. Néanmoins, des interactions entre des facteurs génétiques et
environnementaux pourraient expliquer d’importantes différences individuelles de poids pour un

méme environnement
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Epigénétique :

Les processus épigénétiques, incluant la méthylation de I’ADN, les modifications d’histones et les
ARNs non codants qui allument ou éteignent I'expression des genes sans changement au niveau
de leur séquence d’ADN, sont sensibles a des facteurs extérieurs (par exemple, le régime
alimentaire et I'activité physique), et sont réversibles et peuvent étre transmis a la génération
suivante. Les processus épigénétiques sont cellules, temps et tissus spécifiques, ce qui rend
difficile I’étude de leur réle chez les humains. Ce constat est particulierement vrai pour I'obésité,
étant donné le réle central du cerveau dans la régulation du poids. Les preuves du réle de
I’épigénétique concernant I'obésité proviennent majoritairement d’études animales, et plus
rarement d’études sur des humains, méme si plus de 600 articles ont été publiés a ce sujet. Par
exemple, les garcons nés de femmes ayant je(iné durant la premiere moitié de leur grossesse lors
de la famine Hollandaise avaient un risque de survenue de I'obésité significativement plus élevé
gue les sujets auxquels ils ont été comparés, ce qui a plus tard été relié a des modifications
épigénétiques (66). Cette étude intergénérationnelle suggére qu’une privation alimentaire de
meéres enceintes peut avoir des effets non génétiques persistants sur le poids de la génération
suivante. Par exemple, bien que la méthylation du géne codant le facteur de transcription
inductible par hypoxie 3A (HIF3A) soit considérée comme associée a un IMC plus élevé, cette
association a été déterminée comme une conséquence d’un IMC élevé, et non une cause de celui-
ci (67). Néanmoins, le systétme HIF a été montré comme jouant un role clé dans la dépense
énergétique et I'apparition de I'obésité (68). Deux autres études épigénétiques de grande
ampleur, comprenant 10 000 et 7 800 individus, ont identifié un grand nombre de sites de
méthylation de I’ADN associés a I'IlMC : 187 sites méthylés dans la premiére étude, et 83 sites
méthylés dans la seconde (69,70) . Ces sites de méthylation ont majoritairement été identifiés en
tant que conséquences, et non comme causes de la variation de I'lMC. De maniéere générale,
davantage de preuves sont nécessaires concernant un réle (causal ou non) de I'épigénétique sur
I'obésité, mais les difficultés rencontrées pour étudier I’épigénome au bon moment et dans les

bons tissus sont une barriére importante pour le succes des études chez I’humain.
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Figure 8 : Schema desrgénes impliqués dans la voie mélanocortine (71).

Les études geénes-candidats basées sur le séquencage de génes connus pour causer une obésité
sévere dans des modeles animaux ont montré que ces mémes genes contribuaient également a
I'obésité infantile monogénique chez 'Homme. Des expériences de parabiose entre lignées de
souris souffrant séverement d’obésité, comme les souris ob/ob ou db/db ont suggéré I'existence
d’un facteur circulant intervenant dans la régulation du poids (72). Lidentification de cette
hormone, la leptine, a ouvert la voie a I'étude des circuits moléculaires et physiologiques
contrélant la régulation énergétique. La leptine est une hormone circulante de 16 kDa dont les
niveaux corrélent fortement avec la masse grasse (73). Un jeline prolongé provoque une chute
des niveaux de leptine, ce qui provoque de nombreux changements dans "absorption et la
dépense énergétique, ou encore la fonction neuroendocrine de facon a maintenir I’homéostasie
énergétique (74). La plupart des effets physiologiques de la leptine passent par le systéeme
nerveux central, et en particulier par I’"hypothalamus, qui est le lieu de la plus forte expression de
I'isoforme longue du récepteur de la leptine (75). Plusieurs études ont montré que la leptine
stimule I'expression de la pro-opiomélanocortine (POMC) dans les neurones primaires localisés
dans le noyau arqué de I’"hypothalamus. POMC est largement modifié d’un point de vue post-
transcriptionnel pour générer les peptides de mélanocortine, qui activent les récepteurs de la
mélanocortine (notamment MC3R et MC4R dans I’hypothalamus) pour moduler plusieurs
fonctions du systeme nerveux central, de la glande adrénaline et de la peau (76). L’alpha
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mélanocyte stimulating hormone (a-MSH) lors de sa fixation au récepteur de la mélanocortine
contribue a la suppression de la prise alimentaire. De plus, la leptine inhibe les voies
orexigéniques, qui sont médiées par des neurones exprimant I'antagoniste de la mélanocortine,
I’Agouti-related protein, ainsi que le neuropeptide Y (NPY). NPY supprime I'expression de POMC.
Ces deux groupes de neurones récepteurs primaires de la leptine ont des projections vers un
second ordre de neurones exprimant le récepteur de la mélanocortine 4 (MC4R). Une extinction
ciblée de MC4R chez la souris provoque un accroissement de la prise alimentaire et augmente la
quantité de masse maigre (77). Ces voies hypothalamiques interagissent avec d’autres centres
nerveux pour réguler I'appétit et moduler les signaux vers la périphérie ce qui régule le
métabolisme et la dépense énergétique. L'obésité humaine peut donc résulter d’une série de

défauts dans la voie impliquant la leptine et la mélanocortine.

Mutation des génes de la leptine et du récepteur de la leptine :

Des frameshifts homozygotes, mutations nonsens ou faux sens du géne de la leptine (LEP) ont été
identifiées et résultent en une incapacité a produire de la leptine. Les patients avec ces mutations
sont séverement obeses deés leur jeune age, et leurs niveaux de leptine sont sous les niveaux de
détection (78). Ce défaut congénital en leptine peut étre traité par des injections quotidiennes de
leptine humaine recombinante, corrigeant toutes les anomalies métaboliques chez ces patients.
Jusqu’a 3% des patients séverement obéses sont porteurs d’'une mutation perte de fonction
touchant le récepteur de la leptine (LEPR) (79). Les phénotypes associés avec une déficience en
leptine ou en son récepteur sont trés semblables et montrent que chez les humains, la leptine est
un régulateur central de la balance énergétique et du comportement alimentaire, de la fonction
neuroendocrine et de I'immunité. Ces patients peuvent maintenant bénéficier d’un traitement

par setmelanotide par voie injectable, un agoniste de MC4R (80).

Régulation de la prise alimentaire :

Les patients déficients en leptine ou en son récepteur naissent avec un poids normal mais

prennent rapidement du poids lors des premiers mois de vie, ce qui entraine une obésité sévére.
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Les éléments marquants de ces déficiences sont I’hyperphagie, un comportement agressif en cas
de privation alimentaire, ainsi qu’une satiété non fonctionnelle, qui entraine la recherche de
nourriture trés rapidement aprés la fin d’un repas (81). L’effet principal de la prise de leptine se
retrouve sur la prise alimentaire, avec une normalisation de I’hyperphagie et une satiété
fonctionnelle. La leptine intervient également dans le mécanisme de récompense alimentaire.
L'imagerie IRM a montré des changements impactant la circulation sanguine, qui traduisent des
changements dans |'activation de neurones, et ce en réponse a des images représentant de la
nourriture comparé a des images n’en représentant pas (82). Lors de I'état de déficience en
leptine, la présentation de ces images représentant de la nourriture était associée avec une
augmentation marquée de I'activation neuronale au niveau du striatum ventral, une aire associée
au plaisir et a la récompense. Ces données semblent indiquer que le striatum ventral n’est pas
directement impliqué dans le fait d’aimer la nourriture ingérée, mais dans le fait de vouloir ingérer
cette nourriture (83). Chez les rongeurs, les récepteurs a la leptine sont exprimés au niveau du
systéme mésolymbique, connu pour gérer la récompense associée aux différentes substances.
L'administration de leptine diminue le seuil d’activation des neurones dopaminergiques associés
a ce systéme, et le KO des récepteurs a la leptine au niveau de ces neurones augmente la prise

alimentaire (84).

Régulation de la dépense énergétique et de I'oxydation des graisses :

Chez les individus déficients en leptine, les niveaux du métabolisme basal et de la dépense
énergétique sont adaptés a la composition du corps de ces patients. || a été montré que
I'administration de leptine ne diminue pas le niveau du métabolisme basal suite a la perte de
poids. Et étant donné que la perte de poids par d’autres moyens est associée avec une diminution
de ce métabolisme basal, cette absence d’effet sur le métabolisme basal est notable (81). Le
phénoméne d’adaptation métabolique a la perte de poids est bien connu, et correspond a une
diminution du métabolisme basal plus importante par rapport a celle que la perte de poids seule
aurait normalement di provoquer. D’autre études ont par la suite confirmé le fait que la leptine

agit sur la dépense énergétique chez les humains, étant donné que la diminution de la dépense
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énergétique basale observée apres une perte de poids de 10% est atténuée par I'administration
de leptine (85).

Une déficience en leptine est caractérisée par une accumulation préférentielle de masse grasse
sous cutanée, et la perte de poids résulte préférentiellement en une perte de masse grasse (81).
Chez les souris, la leptine stimule I’'oxydation des acides gras dans les muscles via la stimulation
de 'AMP kinase (86). Et chez les humains déficients en leptine, une mauvaise oxydation des
graisses a été retrouvée (87). Des anomalies de la fonction nerveuse sympathique ont été
retrouvées chez des adultes déficients en production de leptine avec en particulier des anomalies
dans les fonctions efférentes liées a la thermogénéese (88). Des modifications de la fonction
thyroidienne, liée elle aussi a la dépense énergétique, ont également été observées chez des
patients déficients en leptine ou pour son récepteur (89). Des données obtenues sur des rongeurs
montrent que la leptine est nécessaire pour la biosynthése et la sécrétion de la thyrotropine-
releasing hormone. Une déficience compléte en leptine est associée avec un niveau modéré
d’hypothyroidisme hypothalamique caractérisé par un faible niveau de thyroxine circulante et un
haut niveau de thyroide-stimulating hormone, qui elle est inactive. Des effets similaires ont été
observés chez des humains ayant perdu du poids et ont été corrigés par administration de leptine.
Cela est également valable dans certains cas chez des patients déficients en récepteur a la leptine

(90,91).

La leptine en tant que déclencheur métabolique de la puberté :

Une déficience en leptine est associée a I'hypogonadisme hypogonadotropique et au
développement pubertaire non fonctionnel (92). L’administration de leptine permet la survenue
d’un développement pubertaire avec un timing relativement normal, ce qui suggere que la leptine
est un facteur permissif de la survenue de la puberté chez I’lhumain (81). Néanmoins la survenue
de menstruations retardées mais spontanées chez des patientes déficientes en leptine est
possible. Il semblerait que I'exces de masse grasse chez ces patientes provoquerait la sécrétion
de suffisamment d’cestrogénes par réaction d’aromatase pour provoquer la survenue de

menstruations irrégulieres méme en l'absence de caractéres sexuels secondaires pleinement
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développés. La leptine semble agir sur le systeme reproducteur via plusieurs autres molécules
incluant la kisspeptine, qui via le récepteur GPR54 provoque la libération de GH-releasing

hormone, ainsi que via des cellules nerveuses incluant le premmamillary nucleus (93).

La leptine comme médiateur de la régulation nutritionnelle de la fonction immune :

La leptine stimule la réponse inflammatoire, la prolifération de lymphocyte T et la production de
cytokines Th1 durant le je(ine chez des souris normales et chez des souris ob/ob, ce qui montre
son réle sur la réponse immunitaire. Il semblerait également que la leptine soit impliquée dans la
médiation de la réponse systémique a I'état septique et aux maladies parasitaires (94). Les
patients déficients en leptine ont plus fréquemment des infections et des anomalies marquées
du nombre et du bon fonctionnement des lymphocytes T, fréquence qui se normalise lors d’un
traitement en leptine (81). Ces effets multiples de la leptine sur la réponse immunitaire innée et
adaptative suggerent que la modulation immunitaire par la leptine pourrait avoir un réle

thérapeutique chez les humains.

Mutations perturbant la signalisation via la mélanocortine :

Geéne Symbole Phénotypes associés
Leptine LEP Obésité sévere précoce, hyperphagie, hypogonadisme hypogonadotrope
Récepteur de la Leptine LEPR Obésité sévere précoce, hyperphagie, hypogonadisme hypogonadotrope
Pro-opiomélanocortine POMC Obésité précoce, hyperphagie, insuffisance surrénale, parfois cheveux roux et peau pale
Hyperphagie, obésité précoce, proinsuline élevée, hypoglycémie post-prandiale,
Proconvertase 1 PCSK1
hypogonadisme
récepteur 4 a la mélanocortine MC4R Obésité précoce, hyperphagie, augmentation de la masse grasse et maigre
facteur neurotrophique dérivé
BDNF Obésité sévere, hyperphagie
du cerveau
tyrosine kinase receptor
TRKB Obésité précoce sévere, hyperphagie

tropomycin-related kinase B
Obésité, hyperphagie, parfois associée a une déficience intellectuelle (avec des troubles
single minded 1 SIM1
ressemblant au syndrome de Prader-Willi)

Adénylate Cyclase 3 ADCY3 Obésité, hyperphagie, anosmie

Table 1 : Tableau récapitulatif des phénotypes associés aux genes impliqués dans la voie
mélanocortine (95,96).
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La leptine module la balance énergétique via une combinaison de voies dépendant ou non de la
mélanocortine. Chez les humains, des mutations perte de fonction de POMC meénent a
I’hyperphagie, une obésité précoce, une déficience en adrenocorticotrophine (ACTH) associée a
une défaillance cardiorespiratoire a la naissance par insuffisance surrénale aigue, et une hypo
pigmentation de la peau et parfois des cheveux (97). Les porteurs de mutations « perte de
fonction » hétérozygotes ont un risque plus élevé que la moyenne de devenir en surpoids ou
obése. Il a été décrit que plusieurs mutations hétérozygotes de POMC et pertes de fonction des
alpha et beta melanocyte-stimulating hormones (alpha et béta-MSH) augmentent
significativement le risque d’obésité mais ne sont pas toujours associées a I'obésité (98). Cela met
en évidence un role de la beta MSH dans le controle de ’homéostasie énergétique. Via la
caractérisation fonctionnelle de ces mutations associées a I'obésité, il a été prouvé que le N
terminal de POMC joue un role dans le tri et la sécrétion des peptides dérivés de POMC (99). Ces
patients peuvent dorénavant également bénéficier d’un traitement par setmelanotide (100).

La pro-hormone convertase 1 (PCSK1) est une enzyme impliquée dans la coupure de POMC en
ACTH, elle-méme ensuite clivée en alpha-MSH par la carboxypeptidase E. Les humains déficients
pour PCSK1 sont sévérement obéses et sont déficients en glucocorticoides, souffrent d’'un
hypogonadisme hypogonadotropique et d’une hypoglycémie postprandiale, qui survient a la suite
d’une transformation non fonctionnelle de la pro-insuline en insuline (101). Des niveaux élevés
de pro insuline plasmatique dans le contexte de faibles niveaux en insuline mature sont la base
du diagnostic de ce trouble. Un signe clinique majeur touchant ces patients est la trés faible
absorption de leur intestin gréle lors de la période néonatale, attribué a une maturation non
fonctionnelle des propeptides des cellules enteroendocrines et nerveuses qui expriment PCSK1
dans l'intestin (102).

Des mutations de MC4R sont retrouvées chez 5 a 6% des patients souffrant d’obésité sévere
précoce, et environ chez une personne sur 1000 dans la population générale du Royaume-Uni, ce
qui en fait 'une des maladies monogéniques les plus fréquentes (103). Les mutations de MC4R
sont héritées de maniere codominante, avec une pénétrance et une expression variable chez les
porteurs hétérozygotes. La plupart de ces mutations de MC4R causant une maladie agissent sur

I’expression et I'adressage du récepteur vers la surface cellulaire (103). MC4R est maintenant
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séquencé de plus en plus souvent lors du diagnostic d’enfants séverement obéses. Dans le cas de
sujets porteurs d’une mutation homozygote, on retrouve une obésité séveére associée a une
hyperphagie dés les premiers mois. Dans le cas d’une mutation hétérozygote, le phénotype est

moins sévese, avec une obésité généralement plus tardive voir parfois absente (104,105).

Régulation de la prise énergétique, de la dépense énergétique et de I'oxydation des graisses :

La déficience de MC4R a été caractérisée comme provoquant de I’hyperphagie, une
augmentation de la masse maigre, via une relation génotype-phénotype proportionnelle au degré
de dysfonction du récepteur (106). Ces caractéristiques sont également retrouvées pour les
patients porteurs d’'une mutation hétérozygote affectant la production d’alpha et béta-MSH
(107). D’autres études ont également mis en évidence que MC4R joue un réle dans I'oxydation
des graisses la répartition des nutriments. Ces effets sont également observés chez les rongeurs
et semblent étre régulés par le systeme nerveux sympathique. Certaines des origines du signal
sympathique vers le tissu adipeux blanc ont été identifiées au niveau de zones hypothalamiques
exprimant MC4R, en particulier le noyau para-ventriculaire. De plus, I'administration
intracérébroventriculaire d’agonistes de la mélanocortine a montré une augmentation de
I'activité nerveuse sympathique dans le tissu adipeux blanc et une modulation du métabolisme
du triacylglycérol favorisant la mobilisation des lipides (108). Un blocage central du récepteur a
la mélanocortine par voie pharmacologique méne a une prise de poids moins importante chez
des souris triplement déficientes pour la voie adrénergique (récepteurs beta-adrénergiques béta
1, 2 et 3) que chez des souris controles, ce qui suggere une diminution du tonus sympathique vers
le tissu adipeux blanc, qui favorise I'accumulation de graisses, et pourrait donc étre un mécanisme
important par lequel la déficience en MC4R meéne a I'obésité (108). Cette action sur le tonus
sympathique se retrouve également par une modification de la pression artérielle chez les
patients porteurs d’'une mutation de MC4R. Les effets chez 'Homme du setmelanotide, un
agoniste de MC4R, sur la diminution de la prise de poids et de I’hyperphagie, renforcent cette

hypothése (80,100).
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Régulation de la croissance :

Des mutations de MC4R sont parfois associées a une accélération de la croissance
disproportionnée par rapport au dégrée d’obésité des patients atteints. Une hyperinsulinémie est
retrouvée chez de jeunes enfants déficient en MC4R, qui persiste a la suite de I'enfance et est un
facteur prédominent de I'augmentation de la croissance (106). Alors que la sécrétion pulsatile
d’hormone de croissance (GH) est supprimée chez les contrbles obeses, les niveaux de GH
n’étaient parfois pas compléetement supprimés chez les adultes déficients en MC4R, ce qui
suggere que la suppression de la sécrétion pulsatile de GH lors de I'obésité peut étre médiée par
MC4R (109). La sécrétion de GH est sous le contrdle réciproque de la GH-releasing hormone
(GHRH), qui détermine I'amplitude du pic de GH, et de la somatostatine, qui détermine les
niveaux de GH en inhibant le relargage de la GHRH et la sécrétion de GH. Bien qu’il n’y ait pas
d’étude concernant le relargage de GH chez les souris KO pour MC4R, 'axe somatotrope a été
étudié chez la souris agouti, qui surexprime la protéine Agouti, un antagoniste naturel de MC4R.
Il a été montré que bien que I'expression de I’ARN messager de GHRH dans le noyau arqué de la
souris obése agouti était inchangée, le contenu en peptide de la somatostatine et les niveaux de
ARNm de la somatostatine dans le noyau périventriculaire étaient diminués de 50% chez les

modeéles wild-type (110).

Mutations des molécules en aval de MC4R :

Le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) est un des nombreux facteurs de croissance
nerveux qui intervient via le tyrosine kinase receptor tropomycin-related kinase B (TrkB). Des
injections de BDNF réduisent la prise de nourriture chez les modeles de souris déficients pour
MCA4R, ce qui suggere que les intervenants BDNF et TrkB se trouveraient en aval de MC4R sur la
voie de signalisation (111). Les souris haploinsuffisantes et celles chez qui BDNF a été supprimé
apres la naissance sont obéses, hyperphagiques et hyperactives. Il a été rapporté un enfant
séverement obeése, avec une mémoire a court terme déficiente, et retard de développement, qui
était porteur d’une mutation faux sens de-novo impactant la fonction de TrkB (112). Egalement

un patient possédant une inversion de-novo touchant le locus de BDNF et impactant son
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expression. Il a également été montré chez des patients souffrant du syndrome de WAGR une
série de délétions couvrant le locus de BDNF associées a |'obésité précoce (113).

Une autre molécule que I'on pense agir en aval des neurones exprimant MC4R est single minded
1 (SIM1), un facteur de transcription impliqué dans le développement des noyaux
paraventriculaires et supraoptiques de I’hypothalamus. Une translocation équilibrée de novo qui
touche SIM1, et les mutations faux sens de SIM1 causent une obésité sévere et un retard de
développement plus ou moins poussé (114). Les souris hétérozygotes déficientes pour SIM1 sont
hyperphagiques et obéses et ont une croissance augmentée (115). Par ailleurs une étude récente
parue dans JC/ montre que 9 nouveaux variants hétérozygotes de SIM1 réduisent son activité et
conduisent a des phénotypes hyperphagiques et obéses (116,117). Les cibles transcriptionelles
de SIM1 sont inconnues, mais une de ses cibles potentielles est le neuropeptide ocytocine. Les
niveaux d’ARN messagers d’ocytocine sont diminués de facon proportionnelle avec la diminution
de I'expression du géne SIM1 dans les modeéles de souris déficients pour SIM1. L’hyperphagie
observée chez les animaux haploinsuffisants pour SIM1 est diminuée par administration
d’ocytocine, et accentuée par administration d’antagonistes aux récepteurs de I’ocytocine (118).
Plusieurs mutations homozygotes du géne de I’Adénylate Cyclase 3 (ADCY3) ont également été
montré comme étant la cause de cas d’obésités accompagnés d’hyperphagie dans une population

consanguine pakistanaise dans laquelle 30% des cas d’obésité séveres sont monogéniques (95).

Syndromes d’obésité développementale incluant un disfonctionnement ciliaire :

Le syndrome de Bardet-Bied| (BBS) est une maladie autosomique récessive caractérisée par des
difficultés d’apprentissage, une polydactylie, une dystrophie rétinienne, un hypogonadisme, des
anomalies rénales, et une obésité. Le BBS est génétiquement hétérogéne, avec des mutations
dans plus de 21 genes identifiés (119). Beaucoup de ces génes semblent impacter des protéines
localisées dans le corps basal, un élément clef du cil que I'on pense important pour la détection
intracellulaire chez les cellules mammiféres dont les neurones (120). D’autres anomalies de la
fonction ciliaire (comme les syndromes d’Alstrom ou de Carpenter) peuvent également mener a

I'obésité, mais avec des manifestations cliniques différentes (121). Des études récentes ont
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suggéré une connexion entre la fonction ciliaire et la voie de la leptine. Le KO conditionné de
protéines impliquées dans le transport intraflagellaire chez la souris conduisent a I’hyperphagie
et I'obésité. Ce phénotype est retrouvé quand la perte de la fonction ciliaire est limitée aux
neurones et quand celle-ci touche spécifiquement les neurones exprimant POMC (122). Le réle
des cils dans des populations clefs de neurones impliquées dans ’homéostasie énergétique est

amené a devenir un sujet d’étude majeur dans I'avenir.

Les désordres génétiques sujets a empreinte :

Le syndrome de Prader-Willi (PWS) est un syndrome associant hypotonie, retard mental, petite
taille, hypogonadisme, hyperphagie et obésité, et qui est causé par I'absence d’expression de
génes du chromosome 15q11-13, du fait de leur empreinte (le phénomene épigénétique
déterminant conduisant a I'expression unique de la copie maternelle ou paternelle) a une
expression uniquement de la copie paternelle du segment de chromosome. De hautes
concentrations sériques de ghréline et la perte des neurones producteurs d’ocytocine dans le
cerveau des patients atteints suggérent un réle majeur de ces éléments (123,124).

La dystrophie héréditaire d’Albright (AHO) est une maladie autosomique dominante provoquée
par une mutation de GNAS, qui diminue I'expression de la protéine Gs-alpha. La transcription
maternelle de ces mutations méne a I’AHO, qui se traduit par une petite taille, une obésité, des
défauts squelettiques, et un odorat non fonctionnel, et conduit également a une résistance a
différentes hormones (comme I’'hormone parathyroide) qui active la protéine Gs au niveau de ses
tissus cibles. La transmission paternelle de ces mutations conduit uniguement au phénotype de
I’AHO (125). Les souris déficientes en Gs-alpha d’origine maternelle sont obéses, et comme les
souris déficientes pour MC4R, possédent un tonus sympathique réduit, mais ne sont pas
hyperphagiques (126). Les signaux transitant par Gs-alpha semblent jouer sur les effets de la
mélanocortine sur la prise alimentaire, alors que les signaux transitant par par Gs-alpha semblent

médier les effets de la mélanocortine sur le tonus sympathique et la dépense énergétique.
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Les Copy Number Variants :

Les copy number variant (CNV), sont des variations génétiques incluant des gains (duplications ou
insertions), des pertes (délétions) ou des réarrangements, et sont estimés comme participants
pour 18% de la variabilité héritée au niveau de I'expression génique ((127) et Figure 9). Les
mécanismes provoquant leur apparitions sont nombreux, complexes, et encore mals connus
(128). Leur taille minimum est définie a 1kb, mais les CNV peuvent atteindre la taille d’un
chromosome entier. Plusieurs Copy Number Variants (CNV) rares ont été identifiés de facon
récurrente chez des patients sévérement obéses, par rapport aux controles de poids normal
(129,130). Les auteurs d’une étude ont analysé par puces CGH 300 individus sévérement obeses,
et pour certains également atteints de déficiences intellectuelles, issus de la cohorte Genetics of
Obesity Study. lls se sont intéressés aux patients non mutés pour un gene connu de I'obésité
monogénique, et ont recherché les délétions rares fortement enrichies chez ces individus par
rapport a plus de 7000 contréles du Welcome Trust Case Control Consortium 2. lls ont identifié
une délétion d’environ 220 kb au niveau de la région chr 16p11.2, et touchant quelques génes,
dont SH2B1, connu pour son implication dans les voies de la leptine et de I'insuline (130). Les
patients touchés par ce CNV prennent du poids lors des premiéres années de vie, avec une
hyperphagie et des niveaux d’insuline plasmatique tres élevés comparés a des individus d’age et
d’IMC comparables. Ce phénotype se rapproche de celui de souris ayant subi une délétion ciblée
de SH2B1 (131). lls ont également identifié une délétion d’un autre segment d’en moyenne
593kb, toujours au niveau du chromosome 16p11.2 et couvrant prés de 30 genes dont SH2B1.
Cette délétion a été également trouvé tres fortement associée a I'obésité ainsi qu’a la déficience
intellectuelle dans une autre étude parue en 2010, et lors de laquelle les auteurs se sont
intéressés aux données de puces CGH, de gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction), de
QMPSF (quantitative multiplex polymerase chain reaction of short fluorescent fragments) et de
FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) issues de plusieurs milliers de patients de différentes
cohortes utilisées pour des GWAS ou adressés a des centres de diagnostic pour une obésité sévere
associé ou non a une déficience intellectuelle (129). Par ailleurs, cette délétion est également

associée a une macrocephalie (132). Il est a noter que la duplication en miroir de cette délétion
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du segment de chromosome 16p11.2 de 593kb est associée avec une diminution de I'lMC, des
déficiences intellectuelles accompagnées de troubles alimentaires, ainsi qu’avec une
microcéphalie. Cette duplication provoque donc un phénotype en miroir concernant I'obésité,

ainsi que pour la circonférence cranienne, par rapport a la délétion (133).

N B &
3 B &2

Figure 9 : Exemple de CNV. En haut, le génome de référence. Au milieu, le segment B a disparu,
présence d’'un CNV de type délétion. En bas, le segment B est présent en plusieurs exemplaires,
présence d’un CNV de type duplication.

Les variants génétiques communs associés a un risque plus élevé de survenue de 'obésité :

En génotypant plusieurs centaines de milliers de SNPs sur plus de 75% du génome, les genome
wide association studies (GWAS) effectués sur des cohortes et s’intéressant a I'lMC ou a des cas-
controles congus pour I'étude I'obésité ont permis I'identification de nombreux loci d’intérét. Ces
études sont basées sur la supposition que I'héritabilité des maladies communes est constituées
d’un grand nombre de variants pathogenes communs, ayant une fréquence de I'allele mineur
(MAF) supérieur a 1% (8). Les premiers loci détectés contenaient les variants du géne FTO (59) et
des variants environ 200 kb en aval de MC4R (134).

Il est important de noter que les GWAS identifient des associations entre des traits phénotypiques
ou des maladies et des régions du génome, et non des génes. Beaucoup des éléments identifiés
se trouvent dans des régions non codantes du génome, et I'interprétation du role de ces éléments
se base en grande partie sur les annotations connues au niveau de ces régions. Les genes se

trouvant au niveau de régions d’intérét issues de GWAS sont classés comme candidats potentiels
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en tant que cause de I'association, mais I'association pourrait également provenir d’interactions
génétiques a longue distance, ou d’autres mécanismes encore mals connus. La compréhension

des mécanismes biologiques a I'ceuvre lors de ces associations est encore balbutiante.

Trouver de nouvelles étiologies dans I'obésité humaine :

Les variants fréquents découverts par les GWAS ont tous en communs d’étre a effets modérés
sur le risque d’obésité (odds ratio par allele compris entre 1,2 et 1,5), et la variabilité expliquée
par les loci issus de GWAS reste limitée, autour de 10%. Il est possible que I'héritabilité des
phénotypes liés a I'obésité ait été surestimée, étant donné que les effets de I'environnement
partagé entre individus, et dans le cas de jumeaux, de I'environnement in utero, sont difficiles a
séparer de ceux hérités (8).

Concernant I'obésité, les variants communs influencant la susceptibilité a I'obésité, et les variant
rares plus pénétrants, dont des CNV, peuvent se trouver aux mémes loci (par exemple au niveau
de MC4R ou SH2B1) (134). Actuellement, la recherche de variants génétique rares se base sur le
séquencage de nouvelle génération, ou séquencage a haut débit, via le séquencage d’exome
entier (WES), grace auquel des dizaines de milliers de variants codant sont identifiés par individu
(135). Tous les variants ne seront pas identifiés, a cause de variabilités dans les profondeurs de
couverture, de mauvais alignements des séquences (reads), et de la complexité des régions
répétées du génome. Les variant détectés doivent étre minutieusement examinés pour identifier
les variants pathogenes potentiels. Des données fonctionnelles, ainsi que des prédictions des
conséquences des variants sur les protéines codées peuvent également étre incluses comme
criteres. Alors que les méthodes d’analyses informatiques et statistiques progressent en
permanence, la puissance du séquencage sera au final limitée par le matériel génétique
séquencé. Comme toutes les autres approches sans hypothése, les approches méthodologiques
initiales ont généralement eu tendance a séquencer des individus appariés (136), ou opposés au
niveau du spectre phénotypique (par exemple comparer des individus normo-glycémiques avec
des individus extemement obéses) (137). Quasiment toutes les études visant a trouver des génes

associés a I'obésité se sont intéressées aux phénotypes extrémes d’obésité. Mais les modeles
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animaux, ainsi que d’autres modeéles ou des analogies avec d’autres maladies suggerent qu’il
serait utile d’étudier des individus minces et en bonne santé. La minceur semble étre un trait
stable et héritable tout comme I'obésité (138). L'application de I'approche du séquengage a des
groupes de patients particuliers, aussi bien minces qu’obéses, a le potentiel d’apporter de grands
progres dans la découverte de génes liés au métabolisme humain.

La technologie du séquencage a déja été utilisée pour le diagnostic génétique et I'identification
des nouvelles protéines impactées dans plusieurs maladies mendéliennes, mais son implication
concernant des maladies complexes comme I'obésité est plus compliquée (139). Comprendre le
potentiel pathogénique de mutations individuelles dans le contexte de variation au niveau
d’autres loci pouvant également intervenir complexifie le développement d’approches
physiologiquement appropriées au niveau de modeles cellulaires ou animaux pour décortiquer la
causalité de ces variants.

Bien qu’il soit difficile de faire la distinction entre des effets purement environnementaux et des
interactions entre I'environnement et des facteurs épigénétiques, la mesure des variations
épigénétiques a I'échelle du génome a été récemment rendue possible par des techniques
comme les puces (microarray) spécifiques ciblant des sites méthylés. Chez les primates,
I’exposition de la meére a une nourriture riche en graisse durant la grossesse a d’'importantes
répercussions sur le développement de maladies métaboliques chez sa progéniture (140). Chez
I’humain, une étude a montré I'existence de plusieurs régions méthylées différentes entre
individus, mais stables dans le temps, et qui sont associées avec I'IMC (141).

De nombreux autres éléments influencant ou régulant la survenue et I'évolution de I'obésité
seront encore découverts, mais leur transposition en éléments utilisables dans une pratique

clinique reste un gros défi a venir.

Diagnostic, recherche et prévention :

Phénotypes obeses :

Comme mentionné précédemment, les patients obéses souffrant de désordres métaboliques,

comme l'insulino-résistance, ou la dyslipidémie, ont régulierement un excés de graisse
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abdominale. Les scanners ou I'imagerie par résonnance magnétique (IRM) peuvent fournir une
estimation de la quantité de graisse stockée dans les différents tissus, dépots qui varient
grandement entre individus, mais ils ne sont pas utilisés en routine pour réaliser un diagnostic de
I'obésité. La présence simultanée d’une forte adiposité combinée avec une faible masse ainsi
gu’une altération de la fonction musculaire (la sarcopénie) pourrait étre associée avec une
prévalence augmentée d’anomalies cardio-métaboliques par rapport a des individus de méme
IMC mais avec une masse musculaire plus importante (142). Ce diagnostic est connu sous le nom
« d’obésité sarcopénique ».

Le phénotype obése métaboliquement sain est une catégorie utilisée pour décrire les individus
obéses qui ne présentent pas les critéres cliniques du syndrome métabolique (143). A I'dge
adulte, le principal élément prédicteur du passage d’un phénotype métaboliquement sain a celui
d’un phénotype présentant les symptomes du syndrome métabolique est I'accumulation de
graisse viscérale (144). Néanmoins, les discussions sont nombreuses concernant le phénotype
métaboliquement sain, car celui-ci est mal défini et a également tendance a se présenter comme
un phénomene transitoire, voire a ne pas étre totalement bénin étant donné que ce n’est souvent
gu’une question de temps avant que les complications habituelles pour un individu obése ne se
développent (143).

Enfin, une obésité a poids normal a également été décrite comme une pathologie métabolique.
Plusieurs études ont mis en évidence les risques de santé pour les individus atteint par ce
phénoméne, en particulier des populations asiatiques, dont les valeurs limites d’'IMC normal sont
généralement entre 23 et 24 kg/m2, pour les hommes et les femmes, respectivement (145). Ce
qui met également en évidence que les valeurs d’'IMC doivent étre adaptés aux différentes

ethnies.

Evaluation :

L'IMC doit étre mesuré pour tous les individus dans des conditions d’évaluations cliniques. La
chose étrange dans I'utilisation de I'lMC dans la caractérisation de I'obésité est qu’il n’est pas un

excellent indicateur de I'adiposité, mais un trés bon estimateur du risque de développer des
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maladies cardiovasculaires. Et I'utilisation du rapport tour de taille sur tour de hanche améliore
encore la précision de cet indice pour la prédiction du risque de développer des maladies cardio-
vasculaires (146). Les mesures de I'IMC devraient étre accompagnées d’indices représentatifs de
la forme que prend cette obésité (comme le tour de taille) et d’autres indicateurs (comme la
pression sanguine, la glycémie ou les niveaux de cholestérol) de facon a identifier précisément le
risque encouru par les individus obéses.

Le surpoids et I’obésité sont définis chez les adultes par 'utilisation de I'[MC. Et chez les enfants,
I'IMC Z-score est souvent préféré (un score basé sur la déviation standard de I'lMC), de fagon a
analyser plus facilement différentes ethnies (147). Pour surmonter les limites de I'lMC dans la
pratique clinique, en plus de I’addition du tour de taille, plusieurs indicateurs concernant I’obésité
ont été développés. Ces indices ont été développés de facon a prendre en compte d’autres
facteurs, comme la dyslipidémie et I'homéostasie glucidique, et a faciliter la pratique des
professionnels de santé pour la catégorisation des différents types d’obésité rencontrés et la
bonne adaptation des traitements aux risques encourus par les différents patients. On peut citer
par exemple I'Edmonton Obesity Staging System, le Cardiometabolic Staging System, I'’ATPIII
panel et le Framingham risk score, entre autres (148).

Des mesures de I'épaisseur des plis cutanés et des analyses de I'impédance bioélectrique peuvent
également étre utilisées en clinique pour mesurer la quantité totale de graisse. Néanmoins la
mesure de ces plis et de la conductivité du corps ne sont que des estimateurs de la masse grasse
et de la masse maigre du corps.

Il existe néanmoins des méthodes de référence pour mesurer la graisse totale du corps, mais leur
usage est limité aux laboratoires, étant donné la nécessité d’avoir recours a des techniques
lourdes incluant la densitométrie ou des méthodes basées sur I'imagerie, comme I'IRM ou les

scanners (149).

Prévention :

La prévention de I'obésité doit se focaliser sur le maintien de la perte de poids ou sur le controle

de la prise de poids. Des stratégies de prévention potentielles sont les programmes publics de

47



promotion d’'un mode de vie sain, ainsi que leurs équivalents marketing provenant d’entreprises
privées, visant les habitudes de vie et I'environnement des patients.

De facon générale, ces interventions doivent commencer le plus tot possible, et également chez
les meres. Néanmoins le recul concernant ces interventions prénatales est limité. En effet une
revue systématique des différentes interventions ayant eu lieu durant les premiéres étapes de la
vie (Figure 4) met en évidence que seules deux ont eu lieu lors de la période prénatale, sans effet
sur I'IMC des enfants I'ayant suivie (150). Ces interventions incluent des pratiques visant le mode
de vie durant la grossesse, comme du conseil diététique, du coaching et de I'activité physique, le
suivi et le contréle du diabéte gestationnel via des conseils diététiques, un contrdle de la
glycémie, ou I'administration d’insuline si nécessaire (151). Comme exemple d’interventions
efficaces, on peut citer que 8 visites a domicile par des professionnels de santé se concentrant
sur le régime alimentaire de I'’enfant et son activité physique ont été effectuées durant les 24
premiers mois de la vie de I'enfant (152). Ou encore des professionnels de santé ayant apporté
des conseils pour le régime alimentaire de la mére et de I’enfant, en combinant des visites a
domicile et des séances en groupes (153). Selon une autre revue, quelques études effectuées
chez des enfants de moins de deux ans et visant a encourager de bonnes pratiques alimentaires
en combinant de I'’éducation nutritionnelle et de I'activité physique ont eu lieu, mais sans effet
apparent sur le poids des enfants les ayant suivies (154).

Méme si I'efficacité de ces programmes de prévention de I'obésité chez les enfants ont montré
des résultats divers et parfois conflictuels, plusieurs stratégies ont prouvé leur efficacité, comme
la mise en place d’'une éducation nutritionnelle, une augmentation de la quantité d’heures
d’activité physiques dans les programmes scolaires, et la mise a disposition de nourriture
compatible avec un mode de vie sain a I‘école (155). Peu d’informations sont actuellement
disponibles concernant I'efficacité des stratégies visant I’environnement de vie des enfants, ou
les technologies de monitoring santé concernant les enfants et les parents. Pratiquer ces
différentes stratégies d’information en tant que soins de premiere ligne pourrait améliorer les
pratiques parentales et encourager les habitudes alimentaires plus saines, mais les études

actuelles ne font encore état que d’un effet limité.
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La complexité de I'obésité nécessite des interventions a plusieurs niveaux qui requierent une
approche systémique. Les approches a plusieurs niveaux et a plusieurs éléments se concentrent
sur le fait de changer les habitudes de vie, en partant de I'individu, souvent des enfants ou des
adolescents, en passant par les écoles, jusqu’aux différentes communautés dont les enfants font
partie. Pour développer efficacement ces stratégies, celles-ci doivent prendre en compte les
populations auxquelles elles s’adressent, ainsi que les différentes opportunités qu’elles ont pour
les toucher. Selon le rapport de I'OMS intitulé Ending Childhood Obesity (156), les différents
facteurs a prendre en compte incluent le lien entre la santé maternelle et infantile, I'éducation
nutritionnelle et I'’éducation de santé en général, la perception des parents de ce qu’est une
croissance et un développement sain pour leur enfant, la pression des pairs, le régime alimentaire
familial et les habitudes de vie sportive, ainsi que le réle de I'environnement construit et de la
place de la nourriture dans celui-ci. Un point de vue tres large est nécessaire, étant donné que se
focaliser sur un nombre limité d’éléments ou uniquement sur I'aspect santé a peu de chances
d’étre efficace. Enfin malgré le grand nombre de limites identifiées concernant les programmes
de prévention de I'obésité infantile, ceux-ci doivent continuer, étant donné qu’aucune approche
n’est a I’heure actuelle plus efficace. L’auto-suivi est également un élément trés important dans
la perte de poids (157).

Les objectifs actuels du management de I'obésité sont centrés sur la perte de poids avec une
approche progressive commengant par des traitements a bas risque, comme des interventions
visant le style de vie, des changements d’alimentation et de l'activité physique en tant que
premiére approche, suivi ensuite par des traitements médicamenteux ou la chirurgie dans
certains cas. Des bonnes pratiques ont été mises en place aux Etats-Unis, au Royaume-Uni et en
Europe pour aider les professionnels de santé dans le traitement des patients souffrant d’obésité
(158,159). La réponse a ces différents traitements varie selon les individus, et les stratégies de

perte de poids peuvent étre différentes des stratégies de maintien du poids.
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Interventions sur le style de vie :

Les modifications du comportement dans des programmes visant le style de vie ont été une partie
importante des programmes de réduction du poids depuis plus d’un quart de siecle. Une méta
analyse a montré une perte de poids moyenne de 3,01 kg lors de changements de style de vie
(160). Ces changements aident les patients a comprendre et surveiller leur comportement
alimentaire, des éléments qui déclenchent leurs exces, en passant par les lieux, la nourriture
consommée et la vitesse a laquelle elle est consommée, jusqu’aux conséquences de ces exces et
comment les éviter. Ces interventions sur le style de vie consistent également en des stratégies
pour aider les patients a mettre en place un comportement sain et volontaire, a apprendre a
dominer leurs pulsions et a gérer le stress. Les innovations les plus récentes dans I"'univers de ces
interventions visant le style de vie sous I'apparition des outils de suivi en ligne, incluant des mails

de suivi automatique, du conseil et des thérapies en ligne (161).

L’effet des Régimes :

Les régimes en tant que méthodes pour contréler le poids ont seulement été rigoureusement
testés par essais randomisés depuis 20 ans. Une balance énergétique négative via restriction
calorique est habituellement utilisée pour réaliser une perte de poids lors d’un régime, et tous les
régimes produisent en moyenne un effet. Une restriction de 500 kcal (kilocalories) par jour ou
une restriction calorique individualisée correspondant a -30% des apports habituels, ou encore
un régime avec 1200 kcal absorbée par jour pour les femmes et 1500 kcal pour les hommes est
généralement ce qui est recommandé. De facon intéressante, améliorer le régime alimentaire
dans sa qualité sans une réduction de I'apport calorique (par exemple le passage au régime
alimentaire méditerranéen) peut également permettre de perdre du poids (162). Dans une méta-
analyse de plusieurs régimes populaires, les régimes pauvres en carbohydrates permettent en
moyenne une perte de poids de 7,25 kg apres 12 mois, en comparaison des 7,27 kg de perte
moyenne de 12 mois pour les régimes pauvres en graisses (163). Les différences de perte de poids

entre individus lors de régimes sont tres élevées, certaines personnes perdant beaucoup de poids
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et d’autres gagnants méme du poids. Des variations génétiques pourraient expliquer au moins
une partie des différences dans la perte de poids entre individus lors de régimes (164).

Des différences dans la composition en macronutriments de ces différents régimes n’en
favorisent pas toujours un par rapport aux autres, ce qui inclut un stress pour le patient dans le
choix du régime a effectuer. Il est préférable de favoriser un régime alimentaire sain a un régime
uniquement de restriction alimentaire, comme le passage au régime alimentaire méditerranéen,
qui peut de plus étre utilisé avec un faible apport calorique (165). Les régimes pauvres en graisses
sont associés a des niveaux plus faibles de lipoprotéines de faible densité, et les régimes riches
en graisses a des niveaux plus faibles de triglycérides et de lipoprotéines de haute densité. Mais
ces effets sont valables a court terme et disparaissent sur le long terme quand la perte de poids
atteint un plateau et que les poids ne sont plus différents entres les différents groupes de régimes
(166).

Pour un maintien a long terme de la perte de poids, I'adhésion a un régime alimentaire sain est
importante, mais la composition en macronutriments pourrait également jouer un réle. Une
consommation plus élevée de protéines, de nourriture avec un indice glycémique faible et une
diminution de la consommation de graisse pourraient aider a maintenir la perte de poids, alors
que les régimes riches en carbohydrates pourraient favoriser la reprise de poids (166). Les
recommandations pour le controle du poids devraient prendre en considération la qualité
générale du régime utilisé et surtout les effets a long terme de ce régime, ainsi que le role d’acides
aminés spécifiques, des acides gras consommés, des substances bioactives consommées, le

nombre et les horaires des repas, ainsi que la répartition en différents macronutriments (167).

Activité physique :

Comme pour tous les individus sédentaires, les recommandations actuelles sont d’augmenter
progressivement I'exercice physique aérobie chez les patients obéses, via des exercices peu
intenses comme la marche rapide, pour atteindre un objectif de plus de 150 minutes d’activité
par semaine (168). Cette stratégie a des bénéfices pour la santé indépendamment de la perte de

poids, étant donné qu’une activité physiqgue modérée diminue le risque de développer un diabéte
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ou une maladie cardiovasculaire, ce qui est potentiellement lié au fait que cette activité physique
modérée peut diminuer le dépot de tissu adipeux viscéral et les dépots de graisses ectopiques
(169). Une méta-analyse a montré que I'activité physique permet une réduction de poids de 1 a
1,5 kg plus importante que via I'utilisation d’un régime seul (170). Pour le maintien du poids a
long terme, 60 a 90 min d’exercice par jour pourraient étre requis (171). Lors de I'essai clinique
Look AHEAD, I'augmentation de l'activité physique durant la premiere année n’a pas été
maintenue a 4 ans, et a résulté en une augmentation du poids par rapport a la fin de la premiére
année, méme si le poids des patients est resté inferieur a leur poids initial 8 ans aprés le début de
I’étude (172). Le type d’activité physique (par exemple, de I'aérobic contre des exercices de
résistance, ou des exercices de forte ou faible intensité) ne semble pas jouer sur la perte de poids.
L'efficacité de I'activité physique sur la réduction du poids a également été montrée chez des
patients porteurs de variants génétiques associés a I'obésité, comme ceux touchant le géne FTO

(173).

Gestion médicalisée :

Les médicaments utilisables chez les patients obeses sont approuvés dans le cadre de leur
utilisation conjointe avec un régime adapté et de I'exercice physique, et aucun n’a été approuvé
pour une utilisation lors de la grossesse, lors de I'allaitement ou chez les enfants (159).
L'utilisation de ces médicaments doit étre réservée a des patients avec une obésité a risque
modéré ou élevé (soit un IMC supérieur a 30 kg/m?, ou a 27 kg/m? si des comorbidités sont
présentes). Etant donné que ces traitements sont prescrits a des patients ayant des difficultés
pour perdre ou maintenir leur poids, un historique des raisons des échecs dans la gestion du poids
doit étre pris en compte. Tous ces traitements fonctionnent en aidant les patients a mieux suivre
leur régime, a part pour l'orlistat ou le cetilistat (uniquement disponibles au Japon), qui aident a
mettre en place un régime pauvre en graisses. De ce fait, ces médicaments ne doivent étre utilisés
gue dans le cadre d’un effort réel de suivi d’'un régime. Il n’y a jusqu’ici aucun médicament idéal.
Tous ceux disponibles peuvent étre efficaces chez un patient. Si un patient n’a pas perdu 4 a 5%

de son poids aprés 3 mois, le traitement médicamenteux doit étre arrété et un nouveau
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traitement basé ou non sur un autre médicament doit étre mis en place (159). La disponibilité de
ces différents médicaments varie selon les pays. L'utilisation d’amphétamines, de
méthamphétamines ou de phenmetrazine est connue et approuvée par la FDA (Food and Drugs
Administration) pour des traitements a court terme (soit moins de 12 semaines), mais pas pour

un traitement a long terme d’un patient obése.

Chirurgie bariatrique :

I
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Figure 10 : Différentes opérations de chirurgie bariatrique (174).

L'utilisation de la chirurgie bariatrique (également connu sous le nom de chirurgie métabolique)
a été rapidement adoptée comme un traitement possible des obésités séveres, et ce en partie
grace aux procédures laparoscopiques a faibles risques. Le critere pour envisager une de ces
chirurgies chez un patient est que celui-ci ait un IMC supérieur a 40 kg/m? ou a 35 kg/m? avec
comorbidités, comme I’hypertension ou la dyslipidémie. Les patients souffrants d’un pré-diabéte
ou d’une apparition récente du diabete peuvent étre candidats a la chirurgie bariatrique avec un
IMC compris entre 30 et 35 kg/m? (175). La chirurgie bariatrique peut étre réalisée au cas par cas
chez des adolescents séverement obeses. Pres d’'un demi-million de chirurgies bariatriques ont
été réalisées dans le monde en 2013 (176). Il existe toute un éventail de procédures et

d’interventions qui résultent en des niveaux variables de perte de poids et ont chacune leurs
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propres risques et bénéfices, qui doivent étre pris en compte dans le choix de I'une ou I'autre de
ces procédures pour un patient donné (Figure 10) (177).

L’évolution de la santé des patients ayant subi une chirurgie bariatrique montre généralement de
bons résultats. L’étude Swedish Obese Subject a suivi 2 000 patients durant 20 ans et ayant été
opérés selon 3 protocoles différents : la gastroplastie verticale calibrée, I'anneau gastrique ou le
bypass gastrique Roux-en-Y (Figure 10). La mortalité chez ces patients a diminué de 24%,
principalement grace un risque réduit d’infarctus du myocarde, et chez les femmes un risque
réduit de cancer par rapport au groupe ayant regu les soins non chirurgicaux (178). D’autres
comorbidités, comme le diabéte de type 2 ou I'apnée du sommeil sont également réduits, ce qui
permet une amélioration de la qualité de vie du patient. La perte de poids moyenne suite a ces
interventions est de 23% a 1 an et de 18% a 20 ans.

Le contrdle de la glycémie s’améliore rapidement chez les patients obéses diabétiques de type 2
suite a la chirurgie bariatrique, ce qui suggere qu’une partie de lI'amélioration de I'état
métabolique est indépendante de la perte de poids (178). Une étude randomisée de la chirurgie
bariatrique contre un traitement médical intensif contre le diabéte de type 2 a montré un meilleur
contréle de la glycémie suite a I'intervention chirurgicale (179). Une étude indique également que
le risque futur de développer des complications micro ou macrovasculaires est également réduit
suite a la chirurgie bariatrique (180). La rémission du diabéte de type 2 est fortement induite par
la perte de poids, bien que certaines hormones comme le glucagon-peptide 1, le polypeptide YY
ou la ghreline aient également été impliqués (181). Mais ces données doivent étre mises en
considération avec les risques encourus lors de la chirurgie, qui peut entrainer des complications
chez un nombre non négligeable de patients. Parmi les 6 études incluses dans une revue, un seul
déces a été rapporté lors de l'utilisation de la chirurgie laparoscopique, mais le taux de
réopération était de 6,7 a 24% dans le cas du bypass gastrique Roux-en-Y, et de 3,3 a 34% dans le
cas de I'anneau gastrique (182).

Certains patients trouvent difficile de s’adapter aux nombreux changements liés a la quantité et
le type de nourriture qu’ils peuvent consommer suite a l'intervention. Une surveillance et
complémentation a vie sont nécessaires pour les carences en vitamines et minéraux dus aux

difficultés d’absorption suivant I'opération. Le dumping syndrome, le reflux gastro-intestinal ou
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I’hypoglycémie peuvent étre particulierement handicapants et difficiles a traiter. Le regain de
poids peut également étre un probleme, et les chirurgies de corrections sont porteuses de
nombreux risques sans garanties de succes (183).

Par ailleurs, il a été montré que les patients porteurs de mutation du gene MC4R subissaient
davantage de complications suite a une opération de chirurgie bariatrique, comme des troubles
de I'alimentation (184). Ces données sont encore préliminaires mais attirent |’attention sur une
problématique a étudier, qui pourrait conduire a la réalisation systématique d’une recherche de

variants avant la réalisation d’une chirurgie bariatrique.

Qualité de vie :

Le poids de I'obésité et du surpoids est considérable et représente une priorité pour le systeme
de santé. D’ici 2030, les co(its de santé liés a I'obésité atteindront 48 a 66 milliards de dollars par
an aux Etats-Unis (40).

L'augmentation du risque pour la population de développer les comorbidités liées a I'obésité,
comme le diabete de type 2, les maladies cardiovasculaires et certains types de cancers
représente une grande partie de ce poids financier (40). Néanmoins, le surpoids et I'obésité sont
également connus pour avoir un effet conséquent sur le statut émotionnel d’un individu, son
estime de soi et sa santé psychologique (185). Le surpoids et I'obésité sont également associés a
une qualité de vie liée a la santé moins élevée que pour les individus de poids normal. Des études
conduites aux Etats-Unis, au Canada, en Europe ou en Australie ont relevé une tendance
montrant que quand I'IMC augmente, la qualité de vie liée a la santé diminue (186). Par exemple,
dans la cohorte Rancho Bernardo, en Californie, le groupe de poids normal avait le score le plus
élevé, suivi par le groupe d’individus maigres, puis le groupe d’individus en surpoids, et enfin le
groupe d’individus obeéses (187).

L'estimation de la qualité de vie liée a la santé pour I'US Medical Expenditure Survey a montré
gu’a I'échelle des Etats-Unis, les hommes et femmes en surpoids perdaient respectivement 270
000 et 1,8 millions d’années de vie en bonne santé ajustées par an par rapport au groupe

d’individus de poids normal. Les hommes et femmes obéses perdaient eux respectivement 1,9 et
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3,4 millions d’années de vie en bonne santé par an par rapport au groupe d’individus de poids
normal. Les auteurs de I'étude suggérent que ces différences entre sexe peuvent s’expliquer par
3 raisons principales : les hommes trés musclés ont plus de chances d’étre inclus par erreur dans
le groupe des individus en surpoids, voire méme des individus obéses. L'obésité chez les femmes
a tendance a plutot impacter la morbidité que la mortalité, et celles-ci ont en plus une espérance
de vie plus longue que celle des hommes. Et enfin I'impact psychologique du surpoids ou de
I’'obésité est plus important chez les femmes que chez les hommes (188).

Un cercle vicieux peut apparaitre dans lequel une moins bonne qualité de vie liée a la santé et
une diminution de la santé psychologique peuvent agir comme déclencheur d’une prise de poids
importante (189). Une quantification de la perte de poids nécessaire pour obtenir une
amélioration cliniguement parlant de la qualité de vie est nécessaire. Par exemple, deux larges
études, Nurses-I et Nurses-Il Health Studies, ont montré qu’une diminution des scores de bien-
étre physique était associée a une faible activité physique, et qu’une augmentation des scores de
bien-étre physique était associée a une activité physique plus élevée, mais le réle de cette activité
physique est limité sur le bien-étre car elle génére également des soucis physiques, comme des
douleurs (190). Pour la majorité des gens souffrant d’obésité sévere, des changements
bénéfiques minimes concernant la qualité de vie liée a la santé ont seulement été atteints apres
une perte de poids de plus de 20% sur 2 ans (191).

Bien qu’il semble évident que la perte de poids menerait a une amélioration de la qualité de vie
liée a la santé, 'ampleur de la perte de poids nécessaire pour une amélioration significative de la
qgualité de vie liée a la santé chez des individus obéses a été peu étudiée, et trés peu de
publications se sont intéressées a la corrélation entre le changement de poids et le changement
de qualité de vie liée a la santé. Récemment, une revue de la littérature des Etats-Unis, incluant
20 publications qui ont analysé des publications pour mesurer la qualité de vie a montré qu’une
perte de poids cliniquement significative (généralement plus de 5%) apres chirurgie bariatrique
serait associée a une amélioration de la qualité de vie liée a la santé. Dans les études sans chirurgie
bariatrique avec perte de poids supérieur a 5%, des améliorations de certains aspects de la qualité
de vie liée a la santé ont pu étre notées, bien que la causalité soit encore a démontrer. A la fois

dans les études concernant la chirurgie bariatrique ou celles ne I'ayant pas utilisée, plusieurs
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aspects de la qualité de vie liée a la santé ont progressé, en particulier ceux liés a I'aspect physique
de la qualité de vie, mais rarement dans I'aspect mental de la qualité de vie (192).

Chez les enfants et adolescents, le surpoids et l'obésité ne menent généralement pas
immédiatement a des comorbidités, mais sont associés avec des styles de vie sédentaires, une
estime de soi faible, une exclusion sociale, une réussite scolaire diminuée et une faible qualité de

vie (193).

Nutrition de précision individualisée :

Le réle de la génétique, de I'épigénétique, de la nutrigénomique (I'étude des interactions entre la
nutrition et les génes fondée sur les technologies « omiques ») ou la nutrition personnalisée
doivent étre mieux compris pour améliorer la prise en charge de I'obésité. Néanmoins, il est
important de comparer les valeurs individuelles et épidémiologiques des approches
personnalisées avec les valeurs a I’échelle d’une population. La nutrition de précision basée sur
des données phénotypiques et génotypiques semble prometteuse mais ne permettra
vraisemblablement pas de régler I'épidémie d’obésité dans son ensemble, étant donné que le
probleme est surtout sociétal. Les éléments suivants doivent étre pris en compte pour la
médecine et la nutrition de précision dans le but d’individualiser les traitements : les antécédents
familiaux, le style de vie et les antécédents cliniques du patient, les préférences alimentaires, les
allergies et intolérances, I'épigénétique, la culture et la religion, le statut socio-économique, le
nombre d’heures de sommeil et les périodes de travail, les éventuelles heures supplémentaires a
effectuer ou encore la chronobiologie (I'étude des rythmes biologiques). La nutrition de précision
dépend des données génétiques et épigénétiques ainsi que des informations phénotypiques sur
Iindividu (194). Les nouvelles approches « omiques», incluant la nutrigénétique, la
transcriptomique, la métabolomique, la métagénomique (par I'étude du microbiote) ou encore
I'épigénétique, permises grace aux nouvelles technologies, et notamment I'ensemble des
évolution du séquencage humain, sont importantes pour I'implémentation future de la nutrition

individualisée, associées a une mesure plus précise de la composition du corps, et I'arrivée des
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analyses big data et bio-informatiques pour I'intégration et I'interprétation de toute ces données

(195).

Perspectives :

Physiopathologie :

Une meilleure compréhension de I'appétit ou des préférences alimentaires est nécessaire, et doit
inclure la satiété, les récepteurs du goQt, les voies nerveuses et les neurotransmetteurs. La
capacité de thermogénése du tissu adipeux brun et les récentes découvertes du tissu adipeux
beige sont également des domaines suscitant de plus en plus d’intérét (196). De ce point de vue,
une meilleure compréhension de la transformation d’adipocytes blancs en adipocytes beiges puis

bruns pour augmenter la thermogénése est nécessaire.

Prévention :

Il est certain qu’une attention plus importante ainsi qu’un soutien financier plus important
doivent étre mis en place pour la prévention de I'obésité. Au niveau d’une population, des
politiques publiques et stratégies économiques sont nécessaires pour améliorer les
environnements physiques et alimentaires, I'industrie agroalimentaire et le systeme de santé de
facon ainverser la tendance de la progression de I'obésité. De plus, de nombreuses communautés
travaillent a faciliter 'accés a I'activité physique et I'augmentation du nombre d’heures de
sommeil en modifiant les horaires télévisés et en augmentant la quantité d’aires dites « vertes »
adaptées a I'activité physique, de trottoirs, ou de pistes cyclables (197). De plus, habiter a haute
altitude semble prévenir la survenue de I'obésité et I'apparition du syndrome métabolique (198).
Une hypothése est que la plus faible disponibilité d’oxygene a haute altitude augmente la
dépense calorique a activité comparable par rapport aux altitudes plus faibles, et que cet effort
augmente la santé cardio-respiratoire sur le long terme. Plusieurs approches comportementales
ont été concues pour les adultes et les enfants, suggérant que les politiques de santé publique

alimentaire doivent coexister avec une approche de la nutrition individualisée (199).
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Médecine de précision :

La médecine de précision commence a se développer dans la prise en charge des cas d’obésité
sévere. Le séquencage de I'’ADN permet maintenant de déterminer d’éventuelles causes
génétiques de I'obésité, et dans certains cas d’obésités monogéniques, de mettre en place un
traitement.

Des administrations de leptine peuvent permettre aux patients mutés pour le géne de la leptine
LEP de réguler leur prise alimentaire, de perdre du poids, et de retrouver une puberté
fonctionnelle (200). Et les patients mutés pour le géne LEPR ou pour POMC pourront bientét

bénéficier d’un traitement a base de setmelanotide (80,100).
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Séquencage de I’ADN :

La recherche génétique s’appuie aujourd’hui principalement sur le séquencage de ’ADN, comme
dans le cas de I'obésité.
Le développement des technologies de séquencage de I’ADN possede une histoire riche, avec

plusieurs changements de paradigmes ayant eu lieu en quelques décennies.

Les débuts du séquencage :

Fred Sanger a voué toute sa carriere scientifique a la détermination de la séquence primaire de
ce qu’on connait aujourd’hui comme I’ADN (Acide Déoxyribo Nucléique), car il pensait que le fait
de connaitre la structure chimique spécifique des molécules biologiques était nécessaire pour
comprendre leur fonctionnement (201). Mais malgré I'état actuel des capacités de séquengage
et ses performances sur I’ADN, ce sont les protéines et I’ARN dont les structures ont été étudiées
en premier.

La premiere séquence protéique, celle de I'insuline, a été élucidée au début des années 1950 par
Fred Sanger, qui a fragmenté ses deux chaines, étudié séparément chacun des fragments puis
rassemblé ses résultats pour obtenir une séquence compléete. Son travail a montré que les
protéines ont un schéma défini d’acides aminés successifs (202). Par la suite le développement
de la dégradation d’Edman, une élimination répétée du résidu N-terminal de la chaine peptidique,
a simplifier le séquencage des protéines (203). Bien que ces méthodes soient lourdes, de
nombreuses protéines ont été séquencées jusqu’a la fin des années 1960, et il est devenu évident
gue chaque séquence protéique variait entre les espéces et entre les individus.

Au cours des années 1960, le séquencage de I’ARN a suivi le méme schéma général : ’ARN (Acide
Ribo Nucléique) d’'une espéce était d’abord fragmenté par des RNAses, puis les morceaux étaient
séparés par chromatographie et électrophorese, puis chaque fragment était étudié par digestion
séquentielle via exonucléase, et la séquence finale était déduite en chevauchant les différents
fragments. La premiere séquence d’ARN élucidée, celle du tRNA (ARN de transfert) de I'alanine,

a nécessité le travail de 5 personnes durant 3 ans avec un gramme de matériel pur isolé de 140
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kg de levure pour déterminer ses 76 nucléotides (204). Ce processus a été grandement simplifié
par l'arrivée des techniques « d’empreinte » qui se basent sur la séparation de fragments d’ARN
marqués radioactivement et leur visualisation en 2 dimensions, et ol leur position traduisait leur

taille et leur séquence (205).

L'invention du séquencage de I’ADN :

Les premieres tentatives de séquencage de I’ADN étaient complexes a mettre en place. En 1968,
Wu a décrit une méthode basée sur |'utilisation d’amorces pour I'extension qui a permis de
déterminer 12 bases au niveau des extrémités cohésives du bactériophage lambda (206). En 1973,
Gilbert et Maxam ont élucidé 24 bases du site de liaison au répresseur du lactose, en le copiant
sous forme d’ARN puis en séquengant ses fragments. Cela a pris 2 ans : une base par mois (207).
En 1976, le développement de 2 méthodes permettant de décoder des centaines de bases par
jour a révolutionné le domaine. Ces deux méthodes (la méthode de la terminaison de chaine par
Sanger et Coulson (Figure 11), et la méthode de dégradation chimique par Maxam et Gilbert
(Figure 12)) utilisaient la distance entre un marqueur radioactif et les positions occupées par
chacune des bases pour déterminer I'ordre de ces bases. La méthode Sanger implique 4
extensions d’'une amorce marquée par une ADN polymérase, chacunes avec des traces d’un
nucléotide terminateur d’extension, de fagon a produire des fragments de différentes longueurs
(208). La méthode Gilbert utilise des fragments d’ADN marqués aux extrémités, puis crée des
clivages spécifiques de chacune des bases par 4 réactions chimiques différentes (209). Dans les
deux cas, les différents fragments obtenus sont séparés par longueur a la base pres via
électrophorese sur gel de polyacrylamide, pour déterminer la séquence du fragment d’ADN. Ces
gels de 4 lignes, une par base, sont ensuite placés sous rayons X pour produire une image sous
forme d’échelle a partir de laquelle la séquence du fragment d’ADN étudié pouvait étre

directement lue.
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Ces deux méthodes ont été trés rapidement appliquées. Le séquengage shotgun, lors duquel le
séquencage de clones est suivi par l'assemblage des séquence en s’appuyant sur le
chevauchement entre elles, a été décrit par Staden en 1979 (212), et utilisé pour assembler des
génomes de novo comme le bactériophage lambda dés 1982 (213). En 1987, des machines
automatiques basées sur la méthode de fluorescence Sanger ont été mises au point par Smith,
Hood et Applied Biosystem, et pouvaient générer 1 000 bases par jour (214). La quantité de
données séquencées a augmenté exponentiellement, suivant plus ou moins la loi de Moore et
conduisant a la création de bases de données, comme GenBank, et d’outils de recherche, comme
BLAST (215), ce qui a encore augmenté la valeur de chaque séquence et mis en place un esprit
général de partage des données. En 1982, un demi-million de bases étaient sur GenBank, et en

1986, prés de 10 millions.

Le passage au génome humain :

Le projet génome humain (HGP) a vu I'’émergence d’une stratégie dite de « clonage
hiérarchique », ou de larges fragments de génome humain ont été clonés dans des chromosomes
bactériens artificiels. ADN de chacun de ces chromosomes bactériens artificiels a ensuite été
fragmenté, trié par taille et cloné de nouveau. Ces clones individuels ont ensuite été cultivés, et
leur ADN a été isolé. L’ADN purifié issu de ces clones a ensuite été séquencé par technique Sanger,
le signal issu du scan des gels par laser analysé, et la séquence produite et alignée par
chevauchement. Etant donné le nombre d’étapes différentes, et la nécessité du bon
fonctionnement de chacune d’elles, la perspective d’'un séquencage humain a cout raisonnable
était a I'’époque inenvisageable.

De ce fait, il est devenu clair que chacune des étapes du processus devait étre grandement
améliorée pour espérer parvenir a une méthode massivement utilisable, ce qui a pu étre obtenu
dans les années 1990. Les principales améliorations ont consisté en : un passage des amorces
marquées aux terminateurs marqués, ce qui a permis de ne réaliser qu’une seule réaction aux
lieu des 4 réactions paralleles précédemment nécessaires (216). Puis I'arrivée d’une T7 ADN

polymérase mutante a permis d’incorporer plus facilement les terminateurs marqués (217).
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Ensuite, les réactions d’amplifications linéaires ont largement réduits la quantité de matériel
nécessaire a permis la miniaturisation (218). La purification de I’ADN par billes magnétiques a
simplifié la préparation de 'ADN avant séquencage (219). Le séquencage d’ADN double brin a
permis d’utiliser des plasmides pour le clonage et I'avenement du séquengage en double-sens
(paired-end). L’électrophorése capillaire a supprimé "'usage des gels et simplifié I'interprétation
des signaux fluorescents. Enfin le passage a une méthodologie industrielle avec des contréles
qualité, a permis une automatisation, et des procédures standardisées.

La mise en place de protocoles efficaces et standardisés représente seulement la moitié du travail.
Il a également été nécessaire de développer toute la partie logicielle, par exemple pour isoler les
clones, interpréter les fluorescences, ou assembler les séquences obtenues. L’édition manuelle
des séquences lues a été remplacée par la mise en place des phred scores, qui ont permis d’utiliser
des indicateurs de qualité pour les séquences lues (220). Puis ces séquences pouvaient étre
assemblées informatiquement en se basant sur leur score de qualité pour obtenir de longs
fragments d’ADN. Avec I'arrivée de génomes complexes, les séquences répétées sont devenues
un souci trés fréquent, et méme aprés un séquencage par shotgun trés profond, certaines
séquences n’étaient toujours pas représentées, ce qui provoquait des discontinuités dans la
séquence finale obtenue. Le séquencage paired-end, c’est-a-dire le séquencage de chaque
fragment a partir de ses deux extrémités, a aidé a combler certaines de ces discontinuités, et
celles restantes pouvaient ensuite étre comblées par séquencage direct en se servant des
séquences alentour comme amorces. Certains problémes restants ne pouvaient étre résolus que
par observation et validation direct des séquences.

Le procédé général est ensuite resté relativement stable, mais de nombreuses améliorations dans
I'efficacité et la rapidité de chacune des étapes a permis de fortement diminuer le cout au cours
des années 1990, en paralléle des avancées informatiques permettant une automatisation de plus
en plus poussée du procédé. En 2001, quelques groupes académiques possédaient des lignes de
séquencage automatisées produisant prés de 10 millions de bases par jour. Les logiciels
d’assemblage de génomes progressaient en paralléle, avec par exemple les assembleurs TIGR ou
Celera capables de gérer des génomes de plus en plus complexes (221). La progression dans la

complétion de génomes de plus en plus larges et complexes surpassait la loi de Moore, avec un
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doublement de la taille des génomes complétés tous les ans, avec Haemophilus influenza, 2 mega-
bases (Mb) en 1995, puis Saccharomyces cerevisiae, 12 Mb en 1996, et Cahenorhabditis elegans,
100 Mb en 1998 (222). Le projet génome humain (HGP) de 30 fois la taille de celui de C. elegans
et contenant bien plus de séquences répétées a vu sa premiére version complétée en 2001, et sa
version finale en 2004 (223). Un projet paralléle au projet HGP a été réalisé par Craig Venter et
Celera, qui a commencé par une stratégie pilote sur Drosophilia melanogaster, 175 Mb en 2000
(224).

En 2004, les instruments de séquencgage produisaient des séquences de 600 a 700 bases a environ
1 dollars la séquence, et les progrés concernant la technique Sanger sont devenus moins

fréquents. La fin du projet génome humain a également rendu flou I’avenir du séquencage.

Le séquencage d’ADN massivement parallele :

Durant les années 1980 et 1990, plusieurs groupes ont cherché des alternatives au séquencgage
par électrophorése. Bien que ces efforts n’aient pas payé a cette époque, a la fin des années 2000,
le séguencage « massivement paralléle » ou « séquencage de nouvelle génération », ou encore
« NGS », avait pratiquement dépassé le Séquencage Sanger. Les technologies de séquencage NGS
se démarquent fortement du séquencage par électrophoréese de plusieurs maniéres, mais le
changement majeur est la capacité de multiplexage. A la place d’un tube par réaction, une librairie
complexe de plusieurs échantillons d’ADN est immobilisée sur une surface en deux dimensions,
avec tous les échantillons accessibles pour un seul volume réactionnel. A la place d’un clonage
bactérien, les échantillons sont amplifiés par une amplification in vitro pour générer des copies
de chaque échantillon a séquencer. A la place de mesurer la longueur des fragments, le
séquencage comprend des cycles biochimiques, comme l'incorporation via une polymérase de
nucléotides fluorescents, et de I'imagerie. On désigne également cette méthode sous le nom de
séquencage par synthese (sequencing by synthesis ou SBS) (225).

Bien que I'amplification ne soit pas forcément nécessaire (226), le multiplexage extrémement
poussé du NGS, avec des millions a milliards de séquences immobilisées, a été rendu possible par

I'amplification in vitro de ces fragments. L'approche la plus simple, appelée « amplification en
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ponts », implique I'amplification d’une librairie complexe avec des amorces immobilisées sur une
surface, de fagon a ce que toutes les copies de chaque séquence restent sous la forme d’un cluster
séparés des autres (227). C'est I'approche utilisée actuellement par I'ensemble des séquenceurs
de la société lllumina (San Diego, USA). Cette amplification peut également étre réalisée par
émulsion, ou chaque fragment est immobilisé sur une bille incluse dans une goutte d’eau
entourée d’huile, de fagon a ce que chaque fragment soit amplifié séparément de tous les autres,
et que chaque bille ne comporte les copies que d’un seul fragment. Ces billes sont ensuite
immobilisées sur une surface pour le séquencage (228). Une troisieme méthode consiste en une
amplification en cercle pour générer des « nanoballs » qui sont ensuite fixées sur support et
séquencées (229).

Il existe ensuite 3 grandes stratégies de séquencage par synthése. L'approche du pyroséquencage
de Ronaghi et Nyrén emploie I'ajout étape par étape de chaque deoxyribonucléotide (dNTP). Cet
ajout de dNTP relargue un pyrophosphate, qui alimente la génération de lumiére par la luciférase
de luciole (230). Une seconde stratégie utilise la spécificité de la DNA-ligase pour lier des
oligonucléotides fluorescents aux fragments disposés sur un support en fonction de leur
séquence (229). Une troisieme approche, la plus utilisée a I’heure actuelle, utilise I'incorporation
par étape de deoxyribonucléotides fluorescents par une polymérase (231). L’élément nécessaire
au SBS passant par une polymérase a été le développement de la terminaison réversible,
Iutilisation de dNTP fluorescents compatibles avec la terminaison réversible, et une polymérase
permettant I'incorporation par chaque fragment d’une seule base lors de chaque cycle. Puis
I’étape d’imagerie permet de déterminer laquelle des 4 couleurs a été incluse par chaque
fragment, a la suite de laquelle a lieu la fin du cycle ou I’élément bloquant et les éléments
fluorescents sont éliminés avant de débuter le cycle suivant (232). Cette approche a été initiée
par I'entreprise Solexa en 1998.

Les premiéres plateformes de séquencage NGS sont arrivées en 2005, avec le reséquencage de
Escherichia coli, le séquencage de novo de Mycoplasma genitalium, et le reséquencage du phil74
et d’'un BAC (Bacterial Artificial Chromosome) humain. Ces études ont démontré I'utilité des
fragments trés courts, ou reads trés courts, utilisés par les technologies de séquencage a haut

débit de I'époque, si 'on posséde un génome de référence sur lequel les aligner. La plateforme
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Solexa a permis en 3 ans le séquencage du génome humain avec des fragments paired-end de 35
bases de longueur (233).

En 2005, le premier instrument de NGS a été commercialisé par la société 454. Il a ouvert le
séquencage a des laboratoires de taille bien moindre que celle des centres ayant participé au
projet génome humain. Cette démocratisation du séquencage a largement modifié le domaine
du séquencage, en permettant I'émergence de nouvelles méthodes, nouveaux résultats,
nouveaux génomes séquenceés, et ce en provenance de nombreux laboratoires (225).

A la différence de I'époque de monopole d’Applied Biosystems sur le séquengage
électrophorétique, plusieurs entreprises dont 454 (plus tard acquise par Roche), Solexa (plus tard
acquise par lllumina), Agencourt (plus tard acquise par Applied Biosystems), Helicos, Complete
Genomics ou lon Torrent, se sont livrés une importante compétition sur le NGS, qui a permise des
changements rapides du domaine avec des nouveaux instruments fréquemment lancés (Figure
13). Entre 2007 et 2012, le co(t brut par base du séquencage d’ADN a été réduit de 4 ordres de
magnitude (234).

Depuis 2012, le rythme des innovations a largement diminué, tout comme la compétition.
Plusieurs acteurs n’existent plus et lllumina est maintenant la plateforme dominante. Néanmoins,
les progreés ont été considérables depuis les débuts du NGS en 2005. La longueur des reads
séquencés est maintenant de plusieurs centaines de bases, avec 99,9 % de précision. Plus d’un
milliard de fragments indépendants, soit plus d’un terabase de séquences, peut étre généré en 2
jours sur un seul instrument (le NovaSeq d’lllumina), le tout pour quelques milliers de dollars.
Cela dépasse les 23 milliards de bases générées au cours du projet génome humain d’un facteur

40 (225).
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Figure 13 : Panels non exhaustif des technologies de séquengage a haut débit.

Le séquencage en temps réel sans amplification :

Quasiment toutes les plateformes ou instruments mentionnés précédemment nécessitent une
amplification des échantillons a séquencer. Et cette amplification conduit a des biais, comme les
erreurs de copie, les biais lors de la lecture des séquences, I'information perdue comme la
méthylation, en plus du temps et de la complexité engendrée. Idéalement, le séquencage se ferait

sur I’échantillon sans traitement préalable, de facon précise, et sans limite de longueur. Pour en
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arriver 13, plusieurs groupes ont depuis les années 1980 explorés d’autres approches du NGS.
Beaucoup se sont avérées étre des voies sans issue, mais deux d’entre elles ont conduit a I'arrivée
de plateformes de séquencage en temps réel et sans amplification qui bousculent une nouvelle
fois le domaine.

La premiere approche, menée par I'entreprise Pacific Biosciences (Menlo Park, USA) (Figure 14),
est d’observer de fagon optique et en temps réel I’action d’une polymérase sur I’ADN a séquencer
(235). Un « zero mode waveguide », qui est un trou de diametre inférieur a la moitié de la
longueur d’onde de la lumiére observée, permet de limiter la fluorescence a un faible volume
d’espace au niveau duquel une seule polymérase se trouve avec I’ADN qu’elle réplique. Cela
permet de ne détecter que la fluorescence émise par les nucléotides incorporés par cette
polymérase en particulier. La polymérase utilisée permet la lecture de reads de 10kb, voire parfois
100kb. Le débit des instruments Pacific Biosciences est toujours plus d’'un ordre de magnitude
inférieur a celui des meilleurs instruments de NGS, mais proche de ce qu’était ce débit maximum
il y a quelques années. Le taux d’erreur est toujours élevé, pres de 10%, mais aléatoire dans ses
positions. La combinaison des avantages de la technique Pacific Biosciences, c’est-a-dire une
grande tolérance des séquences extrémes comme celles trés riches en bases GC, des erreurs
distribuées aléatoirement, des reads longs et une couverture redondante des régions séquencées
permet des assemblages de génome de novo de tres grande qualité, particulierement précis et

continus.
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Figure 14 : Technique de séquengage Pacific Biosciences (236).

La deuxieme approche est le séquengage Nanopore (Figure 15) (237). Ce concept a été théorisé
dans les années 1980, et est basé sur I'idée que les schémas des variations dans les flux d’ions qui
se produisent lorsqu’un brun unique d’ADN traverse un canal de trés faible diameétre permettent
de déduire la séquence du brun d’ADN. Plusieurs décennies ont été nécessaires pour passer du
concept a la réalité. L'un des premiers problemes concerne le passage d’un brin d’ADN a travers
un pore de dimensions nanométriques, qui est si rapide que la quantité d’ion traversant par le
pore en méme temps que chaque nucléotide est trop faible pour en déduire un signal. Au cours
du temps des solutions ont été trouvées, comme le ralentissement du passage de I’ADN, a I'aide
de protéines servants de nucléopores davantage adaptées, et I'analyse plus fine des résultats
obtenus (238). Ces avancées ont mené au succes a la fois académique et industriel d’Oxford
Nanopore Technologies (Oxford, UK). La longueur de leurs reads est du méme ordre que celle des
reads de Pacific Bioscience, voire supérieure, avec un record de 900kb (239). Une des grandes
différences entre cette technologie et les autres est la portabilité des systémes Nanopore qui
peuvent étre de la taille d’une clé usb, car ils se basent sur une détection de signaux électroniques
et non optiques. Des soucis persistent, les erreurs sont plus importantes que pour un séquenceur

a reads courts classiques et non randomisées, mais la technique progresse encore rapidement.
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Figure 15 : Technique de séquengage Nanopore (240)

Le séquencage devrait idéalement détecter les modifications de I’ADN, et sur ce point les
méthodes de Pacific Biosciences et Oxford Nanopore Technologie sont sans concurrence de la
part du séquencage a reads courts. Elles permettent en effet la détection des modifications
nucléotidiques, comme la méthylation ou l'acétylation des bases séquencées (241). Elles
pourraient méme permettre de séquencer directement I’ARN, ou méme les protéines (242).

Depuis 1977, les technologies de séquengage de I’ADN ont rapidement évolué, et continuent
encore de le faire. Bien qu’lllumina soit actuellement I'acteur dominant du marché, ce marché
s’est agrandi avec de nouvelles technologies actuellement de niches, mais amenées dans le futur
a se tailler la part du lion. Toutes ces technologies continueront encore a diminuer en co(t et
augmenter en débit, et de nouvelles technologies actuellement en développement arriveront

pour certaines un jour sur le marché, ce qui modifiera une nouvelle fois le domaine tout entier

(225).
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Les puces a ADN ou puces CGH :

Les puces a ADN, ou puces CGH (Comparative Genomic Hybridization), permettent de déterminer
la présence ou I'absence de fragments d’ADN préalablement connus le long du génome. Leur
principe de fonctionnement repose sur 'utilisation de lames de verre au niveau desquelles des
fragments d’ADN connus sont accrochés. Ces fragments d’ADN peuvent étre en nombre variables
(de quelgues centaines pour les premiers modeéles, a plusieurs millions aujourd’hui) et la position
des différents fragments est connues lors de la fabrication de la puce. Lors de leur utilisation, on
met en contact la puce avec les fragments d’ADN a étudier, aprés les avoir préalablement
marqués avec un fluorophore a leur extrémité. Ces fragments d’ADN iront ensuite s’hybrider ou
non avec I'un des fragments présents sur la puce, suivant la correspondance de leurs séquences.
La puce sera ensuite lue en appliquant un laser a sa surface, pour provoquer I'émission de
lumieres par les fluorophores des différents fragments s’étant hybridés sur la puce. La
détermination de I'emplacement et de l'intensité de la lumiére émise permettra ensuite de
déterminer quelles sont les séquences présente dans I’ADN étudié, et leurs quantités respectives
((243) et Figure 16). Ces puces sont majoritairement utilisées en génétique humaine pour la
recherche de SNP connus, ou la recherche de CNV par détermination de la quantité d’ADN de

différents fragments du génome.
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Figure 16 : Principe de fonctionnement des puces a ADN.
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Les applications du séquencage de I’ADN :

L’étendue des applications du séquencage de I’ADN s’est également élargie ces dernieres années,

en suivant les possibilités offertes par les nouvelles techniques de séquencage.

L'assemblage de génomes de novo :

Durant ses 25 premiéres années, le principal objectif du séquencage de I’ADN a été I'élucidation
compléte ou partielle de génomes. Les vrais débuts du séquencage Sanger ont eu lieu lors du
séquencage du premier génome (le phiX174, un génome viral de 5,4kb), qui fut assemblé a la
main (244). Mais le séquencage est seulement une des techniques ayant permis I'assemblage de
génomes complexes. Si la séquence d’ADN était aléatoire, son assemblage par seul
chevauchement de fragments séquencés aurait été possible. Mais I’ADN comportant de larges
séquences répétées, et le séquencage étant lui aussi biaisé, il est donc impossible d’assembler
des génomes complexes avec le seul chevauchement de reads de moins d’un kilobase. Il manque
I'information de continuité du génome étudié.

Pour le Projet Génome Humain (245), cette information de continuité provenait de plusieurs
sources. Les cartes génétiques établies a partir de la segmentation des polymorphismes
génétiques, qui fournit des informations sur I'ordre des séquences de |’échelle du read a celle du
chromosome. Les cartes physiques ont également été utilisées et établies a partir de BAC clonés,
puis analysés par digestion avec des enzymes de restriction pour identifier les chevauchements
et assembler une « carte » du génome. Les différents clones ont ensuite été séquencés et
assemblés par shotgun. Le séquencage paired-end, qui séquence chaque fragment d’ADN a partir
des deux extrémités a également été tres utile en permettant d’obtenir la séquence de fragments
plus longs dans leur entiéreté (246). Selon la méthode de clonage utilisée, la longueur couverte
pouvait varier de quelques dizaines a plusieurs centaines de kb. Une couverture redondante de 8
a 10X de profondeur, associée aux différentes sources d’information de continuité a permis
I'assemblage du génome, et ce, avec en moyenne une erreur toutes les 100000 bases. Et enfin
des analyses de régions plus précises ont permis de combler les trous restants et d’éliminer les

éventuelles ambiguités.
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En parallele, I'effort mené par Craig Venter et son équipe, associés a I'équipe de I'assembleur
Celera, se sont directement basés sur le séquencage paired-end, et en utilisant les cartes
physiques du génome comme intermédiaires (224). L’assembleur Celera a également fortement
facilité I'alignement des séquences obtenues, en étant plus tolérant et flexible que les aligneurs
précédents. Mais a cause de sa tolérance plus élevée, il n’a pas permis d’obtenir un génome
d’aussi bonne qualité. Le génome de référence actuel est un descendant de celui du Projet
Génome Humain établi en 2004, amélioré avec le temps grace aux efforts du Genome Reference
Consortium, avec de nouvelles versions régulierement publiées (247).

Avec les avancées du Séquencage de Nouvelle Génération vers I'année 2005, le nombre de
génomes assemblés de novo a largement augmenté. La combinaison de reads courts et de
génomes contenant des séquences répétées a pu étre surmontée par l'arrivée de nouveaux
algorithmes d’assemblage, comme EULER ou Velvet (248). Néanmoins, et surtout concernant les
génomes de grande taille, leur qualité était généralement moindre que celle du Projet Génome
Humain. Bien que les reads de faible longueur soient souvent les coupables désignés, ils ne sont
pas la principale raison du manque de qualité. Celle-ci provient essentiellement du manque de
techniques complémentaires au NGS pour apporter I'information de continuité de ces génomes.
Les librairies d’ADN établie in vitro sont moins « riches » que celles réalisées par clonage, et le
NGS manque de techniques permettant d’obtenir des équivalents aux cartes génétiques et
physiques utilisées lors du Projet Génome Humain.

L’avenir du séquengage de novo est néanmoins prometteur. On peut citer I'arrivée des méthodes
permettant de séparer des fragments génomiques de grandes tailles pour les séquencer, tout en
gardant l'information de liaison entre les fragments séparés, en marquant les fragments a
différents endroits avant de les réduire en plus petits fragments séquencgables (249). Egalement
les méthodes comme I'Hi-C (genome wide conformation capture) qui permettent d’assembler
physiquement des séquences jusqu’a I’échelle du chromosome (250). Et enfin les nouvelles
méthodes de Pacific Biosciences et Oxford Nanopore Technologies, ou la préparation des tres
long reads en vue du séquencage devient davantage problématique que le séquencage lui-méme.
L'absence d’amplification des fragments séquencés permet une grande qualité d’assemblages de

novo, méme chez des génomes contenant énormément de GC. Ces longs reads ont conduit a la
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réapparition d’aligneurs spécialisés, comme a I'époque du séquencage électrophorétique, mais
amélioré pour gérer les hauts taux d’erreurs et les différentes plateformes disponibles (247). En
combinant ces longs reads, et une information de continuité a échelle encore plus importante,
des assemblages de novo de qualité équivalente a celle du Projet Génome Humain de I’ere Sanger

deviennent possibles (247).

Le reséquencage de génomes :

A la suite du Projet Génome Humain, I’étape suivante était clairement de référencer toutes les
variations génétiques humaines, et donc de reséquencer d’autres personnes. Etant donné le cout
élevé du séquencage Sanger, il a principalement été utilisé pour référencer I'’emplacement des
variants, et ceux-ci étaient ensuite génotypés par puce a ADN, technique bien moins colteuse.
En 2001, alors que le NGS n’existait pour ainsi dire pas encore, a commencé a émerger dans les
esprits le but du « génome a 1000S », qui permettrait I'ouverture du séquencage massif a la
population générale, et qui a ensuite été officialisé en tant qu’objectif par le programme
Revolutionary DNA Sequencing Technologies lancé par le National Human Genome Research
Institute (NHGRI). 220 million de dollars ont été mis a la disposition de 40 entités académiques et
27 entités commerciales qui ont permis la plupart des développements technologiques cités
précédemment, et également pour supporter directement ou non toutes les plateformes au
succes commercial (225).

Le reséquencage, qui consiste donc a aligner des reads sur un génome de référence pour identifier
les variants génétiques qui le composent, est une tache tres différente de la réalisation d’un
assemblage de novo. Une couverture redondante de chaque position (c’est-a-dire de nouveaux
reads alignés sur les mémes emplacements) est nécessaire pour détecter certains variants
hétérozygotes ainsi que pour distinguer les erreurs des variants véritables. Certains logiciels
comme SAMtools ou GATK ont adaptés la méthode basée sur le phred score pour juger de la
confiance en une base aux méthodes de NGS (251). Généralement, les reads courts du NGS
peuvent étre placés a un emplacement unique au niveau du génome, en particulier lors des

séquencages paired-end. Néanmoins les reads courts ne permettent pas de détecter les variants
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dans les zones répétées, ainsi que les variants structuraux. Ce phénomeéne a pu étre quantifié
grace aux reséquencages effectués par les nouvelles méthodes sans amplification, comme par
Pacific Biosciences (252). De méme, la conservation des haplotypes, c’est-a-dire de la provenance
de chaque copie séquencée, ne peut étre réalisée que par des techniques complémentaires aux
séquencages cités précédemment, dont 'usage se répand de plus en plus (253).

Le génome issu du Projet GEnome Humain a été construit a partir de I’ADN de plusieurs individus
différents, mais principalement d’un individu de la ville de Buffalo, dans I’état de New York, issu
en proportions environ égales d’ancétres Européens et Américains. Le premier individu a avoir
son propre génome séquencé entiérement était Craig Venter, en 2007, qui participait au projet
de génome Celera (224). Puis I'année suivante Jim Watson par 454 Technologies, puis 2 individus
anonymes et des cellules germinales et tumorales sur technologie Solexa / lllumina (233,254), et
enfin 5 individus par Complete Genomics (229). Cette époque a aussi été marquée par le
développement des séquencages ciblés par une capture, pour trouver une alternative au
séquencage de génome trop cher pour la plupart des projets, avec les premiers séguencages
d’exome ne ciblant que les 1- 2% du génome codant des protéines (135).

Avec la diminution des colits de séquencage et le rapprochement de 'objectif des 1000S par
génome, de plus en plus d’individus ont été séquencés, par génome ou exome. Le projet 1000
Génomes, lancé en 2008, a permis de séquencer le génome de quelques centaines d’individus
avec une faible couverture en 2010, puis de quelques milliers en 2015 (255). L’Exome Sequencing
Project a lui permis de séquencer 6 500 exomes en 2013 (256). La Genomes Agregation Database
regroupe aujourd’hui prés de 120 000 exomes et 15 000 génomes. Et les projets Genomics
England, GenomeAsia 100K et NHLBI TOPMed visent chacun le séquencage de 100 000 personnes
sur les 2 ans a venir. Etant donné que ces grands projets ne représentent qu’une fraction de
I'ensemble des séquencages effectués, il est probable que plus d’un million d’individus aient déja

vu leur exome ou leur génome séquencé (225).
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Les applications cliniques du séquencage :

Notre capacité a séquencer des génomes humains a largement dépassé notre capacité a en
interpréter les variations, ce qui explique en partie pourquoi la médecine ne s’est pas encore
pleinement appropriée le séquencage de génome. Mais il existe néanmoins des domaines dans
lesquels le séquencage a prouvé son utilité clinique.

Une des aires de cette utilité clinique du séquencgage concerne les tests prénataux non-invasifs
(NIPT). Il a été montré en 2008 que le comptage de fragments d’ADN libérés pas le feetus dans le
sang maternel permet de détecter des aneuploidies chromosomiques (257). Des tests
diagnostiques basés sur cette stratégie ont été trés rapidement adoptés, et prés d’'un demi-
million de femmes enceintes ont bénéficié d’un séquencage de génome a faible profondeur pour
les NIPT.

Une des premiéeres applications cliniques du séquencage d’exome a été de découvrir de nouveaux
génes pour des maladies Mendéliennes, et de réaliser le diagnostic des patients étant touchés
par celles-ci (135). Le séquencgage d’exome a également permis de découvrir qu’une bonne partie
des maladies neuro-développementales pouvaient étre attribuées a des mutations de novo dans
des séquences codantes (258). Le séquencage d’exome est de plus en plus utilisé en tant qu’outil
diagnostique, en particulier chez les enfants, avec un taux de diagnostic par séquencage d’exome
dans le cadre d’une suspicion de maladie mendélienne atteignant 25%, et en augmentation (259).
La compréhension du cancer a également été transformée par le séquencage de 'ADN. Le
reséguencage massif du génome humain a mis en évidence la diversité génétique des cancers
(260). 1l a permis de changer la prise en charge clinique des cancers en rendant possible les
thérapies ciblées selon le patrimoine génétique du cancer, en permettant les diagnostics non
invasifs grace au séquencage des cellules cancéreuses ou a 'ADN tumoral relaché dans la
circulation sanguine, ou encore en permettant I'identification de mutations affectant certaines
protéines des cellules cancéreuses, ce qui permet de mettre au point des « vaccins
personnalisés ». Beaucoup de progrées sont encore nécessaires, mais la prise en charge du cancer

est en pleine transformation avec les évolutions du séquencage.
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Méthodes de détection des copy number variants :

La premiere méthode employée pour réaliser la détection des CNVs est la méthode FISH
(Fluorescent In Situ Hybridization) (261). Par la suite, au début des années 2000, les puces CGH
(Comparative Genomic Hybridization) ont commencé a étre employées pour cet usage, et sont
encore aujourd’hui largement utilisées en tant qu’outils diagnostic (Figure 16 et (262), malgré des
limitations liées a la resolution ainsi qu’ a la couverture du génome obtenue, leur impossibilité de
détecter les mutations non connues, ainsi que leur incapacité a détecter les translocations.

Mais le développement du séquencage de nouvelle génération, ou NGS, a largement modifié le
paysage du séquencage de I’ADN. L’arrivée de séquenceurs a débit toujours plus élevé a permis
de diminuer les co(ts de ces analyses, et d’augmenter la résolution disponible, jusqu’a I'arrivée
du séquencage d’un génome humain complet en quelques jours pour un co(t relativement
raisonnable. Ces avancées ont considérablement modifié les approches disponibles pour I'analyse
des mutations ponctuelles, mais également des CNV, avec I'apparition de nombreuses méthodes
et outils bioinformatiques dédiés a leur détection a partir de donnée de séquencage a haut débit.
La détection des CNV par séquencage nécessite des approches particulieres, différentes de la
détection des mutations qui s’intéresse uniguement a la séquence des reads.

Il existe a I’heure actuelle plusieurs stratégies pour procéder a la détection de CNV a partir de
données NGS : celle basée sur I'alignement des paires de reads (paired-end mapping, PEM), celle
utilisant les reads tronqués (split reads, SR), celle utilisant la profondeur des reads (reads depth,
RD), celle de I'assemblage de-novo (AS), ainsi que les méthodes combinant plusieurs de ces

approches (263).

Méthode de I'alignement des paires de reads :

Cette méthode est la premiére a avoir été développée pour I'analyse des CNVs a partir de données
de séquencage (264). Elle ne fonctionne qu’avec des reads paired-end, et se base sur la distance
entre les deux reads d’'une méme paire lors de I'alignement (Figure 17). Lors du séquencage
paired-end de fragment d’ADN d’une taille donnée, la distance attendue entre le début de chacun

des reads d’une paire doit correspondre a la taille de ce fragment. Si cette distance entre les deux
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reads d’une paire est plus ou moins importante que celle attendue, on en déduit la présence d’un
CNV de type duplication ou délétion. Cette méthode permet également d’identifier des
évenements structuraux comme les insertions, ou invertions, mais cela ne fonctionne que si les
points de cassures sont présents au niveau d’un des reads. De la méme fagon, la détection des
duplication ou délétions ne fonctionne que si le début et la fin de I'’événement sont présent dans

les fragments séquencés (265).

Méthode des reads tronqués :

Cette méthode utilise des paires de reads dans lesquelles un des reads s’aligne correctement sur
le génome, et I'autre ne s’aligne pas correctement ou seulement partiellement. Ces reads
partiellement alignés peuvent apporter le point précis de cassure d’un CNV ou d’un variant
structurel. lls sont ensuite découpés et réalignés plus finement pour détecter avec précision le
point de cassure (Figure 17 et (263)). Cette méthode comporte néanmoins le méme inconvénient
gue la méthode précédente, a savoir que le point de cassure doit se situer au niveau des
fragments séquencés, et nécessite également des reads de longueur importante pour maximiser

les chances d’y inclure le point de cassure.

Méthode de la profondeur des reads :

L'utilisation de la profondeur des reads pour déterminer la présence de CNV se base sur le
principe voulant que la profondeur de couverture d’une région du génome est liée a la quantité
de matériel génétique correspondant a cette région. Cette méthode permet théoriguement de
déterminer le nombre exact de copies, qui sera lié a la profondeur de couverture, alors que les
autres méthodes ne le peuvent pas car elles ne prennent en compte que les informations de
position des reads (Figure 17). Cette approche peut étre utilisée en combinaison avec du
séquencage de génome complet (WGS) ou avec une approche séquencage d’exome (WES). Le
WGS permettra une détection des CNV sur I'’ensemble du génome avec une excellente précision

concernant les points de cassure des évenements détectés, mais a un prix plus élevé que le WES,
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qui ne séquence que les régions codantes et est moins précis sur I'emplacement des points de
cassure.

La détermination des CNV par la méthode de profondeur des reads peut étre appliquée avec
plusieurs configurations. Lors de I'application a un seul échantillon, la stratégie appliquée consiste
a calculer une profondeur moyenne de couverture, et identifier les régions s’en écartant
significativement. Dans le cas d’une étude avec deux échantillons appariés, comme la
comparaison d’un tissu sain a un tissu tumoral, I’échantillon sain peut servir de référence
concernant la profondeur de séquencgage pour la détection des CNVs. Et dans le cas d’'une étude
comportant de nombreux échantillons, ceux-ci peuvent étre utilisé pour former une ligne de base

des profondeurs de couverture qui sera comparée aux échantillons analysés (263).

Méthode de I'assemblage de-novo :

A la différence des autres méthodes s’appuyant sur une référence préexistante pour procéder a
I'alignement des reads séquencés et ensuite en déduire la présence des CNVs, la méthode de
I'assemblage de novo procede a I'assemblage des reads séquencés sans référence préexistante.
L'assemblage réalisé est ensuite comparé a une référence pour réaliser la détection des CNVs.
Cette méthode fonctionne avec une faible profondeur de couverture pour I'assemblage et donc
la détection des CNVs, mais nécessite une couverture des points de cassures de ces CNVs (Figure
17).

Il est également possible d’utiliser une combinaison de plusieurs méthodes, de fagons a combler

les faiblesses de celles-ci (263).
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Figure 17 : Méthode de détections de CNV par séquencage de reads courts (263).

La détection des CNVs par le séquencage de longs fragments :

Les nouvelles technologies de séquencage permettant de séquencer de longs fragments sans
amplification préalable sont de plus en plus utilisées, en particulier pour la détections de variant
structuraux comme les CNVs grace aux nombreux avantages qu’elles procurent. Ces technologies,
représentées par Oxford Nanopore et Pacific Bioscience, permettent de séquencer de longs
fragments de plusieurs dizaines voire méme centaines de kb. Ces tres longs fragments permettent
ensuite par alignement direct de détecter la présence de CNVs ou de variants structuraux comme
les inversions par alignement sur une référence, de facon similaire a la méthode des reads
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tronqués. Mais ces méthodes permettent de détecter des évenements de taille bien plus
importante, et sans limitation concernant les zones du génome ou ces événements ont lieu car
elles ne nécessitent pas d’amplification (266). Néanmoins le taux d’erreur de séquencage encore
élevé (pres de 10%) reste un frein pour leur adoption massive et pour la détermination précise

des points de cassure des évenements détectés (267).

Le futur du séquencage de I’ADN :

Déterminer la diversité du génome :

Un génome complet, incluant les télomeres, centromeres, tous les chromosomes sans
discontinuité ou ambiguité n’a jusqu’ici été accompli que pour un seul organisme eucaryote (268).
Avec les évolutions technologiques, ces barriéres seront certainement franchies dans le futur. De
la méme fagon les millions d’espéces découvertes ou encore a découvrir sur Terre seront
vraisemblablement un jour séquencées, de facon a obtenir une vue globale de la génétique du
monde du vivant, et apporter des informations sur les mécanismes de son fonctionnement,

comme par exemple |’élaboration des protéines (269).

Séquencage de populations :

Dans peu de temps, 0,1% de la population terrestre aura bénéficié du séquencage de son ADN, a
un degré plus ou moins poussé. Le nombre de mutations de novo référencées dépasse le nombre
de nucléotides du génome humain. L'agrégation de millions de génomes différents pourrait
permettre d’établir une carte de tous les génotypes compatibles avec la vie, et donc du génome

humain dans son ensemble (270).

Biologie développementale :

Bien que nous sachions que nous nous développons a partir d’'une seule cellule, la compréhension

des mécanismes impliqués dans ce développement reste tres limitée. Le séquencage de cellules
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uniques existe déja, mais I'idéal serait en plus d’en conserver le contexte, de pouvoir réaliser le
séquencage de I’ADN, de I'ARN, ou des protéines d’une cellule in situ (271). La mise en place de
« codes-barres » cellulaires transportables lors des échanges intercellulaires permettrait de

cartographier ces échanges (272).

Séquenceurs temps-réel portables :

Les séquenceurs Minlon de Oxford Nanopore Technologies pésent 70g et permettent de produire
des données en 30min. La prochaine étape serait la dissémination de cette technologie, pour
mesurer I’environnement et la vie humaine en général, comme I'air, la nourriture ou nos propres

corps, et en partageant ces données a travers un immense réseau.

Autres usages :

Le séquencage de nouvelle génération peut également servir a d’autres applications, comme le
stockage de données (273), ou la nano-ingénierie, en procurant de nouvelles maniéres de stocker
I'information, ou de concevoir des machines.

Le séquencage en est encore a ses débuts, et le rythme des évolutions qu’il subit et procure
permet d’entrevoir la place qu’il sera amené a prendre dans le monde et dans nos vies, comme

celle que peuvent avoir une technologie comme la microscopie.
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Mon travail de these :

La génétique, et par extension le séquengage de I’ADN, sont des outils qui ont transformé la
compréhension des mécanismes impliqués dans la survenue de nombreuses pathologies, dont
I'obésité. Les technologies aujourd’hui a notre disposition nous permettent de déterminer
rapidement si un patient est ou non porteur d’un événement génétique pouvant expliquer sa
pathologie. L'une des techniques les plus utilisées en diagnostic aujourd’hui est le séquencage
d’exome, ou WES, qui permet une excellente détection des mutations ponctuelles dans les
régions codantes du génome. Mais d’autres événements comme les copy number variants, ou
CNV, peuvent également expliquer certaines pathologies, dont I'obésité, via entre autres les CNV
de la région 16p11.2. Actuellement, la technique de référence pour la détection de ces copy
number variants est I'analyse de puces CGH (Comparative Genomic Hybridization), mais celles-ci
ne permettent pas de détecter des mutations non répertoriées au préalable lors de la création de
la puce. Sur le principe, le séguencage d’exome peut lui aussi étre utilisé pour détecter les CNV,
mais son absence de couverture des régions non codantes du génome ne permet pas une
détection efficace de ces CNV, car ceux-ci peuvent survenir sur I'ensemble du génome, en
englobant des régions codantes et non codantes au sein d’'un seul évenement. Le séquencage
génome complet peut détecter ces deux types d’évenement, mais son cout est encore élevé ce
qui freine sa démocratisation, et I'analyse de données associées nécessite d’importantes
ressources informatiques, et le rend difficilement utilisable en diagnostic de routine en I'état
actuel des choses.

Il est donc pour I'instant nécessaire d’avoir recours a deux techniques différentes pour couvrir
ces deux types d’événements génétiques. Cela implique d’utiliser des échantillons parfois tres
précieux a deux reprises, de supporter les couts liés a deux techniques diagnostiques (d’environ
450 euros pour le séquencage d’exome au laboratoire et un cout un peu plus élevé pour une puce
a ADN dans un laboratoire clinique), et d’allonger les temps de rendu de résultats et donc la durée
d’établissement du diagnostic du patient.

Cet état de fait nous a conduit a développer une technique de séquencage, que nous avons

nommé CoDE-seq (Copy number variation Detection and Exome sequencing), et qui permettra la
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détection simultanée de ces deux types d’évenements, pour diminuer les temps d’établissement
de diagnostics, leurs couts, et la quantité d’échantillon nécessaire.

Ce travail a nécessité deux aspects : la mise au point technique et la mise au point analytique.

La mise au point technique est passée par la création d’'une nouvelle « capture », permettant une
détection correcte des mutations ponctuelles de 'exome et des CNV de tout le génome.

La mise au point analytique a consisté a définir la méthode a employer, et a permettre d’arriver
a une détection fiable, a la fois sensible et spécifique, des CNV sur I'ensemble du génome. Une
fois ces CNV identifiés, la question de leur signification fonctionelle se pose également, et une
seconde partie de ma thése porte sur I'étude de cette signification fonctionelle, via I'étude de la

conformation spaciale de la chromatine et de I'influence des CNV sur celle-ci
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Matériel et méthodes :

Echantillons et cohortes utilisées :

Dans le but de mettre au point cette technique, nous avons choisi de réaliser en premier lieu une
étude preuve de concept, pour démontrer que la technique est fiable et utilisable en lieu et place
des puces CGH associées au séquengage d’exome. Pour ce faire, nous avons eu acces a I’ADN
d’une cohorte de 40 enfants et jeunes adultes déficients intellectuels sans diagnostic préalable
en provenance du Centre de Génétique Chromosomique de I’hopital Saint Vincent de Paul, a Lille,
dont la particularité est qu’elle a déja subi une recherche de CNV par puces CGH, mais aucune
analyse concernant leurs éventuelles mutations. L'acceés a cette cohorte a été rendu possible
grace a notre collaboration avec le Professeur Bruno Delobel, ainsi qu’avec le docteur Louise
Montagne. Cette cohorte préalablement analysée nous a permis d’étalonner notre technique, en
comparant nos résultats avec ceux obtenus par les puces CGH. Elle se compose de 24 hommes et
16 femmes, ayant eu accés a la puce CGH Agilent 60K v2 en raison de leurs désordres
neurologiques : 13 d’entre eux souffrent de déficience intellectuelle, 12 ont des capacités
d’apprentissage limitées, 5 souffrent a la fois de déficience intellectuelle et de troubles du
comportement, et 3 a la fois de troubles du comportement et de capacités d’apprentissage
limitées.

Une fois la technique en place, nous I'avons appliqguée a une cohorte de 30 enfants obéses sans
diagnostic préalable (15 filles et 15 garcons) provenant de la cohorte Obesity Saint Vincent (OSV)
de I’"hopital Saint Vincent de Paul, a Lille. L’acces a cette cohorte a été rendu possible grace a notre
collaboration avec le Professeur Bruno Delobel, ainsi qu’avec le docteur Louise Montagne. Cette
cohorte est composée d’enfants obeses avec un IMC supérieur a 30, recrutés entre 2015 et 2016,
et qui continuera a étre alimentée jusqu’en 2020. Tous les patients la composant ont été inclus
en raison de leur obésité syndromique (c’est-a-dire associée par exemple a une déficience
intellectuelle, des troubles alimentaires, des troubles du comportement, un handicap physique

ou visuel, une ou plusieurs malformations, des troubles du sommeil, ou un hypogonadisme), de
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leur obésité isolée (si par exemple leurs deux parents ne sont pas obeses), ou de leur obésité
consanguine. Des données cliniques ont été obtenues pour tous ces enfants, incluant les
éventuels évenements in utero, les parametres a la naissance, leur développement
psychomoteur, leurs éventuels désordres neurologiques, I'age d’apparition de I'obésité, leurs
parametres métaboliques, leurs habitudes alimentaires, les éventuels traitements, leur activité
physique, leur niveau scolaire et leur historique familial. Trente-trois des parents de ces enfants
ont également été analysés dans le but d’établir si les évenements détectés chez leurs enfants
sont de novo ou non (Supplementary Table B).

Egalement 12 enfants ou jeunes adultes, 7 garcons et 5 filles sans diagnostic préalable, ont été
adressés au laboratoire dans le but d’obtenir un diagnostic via cette nouvelle méthode. Ces
individus souffrent d’une obésité sévere et/ou d’une déficience intellectuelle. Les parents d’un
de ces enfants ont également été analysés dans le but d’établir si les événements détectés chez

leur enfant sont de novo ou non (Supplementary Table B).

Conception de la méthode :

Notre problématique principale était de parvenir a détecter les éventuels CNV d’un patient avec
une qualité au moins équivalente a une détection réalisée dans un laboratoire clinique via
I'utilisation de puces CGH, tout en obtenant une détection des mutations ponctuelles dans les
régions codantes aussi performante qu’avec le séquencage d’exome entier. Pour ce faire, nous
avons choisi de partir d’une solution de séquencage d’exome entier classique, et de 'améliorer

pour combler ses lacunes dans la détection de CNV.

Capture :

Le séquencage d’exome (WES) se différencie du séquencage de génome (WGS) car il ne cible que
2 a 3% du génome, en I'occurrence les régions codantes. Cette approche ciblée est permise par

I'ajout d’une étape dans le protocole de WES par rapport a celui du WGS : la capture.
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La capture consiste en la sélection des fragments d’ADN de la librairie d’échantillons qui sont
ensuite séquencés. Le principe général repose sur 'utilisation de sondes complémentaires des
régions du génome que I'on souhaite conserver, et donc séquencer. Ces sondes sont couplées a
un élément permettant de les conserver lors des étapes de lavages pour éliminer les fragments
d’ADN non désirés (par exemple un couplage avec de la biotine, qui se liera ensuite a un élément
fixe de streptavidine). Lors de leur ajout a la librairie, ces sondes s’hybrident aux fragments qui
leur correspondent au sein de la librairie. Plusieurs lavages permettent ensuite de ne conserver
gue les sondes et les fragments qui y sont associés. Les fragments sont ensuite détachés des
sondes et les sondes sont a leur tour éliminées. On obtient alors un pool des fragments
sélectionnés, ce qui permet un séquencage ciblé.

Le principal défaut du WES pour la détection de CNV concerne sa capture, qui ne permet pas une
détection uniforme des CNV sur I'ensemble du génome. En effet les zones codantes sont parfois
séparées de grands espaces non couverts par le WES. Or la détection de CNV nécessite une
couverture réguliére du génome, pour pouvoir les détecter dans leur ensemble et étre le plus
précis possible sur leurs dimensions.

Nous avons donc cherché a améliorer cette capture WES, en y ajoutant de nouvelles sondes. Pour
ce faire, nous sommes partis de la capture WES existante SeqCap EZ MedExome Enrichment,
commercialisée par NimbleGen (Madisson, USA), qui comme son nom l'indique est spécifique de
I’exome. Nous avons ensuite utilisé la possibilité offerte par le fabriquant d’ajouter des sondes a
une capture existante, via leur capture NimbleGen SeqCap EZ ChoiceXL. |l nous a donc fallu définir

comment ajouter de nouvelles sondes a cette capture d’exome classique.

Design de la capture :

Pour améliorer cette capture de WES, I'objectif était de combler les espaces entre les sondes
existantes. Il a donc fallu définir une stratégie d’ajout de ces sondes, en tenant compte de
plusieurs paramétres : I'espace sans sonde maximum recherché pour obtenir une détection
correcte, le nombre maximum de sondes pouvant étre ajouté, et le surcout (de séquencage)

engendré par I'ajout de ces sondes.
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L’objectif général étant de développer une technique pouvant concurrencer le WES ou les puces
CGH, il est nécessaire que le cout par échantillon soit d’ordre comparable a ces deux techniques.
L’ajout d’'un nombre trop important de sondes risquait de faire grimper ces couts (actuellement
d’environ 450 euros pour un WES au laboratoire), en particulier au niveau du séquencage, et de
tendre vers le WGS, ce qui rendrait la technique bien plus difficile a diffuser. La capture WES
classique séquence un total d’environ 65Mb (mega bases) sur les 3Gb (giga bases) du génome.
Nous avons choisi de ne pas augmenter les co(ts de plus de moitié, de facon a conserver un tarif
compatible avec une utilisation diagnostique, et donc de nous limiter a environ 90Mb pour le
total de la nouvelle capture exome « enrichie ». Les sondes a ajouter recommandées par le
fabricant couvrent en moyenne 120 bases par sonde. Ces parameétres nous ont permis de
déterminer qu’il était possible de placer suffisamment de sondes de facon a ne pas obtenir
d’espace entre deux sondes supérieures a 20kb. Nous avons ensuite affiné cette stratégie en
divisant le génome en deux catégories de priorités différentes : une partie du génome consistant
en des « zones d’intérét », au niveau desquels des CNV ont été répertoriés comme en rapport
avec différentes pathologies, et au niveau desquelles la densité des sondes recherchés doit étre
importante ((274) et Supplementary Table 1). Le total de ces zones d’intérét couvre entre 1/4 et
1/3 du génome. Et une partie du génome consistant en des zones de priorité plus faible au niveau
desquelles la densité de sondes peut étre moins importante, c’est-a-dire tout ce qui ne rentre pas
dans la premiere catégorie. Cette stratégie affinée inclue des sondes espacées au maximum de
10kb dans les zones d’intérét, et espacées de 25kb dans le reste du génome.

Pour répartir ces nouvelles sondes, nous nous sommes appuyés sur le fichier BED (browser
extensible data) de la capture WES classique, qui reprend les positions génomiques de toutes les
sondes de cette capture. Nous avons relevé tous les espaces entre ces sondes, a la fois dans les
zones d’intérét que nous priorisons, et dans le reste du génome. Tous ceux de plus de 10kb dans
les régions d’intérét se sont vu attribuer des sondes a intervalle de 10kb, et tous ceux de plus de
25kb dans le reste du génome se sont vu attribuer des sondes a intervalle de 25kb (Figure 18).
Une fois la capture théorique congue, celle-ci a di faire I'objet d’une validation de la part de

I'équipe de designers de NimbleGen, en tenant compte de leurs contraintes, comme la
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compatibilité avec la capture WES existante, et la possibilité de placer ou non des sondes dans les
différentes régions du génome (zones répétées, trop riches en GC, ...).

Aprés de nombreux échanges, une solution satisfaisante a été trouvée, qui consiste en I'addition
de la capture WES classique (soit 226 072 sondes) et d’une capture contenant toutes les sondes
supplémentaires nécessaires a la détection correcte de CNV (soit 155 563 sondes), pour un total

d’environ 91,5 Mb (soit 381 635 sondes).

Specific capture : Exome + probes spaced of 10kb in interest zones (CNV) + probes spaced of 25kb in the rest of the genome
RefSeq genes I ——H—t ———Hi # W S HHH (S
GRM7 LMCD1-AS1 SSUHZ RAD18  SRGAF3 THUMPDZ MTMR14 CIDEC FANCDZ  TATDNZ
MedWes capture | [ ITTT TR TR T AT T (OO O 110 Y QO T
CoDE-seq 570 201 191 76 986 305 g9z 207 168 148 104 212 120 313 313 216 261 74 143 101 74 171 221 253
! A A N I T Y TN (AT 1 O U T

Figure 18 : Représentation schématique des sondes de notre nouvelle capture CoDE-seq par
rapport a celles de la capture WES classique NimbleGen SeqCap EZ MedExome Enrichment, au
niveau d’une portion du chromosome 3. On peut voir que la capture CoDE-seq reprend
I’ensemble des sondes de la capture exonique classique, et y ajoute des sondes a intervalle moyen
de 10kb dans les zones d’intérét pour la survenue de CNV (partie gauche de I'image) et tous les
25kb en moyenne au niveau du reste du génome (centre de I'image).

Librairie :

Nous avons utilisé 1ug d’ADN de chacun des patients du projet, qui nous a été soit fourni
directement sous forme d’ADN extrait, soit sous forme de sang dont nous avons extrait I’ADN.
Ces ADN ont été fragmentés a I'aide d’un appareil de sonication Covaris E220 de la société Covaris
(Woburn, USA) présent au laboratoire, pour obtenir des fragments de taille compatible avec le
séquencage d’environ 200 bases. Les fragments obtenus ont ensuite subi une réparation les
extrémités soniquées, pour permettre ensuite leur ligation aux adaptateurs de séquencage
Illumina grace au kit HTP library preparation kit de la société KAPA (Bale, Suisse). Cette étape est
nécessaire a la fixation des fragments a séquencer sur la flowcell, ou puce de séquencage, et a
été effectuée sur un automate Hamilton STARLet de la société Hamilton (Reno, USA). Les

échantillons ont ensuite été amplifiés par polymerase chain reaction, ou PCR, en utilisant des
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amorces complémentaires des adaptateurs de séquencgage. Les échantillons amplifiés ont ensuite
été purifiés lors d’'une étape de sélection de taille pour ne garder que ceux compatibles avec le
séquencage et éliminer les éléments parasites, puis quantifiés par I'appareil LabChip GX de Perkin

Elmer (Wellesley, USA) (Figure 19).

Figure 19 : Schéma des étapes de la préparation d’une librairie d’ADN pour séquencage de
nouvelle génération (275).

Enrichissement :

A la suite de ces étapes, les échantillons ont été répartis en pools de 5 échantillons constitués de
1lug d’ADN par pool pour procéder a I'étape d’enrichissement. Lors de cette étape, les pools
d’échantillons ont été mis en présence des sondes biotinylées correspondant a la fusion de la
capture WES classique et des sondes supplémentaires de détection de CNV pendant 72h a 47°C.
Les pools d’échantillons capturés ont ensuite été purifiés grace aux kits de lavage SeqCap
Hybridization et Wash Kit de la compagnie Roche (Bale, Suisse) sur I'automate Bravo Automated
Liquid Handling Plateform de la société Agilent (Santa Clara, USA), de facon a éliminer tous les
fragments non capturés. Ces captures ont ensuite été amplifiées grace au kit Hifi HotStart
ReadyMix de la société Nimblegen et quantifiées sur les appareils Caliper LifeScience Labchip GX
de la société Perkin Elmer (Waltham, USA) et Qubit fluorometric quantitation assays de la société

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) (Figure 20).
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Figure 20 : Schéma des différentes étapes du procédé de capture (276).
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Séquencage :

Les échantillons ont été séquencé sur le séquenceur HiSeq 4000 d’lllumina, en poolant 5
échantillons par ligne sur les flowcells, et en utilisant le protocole de 2x150 bp reads. 4 runs ont

été nécessaires pour séquencer la totalité des échantillons du projet (Figure 21).
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Figure 21 : Schéma de la technologie de séquencage SBS (sequencing by synthesis) de Illumina

277).

Analyse bioinformatigue et analyse des variants :

Les reads séquencés ont ensuite été démultiplexés, c’est-a-dire attribués a un des échantillons,
grace au logiciel bcl2fastg (lllumina, version 2.19.1), pour générer des fastg normaux. Ces fastq
ont ensuite été alignés sur le génome, en version hg38, en utilisant le logiciel BWA (Burrow-
Wheeler Aligner, version 0.7.15) (278). En moyenne 145 millions de reads ont été alignés pour

chacun des échantillons, dont 95,7% +0,8% ont été alignés correctement. L'étape suivante, celle
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de la recherche des variants, a été réalisée a I'aide du logiciel GATK (Genome Analysis ToolKit,
version 3.7) (262). Tous les variants ponctuels ainsi que les petites insertions et délétions
référencés ont été annotés, en utilisant I'outil Ensembl Perl Application Program Interfaces
(version 89) ainsi que des scripts en langage Perl développés au laboratoire pour inclure les
données des bases dbSNP (version 135) et dbNSFP (version 3.4).

Une fois I'’ensemble des variants annotés, nous nous sommes focalisés sur les variants rares
touchants des geénes impliqués dans les formes d’obésité mendélienne ou de déficience
intellectuelle, ainsi que les pathologies en lien avec I'obésité, comme I’hypercholestérolémie, le
diabéte et la lipodistrophie. L'expertise nécessaire a I'interprétation des variants concernant la
déficience intellectuelle nous a été apportée par les docteurs Jean Muller et Amélie Piton du
laboratoire de diagnostic moléculaire de I’hopital universitaire de Strasbourg. Pour
I'interprétation des variants ponctuels, nous nous sommes basés sur les criteres de I’American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (279), qui fournissent un tableau de critéres
validés ou non par le variant, ce qui donne ensuite une classification pour celui-ci, pouvant étre «
pathogenic », « likely pathogenic », « of uncertain significance » jusque « benign » (Figure 22 et
Table 2). L’'ensemble des variants considérés lors de cette classification étaient couverts par au

minimum 20 reads en profondeur, et possédaient un phred score de qualité supérieur a 150.
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Figure 22 : Critéres de pathogénicité de I’American College of Medical Genetics and Genomics
(279).
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Pathogenic
1. 1 Very Strong (PVS1) AND
21 Strong (PS1-PS4) OR
22 Moderate (PM1-PM6) OR
1 Moderate (PM1-PM6) and 1 Supporting (PP1-PP5) OR
22 Supporting (PP1-PP5)
2. 22 Strong (PS1-PS4) OR
3. 1 Strong (PS1-PS4) AND
23 Moderate (PM1-PM6) OR
2 Moderate (PM1-PM6) AND 22 Supporting (PP1-PP5) OR
1 Moderate (PM1-PM6) AND 24 Supporting (PP1-PP5)
Likely Pathogenic
1 Very Strong (PVS1) AND 1 Moderate (PM1-PM6) OR
1 Strong (PS1-PS4) AND 1-2 Moderate (PM1-PM6) OR
1 Strong (PS1-PS4) AND 22 Supporting (PP1-PP5) OR
>3 Moderate (PM1-PM6) OR
2 Moderate (PM1-PM6) AND >2 Supporting (PP1-PP5) OR
1 Moderate (PM1-PM6) AND >4 Supporting (PP1-PP5)
Benign
1 Stand-Alone (BA1) OR
>2 Strong (BS1-BS4)
Likely Benign
1 Strong (BS1-BS4) and 1 Supporting (BP1-BP7) OR
>2 Supporting (BP1-BP7)

Table 2 : Regles de combinaison des criteres de I’American College of Medical Genetics and
Genomics pour définir la pathogénicité d’un variant (279).

Concernant I'analyse des CNV, nous avons utilisé le logiciel XHMM (pour eXome Hidden Markov
Model, version 1.0) (280). Ce logiciel se base sur les comparaisons de profondeurs de couverture
entre cas et témoins au niveau des sondes de la capture pour déterminer la présence ou I'absence
d’un CNV sur une région donnée (Figure 23). Cette profondeur de couverture a été calculée par
le logiciel GATK (version 3.7) (251). Le logiciel commence par créer une ligne de base en
moyennant les profondeurs des témoins, en I'occurrence I'ensemble des patients de I'étude, qui
servira de base de comparaison pour la détection de CNV chez un individu donné. Cette de ligne
de base normalise les profondeurs de chaque sonde via une analyse de composante principale,
et le logiciel réalise ensuite la détection de CNV pas l'utilisation de la méthode de la chaine de

Markov cachée.
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Figure 23 : Principe de la détection de CNV par comparaison des profondeurs de séquencage.
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Un second logiciel de détection de CNV a également été utilisé, CANOES (CNVs with an Arbitrary
Number Of Exome Samples) (281), de fagon a comparer les résultats issus du logiciel XHMM et a
les infirmer ou non. Ce logiciel fonctionne de maniére similaire a XHMM, en utilisant les variations
de profondeurs de séquencage entre cas et témoins, et procéde ensuite en créant une ligne de
base qui normalise les profondeurs de chaque sonde via une analyse de composante principale,
puis en réalisant la détection de CNV pas 'utilisation de la méthode de la chaine de Markov
cachée.

Lors de notre étude témoin, nous avons comparé les CNV détectés par CoDE-seq avec ceux
détectés par la puce CGH précédemment réalisée. Ces CNV précédemment connus nous ont par
ailleurs permis d’étalonner correctement notre méthode de détection, de fagon a maximiser la
spécificité, tout en gardant une bonne sensibilité. Nous avons également procédé a la détection
des CNV en utilisant uniqguement des données issues de la capture WES classique, pour comparer
I’efficacité du WES avec celle de CoDE-seq, en ne réalisant la détection que sur les sondes incluses

dans le BED de la capture WES classique.

97



Résultats :

Au total, 145 échantillons ont été séquencés : les 40 patients déficients intellectuels d I'étude
témoin, les 30 patients de la cohorte OSV, 12 patients adressés individuellement au laboratoire,
ainsi que les parents de certains de ces patients. Pour I'ensemble de ces échantillons, les résultats
de séquencage sont tout a fait corrects, avec une profondeur moyenne de 120 + 31,5 reads. Cette
profondeur élevée est nécessaire a la bonne détection des CNV, étant donné que celle-ci se base
uniquement sur la profondeur de séquencage. Concernant les détails de cette couverture, en
moyenne 99,1 + 0,1 % des 91,5Mb de la capture sont couverts par au moins 8 reads, 97,0+ 2,7 %
par au moins 20 reads, et 83,2 £ 11,2 % par au moins 50 reads.

Les précédentes analyses par puces CGH ont permis de détecter 97 CNV chez ces 40 patients (59
duplications et 38 délétions). La taille moyenne de ces événements détectés via les puces CGH
est de 1,1Mb, avec un minimum a 57kb et un maximum a 31Mb.

Avec notre sytéeme CoDE-seq, les analyses de détection de CNV sur les patients de I'étude pilote
ont permis de détecter au total 181 CNV chez ces 40 patients (102 duplications et 79 délétions),
localisés sur I'ensemble des chromosomes. La taille moyenne de ces évenements détectés par

CoDE-seq est de 720kb, avec un minimum a 1,8kb et un maximum a 31Mb.
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Figure 24 : CNV détectés chez les 40 patients de la cohorte de I'étude témoin par puces CGH (en
haut) et par méthode CoDE-seq (en bas). Chacun des 40 cercles concentriques représente un
patient. Les CNV de type duplication sont représentés en bleu, et les délétions en rouge.
Représentation générée par le logiciel Circos (282).
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L’élément le plus important de cette étude pilote est que I'ensemble des 97 CNV détectés (100%)
par les puces CGH ont été retrouvés par CoDE-seq. Mais 67% des CNV retrouvés par CoDE-seq
ont une taille plus importante, de 5% minimum, que lors de leur détection par puce a ADN (Figure
24 et Table 3). Ces différences de tailles s’expliquent par la densité de sondes plus importante de
notre méthode comparée aux puces CGH utilisées, qui permet de détecter plus finement
I’'emplacement des extrémités de ces CNV (Supplementary Table D).

84 CNV (46%) détectés par CoDE-seq n’ont pas du tout été détectés par les puces CGH,
principalement a cause du manque de sondes des puces CGH dans les régions ou ces CNV ont été
détectés. La taille moyenne de ces nouveaux CNV est de 162kb, avec un minimum a 1,8kb, et un
maximum a 2,5Mb.

Nous avons également réalisé la détection des CNV uniquement avec les sondes incluses dans la
capture WES classique, de facon a vérifier si CoDE-seq est plus performante ou non que le WES
pour la détection de CNV. Le WES a permis la détection de 114 CNV. La taille moyenne de ces CNV
est de 855kb, avec un minimum a 1,8kb, et un maximum a 27Mb. L’ensemble de ces 114 CNV ont
également été détectés par CoDE-seq, mais 55% d’entre eux ont une taille plus importante d’au
moins 5% via CoDE-seq comparée au WES.

Soixante-sept CNV (37% des 181 initiaux) détectés par CoDE-seq n’ont pas été détectés par WES.
La taille moyenne de ces CNV est de 197kb, avec un minimum a 11kb, et un maximum a 667kb.
Parmi les 114 CNV détectés par WES, 42 d’entre eux (37%) n’ont pas été détectés par puces CGH,
et parmi les 97 CNV détectés par puces CGH, 25 d’entre eux (26%) n’ont pas été détectés par
WES.

Enfin parmi les 181 CNV détectés par CoDE-seq, 42 d’entre eux (23%) n’ont été détectés ni par
WES ni par puces CGH (Supplementary Figure A). Pourtant, 24 de ces 42 CNV ont lieu dans des
régions codantes du génome. La taille moyenne de ces 42 nouveaux CNV est de 144kb, avec un

minimum a 11kb, et un maximum a 456kb (Figure 25).
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Figure 25 : Détection via les méthodes CoDE-seq, séquencage d’exome et puce CGH des CNV chez
les 40 patients de la cohorte de I'étude pilote. Les histogrammes représentent la fréquence en %
de CNV détectés par puce a ADN (en rouge) ou par séquencage d’exome (en bleu) selon leur taille
en % comparée a celle détectée par CoDE-seq.

Ces différences dans la qualité de détection sont principalement dues a la différence du nombre
de sondes incluses par chacunes de ces techniques, ainsi qu’a leur répartition. En effet, les puces
CGH utilisées lors du diagnostic des 40 patients de |'étude pilote comportaient environ 60 000
sondes. La capture NimbleGen SeqCap EZ MedExome Enrichment 226 072 sondes, et notre
capture CoDE-seq 381 635 sondes. Ces sondes additionnelles permettent de détecter de
nouveaux évenements, et d’étre plus précis sur la détection de ces évenements (figures 26 et 27).
La détection de CNV est donc plus sensible via CoDE-seq que par le méme procédé appliqué a une

capture WES ou par des puces CGH utilisées en routine en services hospitaliers.
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Délétion
chrl6 :8495566-8572250 (76kb)

- Nouvelle Méthode : 6 sondes

log ratio

8500000 1500000
Starseq 39409 chr16

- MedWes : 3 sondes (partiellement détecté)

o
s
=
8

MedWes 39409 chr16 (partially detected)

- CGH : 0 sonde (non détecté)

CGH 39409 chr16 (undetected)

Figure 26 : Exemple d’'un CNV de type délétion sur le chromosome 16 par les 3 techniques : CoDE-
seq en haut, capture exome au centre, et puce CGH en bas. Les points représentent les sondes
utilisées, avec en ordonnée le log-ratio de profondeur du patient analysé par rapport a la ligne de
base de I'ensemble des autres patients de I'étude, en en abscisse les positions génomiques en
bases. On remarque que la puce CGH ne I'a pas détecté car aucune sonde n’est présente dans
cette zone.

Duplication
chr5 :12696753-13994038 (1,1Mb)

- Nouvelle Méthode : 191 sondes

log ratio

Starseq 39465 chrS

- MedWes : 77 sondes (partiellement détecté)

log ratio

MedWes 39465 chrS (partially detected)

-CGH : 12 sondes

log ratio

CGH 39465 chrS

Figure 27 : Exemple d’'un CNV de type duplication sur le chromosome 5 investigué par les 3
techniques : CoDE-seq en haut, capture exome au centre, et puce CGH en bas. Les points
représentent les sondes utilisées, avec en ordonnée le log-ratio de profondeur du patient
analysée par rapport a la ligne de base de I'ensemble des autres patients de I’'étude, en en
abscisse les positions génomiques en bases. On remarque que la capture exome ne I'a détecté
gue partiellement car elle ne posséede que peu de sondes dans cette zone.
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7 7

Nous avons par ailleurs procédé a une comparaison des résultats entre nos deux logiciels de
détection de CNV : XHMM et CANOES. Cette comparaison avait deux objectifs : vérifier si les
résultats obtenus par XHMM lors de I'utilisation de CoDE-seq sont retrouvés et donc confirmés
par CANOES. Et regarder si les résultats communs a ces deux logiciels sont davantage robustes
lors de l'utilisation de CoDE-seq que lors de I'utilisation du séquencage d’exome classique.
Concernant les 89 CNV détectés par XHMM au niveau de I’'ensemble des chromosomes hors X et
Y chez les 40 patients de la cohorte de I'étude pilote (CANOES ne réalise pas nativement la
détection des CNV sur ces deux chromosomes) lors de 'utilisation de CoDE-seq, 88 (98%) ont été
détectés de nouveau par CANOES, avec des tailles relativement similaires (Table 3).

Concernant maintenant la détection de CNV via XHMM lors de I'utilisation d’'une capture WES
classique au niveau de I'ensemble des chromosomes hors X et Y chez ces mémes 40 patients de
la cohorte de I'étude pilote, seuls 64 des 89 CNV avaient été détectés. CANOES est parvenu a
détecter 70 de ces 89 CNV. Et 61 (68%) ont été retrouvés par a la fois CANOES et XHMM lors de

I"utilisation d’une capture exome classique (Table 3).

CHR START END SAMPLE TYPE XHMM_CoDE-seq = XHMM_MedWes CANOES_CoDE-seq CANOES_MedWes
chr18 32160092 32220277 28189 DEL 60 30 60.185 30.236
chr8 85828677 86153000 28189 DUP 324 104 324.323 104.562
chr10 80042528 80202743 29352 DuUpP 160 80 179.501 94.214
chr17 73856209 74671695 29352 bup 815 467 815.486 467.783
chré 145645449 145856364 29352 DUP 211 NA 210.915 NA
chri3 22595208 23079332 30028 bup 484 NA 484.124 NA
chri3 20489343 20822317 30028 DUP 333 332 332.974 332.974
chr22 22646288 23364631 30028 bup 718 669 719.948 670.878
chri5 36667786 36950430 30226 DEL 283 NA 254.012 258.779
chr5 8704478 9305400 30226 DUP 601 222 600.922 222.695
chr5 11266288 11521607 30226 DuUpP 255 NA 265.065 NA
chrl 71579368 71962893 31425 DEL 384 NA 383.525 342.553
chr12 79522765 79872962 31425 DuUpP 350 287 359.153 349.909
chri2 15594901 15813060 31425 bup 218 137 218.159 137.891
chril 32931712 33068868 32776 DuUpP 137 137 137.156 137.156
chr7 101210302 101616335 32776 bup 406 108 414.258 414.258
chrl6 29568896 30206106 32996 bup 637 542 707.529 581.916
chr3 157391680 158223677 32996 bup 832 793 831.997 793.409
chr3 15309522 15568614 35144 bup 259 238 259.092 238.138
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chr3
chr9
chrl
chri2
chr13
chr9
chr9
chr2
chré
chri6
chr3
chr5
chr3
chr5
chr7
chrl6
chr2
chril
chris
chri5
chr18
chr9
chr5
chr8
chrl6
chr13
chra
chr9
chri5
chr8
chr12
chris
chra
chr8
chris
chr19
chr20
chr18
chr18
chr20
chrl0

14089868
4354549
237142228
99648143
69513474
4718499
3648286
66390896
113900368
75880696
43153
41442
195175598
116172508
133131697
84529537
44320188
31520033
22781870
98507942
71138517
123557538
42633203
8847017
16492861
91409277
72955190
131009179
100048822
2949276
111744618
92191681
85715
205215
55223860
29798945
14719244
47535
7810771
59032190
53619410

14198145
4526950
237388211
99744292
70397597
5535070
3958614
66817732
113970939
76581426
7993841
31162895
195451820
116242834
133317413
84768392
44570056
31707194
23129536
101861073
80257123
123960973
42810867
9224537
18175294
91650157
73177559
131164184
100341928
3108782
111871215
92670133
3992441
7121027
55324856
31173810
14867459
7791187
8293586
64329015
54881439

35144
35144
35361
35361
35871
35871
35871
36499
36499
36504
36504
36504
36578
36578
36578
36616
36616
36711
36711
36981
36981
36981
37146
37146
37403
37465
37465
37465
37588
37588
37872
38100
38100
38100
38114
38206
38206
38213
38213
38213
38506

bup
DEL
DEL
DEL
DUP
DupP
DUP
DUP
DEL
DEL
DEL
DUP
DEL
DEL
DEL
DupP
DEL
DEL
DUP
DEL
bup
DEL
bup
DEL
bup
DEL
DUP
DuUpP
DUP
DEL
DUP
DUP
DEL
DUP
DEL
DUP
DEL
DEL
DUP
DUP
DEL

108
172
246
9%
884
817
310
427
71
701
7951
31121
276
70
186
239
250
187
348
3353
9119
403
178
378
1682
241
222
155
293
160
127
478
3907
6916
101
1375
148
7744
483
5297
1262

85
NA
117
NA
406
804
108
135
30
281
7414
26875
267
NA
NA
201
229
162
342
3169
5489
371
122
265
353
NA
119
155
293
160
127
261
3682
6815
101
898
NA
7726
365
5255
721

133.312
172.401
245.983
96.149
884.123
804.137
310.328
426.836
70.571
725.64
7950.688
31141.15
276.222
70.326
185.716
238.855
249.868
187.161
257.713
3380.937
9110.834
403.435
NA
377.52
1682.433
240.88
222.369
155.005
293.106
159.506
126.597
478.452
3971.477
6973.779
100.996
1374.865
158.133
7743.822
482.815
5255.728
1262.029

85.28
NA
117.738
96.149
406.066
804.137
NA
135.761
29.909
281.068
7420.68
26875.139
267.289
NA
64.336
201.569
229.507
162.071
252.891
3169.611
5489.391
372.392
121.999
265.051
362.172
NA
119.479
155.005
293.106
159.506
126.597
261.649
3682.597
6815.798
100.996
898.489
NA
7726.927
365.377
5255.728
857.745
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chr7
chrl6
chré
chr9
chr10
chr20
chré
chr3
chr7
chr10
chrl6
chri4
chri5
chr7
chr20
chr3
chr10
chr20
chr7
chris
chri5
chr5
chri5
chr8
chr10
chr2
chr5
chri5
chr3

80405243
28811431
72045966
28621496
24275739
14719244
89029179
17214183
108564156
66990109
6982497
39000163
36516961
124143633
14768964
97610768
51344735
14176304
73316540
83460498
89573720
12696753
31739875
15693720
101383666
44530376
140482549
31729880
1107666

80581524
29052826
72284159
28701352
24513481
14887403
89699753
17470105
108887149
67167854
7333124
39096148
36895301
124810634
14897332
97899303
51887971
14564346
74798284
84111657
89652971
13994038
32243158
15951771
101628102
45069527
140702153
32225059
1308155

38506
38645
38645
38785
38818
38818
38818
38839
38839
38991
38991
39147
39147
39268
39402
39402
39409
39409
39409
39465
39465
39465
39509
39509
39612
39622
39622
39638
39638

DEL
DEL
DEL
DEL
DUP
DEL
DUP
DEL
DEL
DUP
DEL
DEL
DupP
bup
DEL
bup
DEL
DEL
DupP
DUP
DUP
bup
DUP
DEL
DUP
bup
DuUpP
DUP
DuUpP

176
241
238
80
238
168
671
256
323
178
351
96
378
667
128
289
543
388
1482
651
79
1297
503
258
244
539
220
495
200

NA
227
187

NA
238

NA
618

NA

NA

NA

NA

62

NA

NA

NA
289

NA

NA

1482
547

77
239

NA

33
197
459
220

NA
150

176.281
294.924
238.193
89.756
237.742
168.159
669.863
255.922
347.897
193.04
325.682
120.81
379.755
667.001
128.368
289.727
543.236
388.042
1522.302
670.83
79.251
1316.603
503.283
258.051
244.436
539.151
219.604
522.629
200.489

53.318
294.924
187.243

NA
NA
NA
618.182
NA
320.405
NA
NA
62.931
316.89
NA
NA
289.727
337.028
2.011
1494.909
547.044

77.406

252.515
NA

33.624
197.786
459.533
219.604

NA
NA

Table 3 : Comparaison des résultats obtenus sur les 40 patients de I'étude pilote par les logiciels
XHMM et CANOES, avec la nouvelle capture CoDE-seq et avec la capture WES NimbleGen SeqCap

EZ MedExome Enrichment. Les tailles indiquées sont en kb et les coordonées en hg38.

Une fois cette étude preuve de concept validée, nous avons pu utiliser CoDE-seq pour procéder a

la recherche de mutations ponctuelles et de CNV potentiellement pathogéniques pouvant

expliquer les phénotypes de nos patients, que ce soit concernant les pathologies concernant le

domaine de la déficience intellectuelle ou celui de I'obésité. Cette recherche de diagnostic a été

effectuée sur 'ensemble des 82 patients de notre étude.
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Nous nous sommes pour cela intéressé aux événements touchant une liste de genes connus pour
étre associés avec I'une ou I'autre de ces pathologies (Supplementary Table C).

Nous avons trouvé 13 CNV potentiellement pathogéniques (7 duplications et 6 délétions) d’en
moyenne 3,5Mb, avec un minimum de 241kb et un maximum de 30,7Mb (Table 4). Ces CNV ont
été trouvés chez 13 patients différents (15,9% d’entre eux). lls sont localisés au niveau des
chromosomes 5, 7, 15, 16 et X. lls ont auparavant été associés a |'obésité ou aux pathologies

associées a la déficience intellectuelle pour lesquels nous les avons considérés comme

pathogéniques (Supplementary Table A).

Patient Sex Chr Start End Size Probes Type Phenotype
. Intellectual disability [psychomotor retardation, language delay],
32996 F 16 29568896 30206106 637.21 215 Gain ) .
short stature, thinness, dysmorphic feature
36504 F 5 41442 31162895 30743.13 3989 Gain Intellectual disability
Intellectual disability [psychomotor retardation], failure to thrive,
36981 F 15 98507942 101861073 3353.13 513 Loss ) ) )
short stature, thinness, microcephaly, dysmorphic feature
. Intellectual disability [psychomotor retardation, spatial
38213 F 20 59032190 64329015 5296.83 1180 Gain o ) ) .
disorientation], aggressive behavior, short stature
38645 16 28811431 29052826 241.4 136 Loss Intellectual disability [psychomotor retardation, language delay]
. Intellectual disability [psychomotor retardation], neonatal
38839 M X 53231708 53878306 646.6 185 Gain ) )
hypotonia, thinness
. Intellectual disability [psychomotor retardation, language delay],
39409 F 7 73316540 74798284 1481.74 339 Gain . )
behavioral disorder
39509 M 15 31739875 32243158 503.28 58 Gain Intellectual disability [language delay], seizures
39638 F 15 31729880 32225059 495.18 60 Gain Intellectual disability
0sv20 M 16 29572106 30188122 616.02 211 Loss Intellectual disability [language delay], obesity
osv21 F 16 29642461 30194811 552.35 203 Loss Intellectual disability [language delay], obesity
Seizures, behavioral disorder, hypermetropia, obesity, dysmorphic
0osvae6 F 16 28811431 29052826 241.4 136 Loss
feature
u2 F 16 29590876 30188122 597.25 209 Loss Intellectual disability [psychomotor retardation], severe obesity

Table 4 : CNV « likely pathogenic » chez I'ensemble des 82 patients du projet.

Six des 13 patients chez lesquels un CNV potentiellement pathogéniques a été détecté sont
touchés au niveau de la région du chromosome 16p11.2. Trois d’entre eux sont porteurs d’'une
délétion d’environ 600kb au niveau proximal de la région chrl6pll.2, et présentent une
déficience intellectuelle ainsi qu’'une obésité marquée. Un des patients est porteur de la
duplication miroir des délétions précédentes, au niveau proximal de la région 16p11.2, toujours
d’environ 600kb, et souffre de déficience intellectuelle et de malformations, tout en étant de

petite taille et maigre. C'est un cas intéressant de CNV ou la délétion et duplication provoquent
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des phénotypes miroir concernant la masse corporelle (133). Enfin 2 patients présentent une
délétion d’environ 200kb au niveau distal de la région 16p11.2, et souffrent de déficience
intellectuelle pour I'un d’entre eux, et de crises convulsives associées avec des troubles de
comportement, une hypermétropie, une obésité et des malformations pour le second.

Nous avons également détecté 45 CNV chez un total de 33 individus, classés comme étant de
signification incertaine (27 duplications et 18 délétions) d’en moyenne 195kb, avec un minimum
de 9,8kb et un maximum de 718kb (Supplementary Table E). Ces CNV ont lieu au niveau de génes
impliqués soit dans une pathologie associée a la déficience intellectuelle, soit a I'obésité, ou alors
au niveau de régions connues pour étre touchées par des CNV associées avec ces pathologies,
mais sont classés comme de signification incertaine car leur taille est inférieure a celle des CNV
connus pour étre associés a ces pathologies (Supplementary Table F).

Les parents de certains des patients ont également été analysés concernant leurs CNV, de facon
a déterminer si les éventuels CNV retrouvés chez leurs enfants sont de novo ou non. Nous n’avons
trouvé aucun CNV de novo potentiellement impliqué dans les pathologies touchant les patients
pour lesquels nous avons pu avoir acces a I’ADN des parents.

Les mutations ponctuelles ont également été analysées chez I'ensemble des 82 patients de
I’étude (dont les mutations n’avaient pas été analysées auparavant). Nous sommes parvenus a
établir un diagnostic basé sur la présence d’une mutation ponctuelle touchant un géne associé a
une maladie Mendélienne correspondant au phénotype du patient chez 14 de nos patients (soit
17,1 % d’entre eux).

Parmi les mutations pathogéniques ou probalement pathogéniques, deux d’entre elles touchent
le géne MC4R et ont été retrouvées chez deux patients atteints d’obésité morbide, de déficience
intellectuelle sévére, de troubles du comportement et de malformations. La premiére de ces deux
mutations a été détectée chez le patient OSV37, et est une mutation hétérozygote
NM_005912.2:¢c.52C > T/p.Arg18Cys, considérée comme pathogénique selon les criteres ACMG
car déja rapportée comme délétére (103) et préalablement étudiée de facon fonctionelle (283).
La seconde de ces mutations a été détectée chez le patient OSV37, et est une mutation
hétérozygote NM_005912.2:c.202del/p.Ala68GInfs*2, considérée comme pathogénique selon

les critéres ACMG car provoquant I'apparition d’un codon stop, et n’ayant jamais été rapportée
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dans la base gnomAD. Une mutation non-sens du géne PTEN a également été trouvée chez un
patient souffrant de lipomes abdominaux, dont la mere, atteinte de cancers de la thyroide et de
I'utérus, estelle aussi porteuse.

Un des patients souffrant d’une forme de déficience intellectuelle a pu étre diagnostiqué via la
détection de deux mutations distinctes dans le gene MTHFR expliquant son phénotype.

Dix autres patients ont pu étre diagnostiqués pour leur déficience intellectuelle par la présence
d’une mutation ponctuelle au niveau des genes suivants : ATRX, MECP2, RAI1, EEF1A2, KDM5B,
NF1, SL6AT1, TSC1, et NEXMIF / KIAA2022.

Nous avons également détecté 8 autres mutations chez 7 patients différents, concernant des
formes monogéniques de diabéte, d’hyperinsulinémie, de convulsions, d’hypercholestérolémie
et de déficience intellectuelle, bien que ces traits n’étaient pas ceux pour lesquelles ces patients

nous ont été adressés (Table 5).

Patient Sex* Gene Mutation Status Parental Pathogenicity ACMG criteria
origin**

39465 F WFS1 c.409_424dup / p.Val142Glyfs*110 het M Pathogenic PVS1, PS1, PP2, PP4

0osv11 F NF1 ¢.3989A>C / p.Glu1330Ala het Unk Likely PM1, PM2, PP2, PP4
pathogenic

0osv17 F KCNJ11 c.151G>T / p.Glu51* het M Pathogenic PVS1, PS1, PM2, PP2,

PP4

0osv24 M CPA6 €.544C>T / p.Arg182* het M Pathogenic PVS1, PS1, PP2, PP4

osv2a M STAP1 c.827-1del / - het F Pathogenic PVS1, PM2, PP2, PP4

osvag M PPARG c.419G>A / p.Arg140His het M Pathogenic PS1, PS3, PP2, PP4

0osv53 M TSC1 €.2665_2666delinsAT / p.Glu889lle hom Unk Likely PM1, PM2, PP2, PP3, PP4
pathogenic

0osv58 M POGZ ¢.3026G>A / p.Arg1009His het Unk Likely PM1, PM2, PP2, PP4
pathogenic

0sv71 M HRAS ¢.367C>T / p.Arg123Cys het Unk Likely PS1, PP2, PP3, PP4
pathogenic

0sv77 M TSC1 c.827C>A / p.Ser276Tyr het F Likely PM1, PM2, PP2, PP3, PP4
pathogenic

0OsVvs86 M HCN2 €.1269C>G / p.Ser423Arg het D Likely PS2, PM2, PP2, PP4
pathogenic

Table 5 : Mutations « pathogeniques » ou « probablement pathogeniques » chez I'’ensemble des
82 patients du projet.

Enfin la quasi-totalité des patients étaient porteurs de mutations ponctuelles de signification

incertaine (Supplementary Table G).
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Discussion et Perspectives :

A travers ce projet comprenant une étude pilote et une étude plus étendue, nous sommes
parvenus a mettre au point une méthode permettant de réaliser la détection simultanée de deux
types d’événements génétiques auparavant recherchés de facon séparée : les mutations
ponctuelles et les CNV.

Les mutations ponctuelles étaient classiquement recherchées par séquencage d’exome, et la
méthode CoDE-seq offre des résultats équivalents étant donné qu’elle procede en réalisant le
séquencage de l'entiéreté des régions codantes du génome, comme le fait le séquencage
d’exome classique.

Les CNV étaient eux recherchés en pratique clinique par l'utilisation de puces CGH. Notre
méthode a montré qu’elle fournissait des résultats plus complets que ceux obtenus par les puces
utilisées dans la pratique clinique hospitaliére, en redétectant I'ensemble des CNV trouvés par
ces puces, en permettant d’affiner les limites de ces CNV, et en en trouvant de nouveaux. Ces
nouveaux CNV ont pu étre détectés étant donné que notre méthode inclus davantage de sondes
qgue les puces CGH utilisées en clinique. Nous avons également pu confirmer que le WES n’était
pas une méthode adaptée a la détection de CNV étant donné les différences retrouvées a la fois
entre les résultats issus de CoDE-seq et ceux issus du WES classique, et entre les résultats issus
de deux logiciels de détection de CNV sur les mémes données issues de WES, qui sont bien plus
robustes lors de l'utilisation de CoDE-seq que lors de l'utilisation du séquengage d’exome
classique.

En plus de son efficacité supérieure, cette nouvelle méthode est également avantageuse d’un
point de vue cout. Elle représente un surcolt de l'ordre de 25% de celui d’'une analyse WES
classique, soit environ 600 euros, ce qui la rend bien plus abordable que la réalisation conjointe
des deux techniques de WES (450 euros) et de puces CGH (> 600 euros). Par ailleurs, le fait de ne
réaliser qu’une seule technique permet de réaliser des économies de temps, a la fois concernant
la préparation des échantillons, la technique elle-méme, et l'interprétation des données. A Lille,
lors d’'une demande de diagnostic via puces CGH, le délai dépasse souvent 6 mois, auquel il faut

ajouter en cas de résultats négatifs plusieurs semaines pour le diagnostic via séquencage
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d’exome. Dans le cas de I'utilisation de CoDE-seq, 6 semaines permettent d’obtenir des résultats
a la fois pour les CNV et les mutations ponctuelles.

L'objectif est maintenant de diffuser cette technologie, dans le but de modifier les pratiques
hospitaliéres lors de la suspicion de la présence d’'une anomalie génétique nécessitant la
réalisation d’un séquencage d’exome ou d’une puce CGH.

A I'avenir le domaine du séquencage de I’ADN changera encore radicalement. La diminution du
co(t du séquencage de I'exome ou du génome humain diminuera encore largement, jusqu’a
rendre le séquengage du génome compatible avec une utilisation massive. Mais les méthodes au
cout actuel inférieur a celui du séquencage du génome deviendront elles aussi encore plus
abordables. Une méthode comme CoDE-seq continuera donc a étre compétitive par rapport au
séquencage du génome, en restant plus accessible pour les applications ou les lieux ou le
séquencage du génome sera encore trop cher.

Les nouvelles méthodes de séquencage sans amplification, comme celles comercialisées par
Oxford Nanopore ou Pacific Bioscience, vont également transformer les pratiques actuelles. Elles
finiront vraissemblablement par remplacer les technologies et méthode de séquencage basées
sur une amplification des échantillons puis sur la génération de reads courts, dont le principal
représentant est aujourd’hui lllumina. Mais avant cela ces méthodes devront résoudres plusieurs
soucis, comme le haut taux d’erreurs actuellement incompatible avec une utilisation diagnostique
lors de la recherche de mutations rares, ou le faible débit de données générées en comparaison
des meilleurs séquenceurs de reads courts.

On peut maintenant se poser la question de la conséquence clinique et fonctionnelle de ces CNV.
La littérature actuelle est tres peu développée concernant ce sujet, et la plupart des CNV connus
pour étre pathogéniques le sont par analyse d’association, sans mécanisme connu.

Nous supposons que les CNV pourraient agir sur les phénotypes des patients en étant porteur en

modifiant la conformation spatiale de la chromatine chez ces patients (284).
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Conformation spatiale de la chromatine :

La chromatine est stockée dans les cellules sous une forme extrémement compactée, permettant
aux pres de 2metres de la chaine d’ADN humaine de tenir dans les noyaux cellulaires de quelques
um de diameétre. Cette forme compactée possede une structure trés organisée, au niveau de la
laguelle certains segments linéairement séparés sont trés proches spatialement ((285) et Figure

28).

Figure 28 : Organisation de la chromatine dans la cellule (284).

Cette organisation pourrait étre modifiée lors de la survenue d’'un évenement génétique, comme

une mutation ponctuelle, ou un CNV (Figure 29).
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Figure 29 : Impact d’éventuelles variations du génome sur la conformation de la chromatine
(284).

Ces variations génétiques pourraient, si elles surviennent au niveau d’une région régulatrice ou

d’un géne, provoquer des perturbations dans I'expression de différents genes, méme si ceux-ci
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sont linéairement tres éloignés. Ce mécanisme pourrait expliquer I'impact de certains CNV ayant

lieu apparemment loin de tout gene impliqué dans la pathologie a laquelle il est associé.

NG-CaptureC:

Il existe de nombreuses techniques d’analyse de la conformation spatiale de la chromatine,
comme le 3C, le 4C ((286) et Figure 30), ou I'Hi-C cité précédemment (250). Elles se basent toutes
sur le fait de « cross-linker » I’ADN, c’est-a-dire de bloquer les liaisons entre I’ADN et les protéines
qui y sont fixées, pour en maintenir la conformation spatiale (comme pour la technique du ChlIP),
de I'extraire des cellules, de le fragmenter puis de procéder a une étape de ligation pour créer
des fragments « hybrides » de faible taille reliant deux zones proches dans I'espace, et enfin

d’éliminer les protéines pour ne conserver que les fragments d’ADN hybrides.
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Figure 30 : Panel de plusieurs techniques d’analyse de la conformation spatiale de 'ADN (286).

Pour tenter d’étudier I'impact de certains CNV sur la conformation spatiale de la chromatine, nous
avons choisi d’utiliser une technique appelée NG-CaptureC (287) que nous avons modifié, en
remplacant la premiére étape de digestion par enzyme de restriction par une étape de sonication
(Figure 31). Cette technique a pour avantage de permettre une analyse de type « 1 contre tous »,
en étudiant I'ensemble des interactions entre une région du génome et le reste du génome. Nous
I'avons modifiée pour ne pas étre dépendant des sites de coupures des enzymes de restriction,
et pouvoir analyser les interactions avec toutes les zones de notre choix. Par ailleurs, cette
technique permet de quantifier les interactions, en s’appuyant sur la profondeur de séquencage,
en reads, pour chacune des interactions répertoriées. En effet, plus une interaction sera

représentée, plus celle-ci sera séquencée.
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Figure 31 : Les différentes étapes de notre méthode se basant sur celle du NG-CaptureC.

Pour tester notre technique avant de I'appliquer a nos CNV d’intérét, nous avons choisi de nous
intéresser au géne FTO, et plus particulierement a une zone intronique comprise entre le premier
et deuxieme exon (Figure 32). Cette zone posséde plusieurs variants nucléotidiques (SNP)
associés avec un IMC plus élevé que chez les sujets non mutés qui avaient été identifiés par les

premieres études GWAS. Les sujets homozygotes mutés pésent en moyenne 3kg de plus que des

sujets non mutés (288).
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d’intérét pour I'étude preuve de concept (288).

Nous avons choisi, pour notre premier test, de nous concentrer sur le SNP rs1421085, I'un des
plus étudiés et associés a I'augmentation de I'IMC, ainsi que sur le promoteur de FTO, de fagon a
comparer nos résultats avec ceux obtenus chez la souris ((289) et Figure 33). En effet les
interactions entre les SNPs associés a I'IMC et les genes entourant FTO font l'objet de
controverses. Des études montrent que les génes IRX3 et IRX5 sont les cibles des interactions avec
les SNPs de FTO permettant d’expliquer cette association (288), et d’autres études s’orientent

vers d’autres genes, comme RPGRIP1L (290).
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Figure 33 : Associations avec le promoteur du gene fto chez la souris (289). Chacun des liens
présents dans le rond central représente une interaction entre deux points dans la zone du
génome comprenant le géne FTO, et les barres verticales au niveau des cercles extérieurs
représentent l'intensité de ces interactions.

Matériel et méthode :

Pour tester notre technique, il est nécessaire d’utiliser des cellules fraiches, de facon a ce que

I’ADN soit toujours dans sa conformation fonctionnelle. Nous avons donc commencé a travailler
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sur une lignée humaine de cellules de foie, les IHH, dans lesquelles FTO est connu pour étre

exprimé (Figure 34).
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Figure 34 : Expression du gene FTO dans différents tissus, représenté en nombre de transcrits
par million.

La conformation de I'’ADN de ces cellules est ensuite fixée, ou cross-linkée par ajout de
formaldéhyde, en suivant le protocole du kit truChIP Chromatin Shearing Kit with Formaldehyde
de la société Covaris. Les cellules et ’ADN qu’elles contiennent ont ensuite été fragmentés sur
I'appareil de sonication E220 de la société Covaris. Une fois I’ADN fragmenté, nous avons procédé
a |'étape de ligation par ajout de DNA ligase T4, puis de suppression du cross-link par ajout de
protéinase K, et enfin purifié cet ADN sur colonne grace au kit NucleoSpin Tissue de la société
Macherey-Nagel.

Nous avons ensuite effectué une librairie séquencable a partir de I’ADN obtenu. Nous avons utilisé
1lug d’ADN que nous avons fragmenté a I'aide d’un appareil de sonication Covaris E220 de la
société Covaris, pour obtenir des fragments de taille compatible avec le séquengage d’environ
200 bases. Les fragments obtenus ont ensuite subi une réparation des extrémités soniquées, pour
permettre ensuite leur ligation aux adaptateurs de séquencage lllumina grace au kit HTP library
preparation kit de la société KAPA. Les échantillons ont ensuite été amplifiés par polymerase chain
reaction, ou PCR, en utilisant des amorces complémentaires des adaptateurs de séquencage. Les

échantillons amplifiés ont ensuite été filtrés lors d’'une étape de sélection de taille pour ne garder
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gue ceux compatibles avec le séquencage et éliminer les éléments parasites, puis quantifiés par

I'appareil LabChip GX de Perkin Elmer (Figure 19).

Nous avons ensuite procédé aux 2 captures successives a |'aide de sondes d’ADN biotynilées de
120 bases ciblant le promoteur de FTO et le SNP rs1421085. Enfin a I'issu de ces captures, I’ADN
a été purifié grace au kit de lavage SeqCap Hybridization and Wash Kit sur 'automate Agilent
Bravo Automated Liquid Handling Plateform, de facon a éliminer tous les fragments non capturés.
Ces captures ont ensuite été amplifiées grace au kit Nimblegen Hifi HotStart ReadyMix et
qguantifiées sur les appareils Caliper LifeScience Labchip GX (Perkin ElImer) et Qubit fluorometric
quantitation assays (Thermo Fisher Scientific) (Figure 20).

L’étape de séquencage a été effectuée sur le séquenceur MiSeq de la société Illumina.

Analyse Bioinformatique :

Une fois le séquencage effectué, il a été nécessaire de traiter des reads hybrides sans point de
liaison connu, c’est-a-dire des reads constitués de deux séquences d’ADN correspondant a deux
zones distinctes du génome, sans point de liaison défini entre eux. Il est difficile pour un aligneur
de réussir a aligner ces reads sur le génome, étant donné gu’ils correspondent a deux zones
distinctes, sans point de séparation défini. Nous avons donc choisi d’utiliser un logiciel nommé

w4Cseq (291), spécifiquement développé pour gérer cette problématique.

Résultats préliminaires :

Nos premiers tests se sont intéressés au promoteur du gene FTO, de facon a étalonner la
technique. Nos premiers résultats ont montré un probléme d’enrichissement en régions
interagissant avec le promoteur de FTO, ce qui montrait un souci lors de I’étape de capture. Nous
avons par la suite amélioré nos parametres (passage de 24 a 72h de capture, et de 47 a 65C°) et
obtenu une nette amélioration (Figure 35). Nous avons pu observer plusieurs centaines
d’interactions avec I'’ensemble du génome, dont I'analyse est toujours en cours.
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Figure 35 : Premiers résultats de notre protocole de NG-CaptureC sur le promoteur de FTO.
Représentation via le logiciel Circos. Les liens rouges représentent les interactions entre le
promoteur du géne FTO et le reste du génome, et les liens gris ceux ne comprenant pas le
promoteur du gene FTO.

Nous nous sommes par la suite intéressés au SNP rs1421085 et a ses éventuelles interactions avec
le reste du génome. D’apres un article du New England Journal of Medicine, ce SNP est connu
pour interagir avec les génes IRX3 et IRX5 (288). Nous n’avons pas retrouvé ces interactions parmi
nos résultats. Néanmoins, nous avons trouvé plusieurs interactions avec des genes, comme le
géne codant pour la Pleckstrine (PLEK), pour la 5-Oxoprolinase (OPLAH) ou pour la Zinc Finger
Protein 251 (ZNF251). Nous avons également pu observer plusieurs centaines d’interaction entre
cette zone et le reste du génome, mais en des points différents de celles concernant le promoteur
FTO, avec beaucoup plus d’interactions inter-chromosomiques que dans la plupart des études
(Figure 36). Ces résultats ont ensuite été reproduits avec succés dans les deux cas, avec
conservation de la plupart des interactions de forte intensité, ce qui montre la robustesse de la
technique.
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Figure 36 : Représentation des interactions entre le SNP rs1421085 et le reste du génome. Les
couleurs représentent le nombre de reads par interaction, avec moins de 5 reads en bleu, de 5 a
10 en vert, de 10 a 25 en jaune, de 25 a 50 en orange, et plus de 50 en rouge.

Nous avons ensuite cherché a confirmer nos interactions avec le SNP rs1421085, pour confirmer
les résultats, en recherchant les interactions a partir des 4 cibles de rs1421085 a la p-value
d’interaction avec la plus basse. Trois d’entre-elles ont lieu au niveau de génes (PLEK, OPLAH et
ZNF251) du chromosome 8, et la derniére dans une zone non codante du chromosome 10 (Figure

37).
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Figure 37 : Zones d’interaction avec rs1421085 a la p-value la plus basse. Les coordonnées sont
basées sur le génome en version hgl9.

Nous sommes parvenus a retrouver une interaction avec rs1421085 dans a partir de 2 des 4 cibles

de rs1421085 : celle avec le gene ZNF251 et la zone non codante du chromosome 10 (Figure 38).
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Figure 38 : Représentation des interactions entre les 4 zones d’interactions avec le SNP rs1421085
a la p-value la plus basse et le reste du génome. Les couleurs représentent le nombre de reads
par interaction, avec moins de 5 reads en bleu, de 5 a 10 en vert, de 10 a 25 en jaune, de 25 a 50

en orange, et plus de 50 en rouge. On peut voir qu’une interaction avec le SNP rs1421085 n’a été
trouvée que pour deux de ces 4 zones.

Discussion :

Nos résultats montrent que les interactions spatiales de la chromatine sont complexes et

nombreuses. Nous parvenons a détecter davantage d’interactions que lors des études

précédentes ayant concerné FTO, en particulier concernant les interactions inter-

chromosomiques. Cela souligne les difficultés d’interprétation des GWAS et de I'attribution des
effets d’un SNP, qui ont tendance a se focaliser sur les genes les plus proches, alors que des
interactions longues distances peuvent avoir lieu. Néanmoins, nous ne retrouvons pas les
interactions entre le SNP rs1421085 et les génes IRX3 et IRX5. De plus, certaines de ces

interactions ont été retrouvées dans les deux sens, ce qui souligne la robustesse de cette étude
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pilote. Concernant les deux interactions non retrouvées dans les deux sens, il est possible qu’un
séquencage insuffisant soit la cause de leur absence. Les prochaines étapes de ce travail seront
d’effectuer ces analyses sur d’autres tissus, comme des préadipocytes primaires humains, des
lignées de neurones dopaminergiques grace a une collaboration avec le Docteur David Devos
(Lille), ou des neurones hypothalamiques grace a une collaboration avec le Docteur Giles Yeo
(Cambridge). Cela nous permettra de valider notre méthode et ses résultats, avant de démarrer
I’études des possibles variations de structures de la chromatine engendrées par les CNV, ou les

mutations ponctuelles, sur les tissus de nos patients.
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Supplementary data :

Table A. Régions du génome connues pour étre touchées par des CNV.

Chr

Start

10001

145686996

147061832

147061832

44074
17088783

44183312

59058561

196060397

239048167

2173349
2173349

195999964

195999964

1567470

10001

8205499

End

12780116

146048496

148411223

148411223

1193224
18060650

44362445

61592680

204342216

239400949

2869900
2869900

197617792

197617792

2108509

12533192

9068862

Phenotype

Deeply set eye / Intellectual disability / Delayed
cranial suture closure / Muscular hypotonia /
Pointed chin / Seizures

Schizoaffective disorder / Thrombocytopenia-
Absent Radius syndrome

Intellectual disability / Microcephaly

Intellectual disability / Autism

Autism
Autism

Hypotonia-cystinuria

Abnormality of the face / Hydronephrosis /
Camptodactyly of finger / Intellectual disability /
Downslanted palpebral fissures / Microcephaly /
Feeding diffculties in infancy / Telecanthus /
Ptosis / Optic disc hypoplasia

Behavioural-Psychiatric Abnormality / Cleft
palate / High palate / Inguinal hernia / Feeding
difficulties in infancy / Seizures / Intellectual
disability / Short stature

Brachydactyly syndrome / Deeply set eye / Round
face / Intellectual disability / Thin upper lip
vermilion

Autism
Autism
Intellectual disability / Long face / Prominent

nasal bridge / Short philtrum

Intellectual disability / Microcephaly / Obesity

Intellectual disability / Microcephaly / Muscular
hypotonia / Seizures / Small for gestational age

Intellectual disability / Microcephaly / Weak,
high-pitched voice

Autism / Severe speech delay

Name

1p36 microdeletion

syndrome

1g21.1 deletion

1g21.1 recurrent
microdeletion
1g21.1 recurrent

microduplication

2p25.3 deletion
2p24.2 duplication

2p21 microdeletion

syndrome

2p15-16.1 microdeletion
syndrome

2g33.1 deletion

syndrome

2937 monosomy

3p26 deletion
3p26 duplication

3g29 microdeletion

syndrome

3929 microduplication
syndrome

Wolf-Hirschhorn
Syndrome [deletion]

Cri du Chat Syndrome
[deletion]

861-kb deletion 5p15.3

Locus

1p36

1g21.1

1921.1

1921.1

2p25.3
2p24.2

2p21

2p15-16.1

2g33.1

2q37

3p26
3p26

3029

3929

4p15.2

5p

5p15.3

Ref

(292-

298)

(299,3
00)

(127,
301-
307)

(127,
305—
308)

(309)
(309)

(310-
314)

(315,3
16)

(317,3
18)

(319,3
20)

(321)
(321)
(322,3
23)
(323,3
24)
(325-
328)

(329-
331)

(332)
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10

11

11

12

12

15

112707504

176297633

73330452

73330452

96688766

8242533

8242533

76314229

137618991

79864244

31784791

43973250

970834

64678139

23374765

112846239

177625115

74728334

74728334

96709891

11907120

11907120

76854003

137836126

87451243

32435541

46030899

1237305

68251745

28193120

Neoplasm of the colon

Accelerated skeletal maturation / Intellectual
disability / Macrocephaly / Mandibular
prognathia / Tall stature

Delayed speech and language development /
Intellectual disability / Short attention span

Aortic valve stenosis / Microdontia / Everted
lower lip vermilion / Intellectual disability / Short
stature / Malar attening / Short attention span

2-3 toe syndactyly / Cleft palate / Abnormality of
the genital-urinary system / Cutaneous finger
syndactyly / Median cleft lip / Ectrodactyly
(hands-feet) / Lacrimal duct aplasia /
Sensorineural hearing impairment

Abnormality of the heart / Cryptorchidism /
Atrioventricular canal defect / Congenital
diaphragmatic hernia / Defect in the atrial
septum / Hyperactivity / Intellectual disability

Abnormal facial shape / Behavioural-Psychiatric
Abnormality / Delayed speech and language
development / Intellectual disability /
Malformation of the heart and great vessels

Downturned corners of mouth / Full cheeks /
Exaggerated cupid's bow / High forehead /
Intellectual disability / Low-set ears /
Micrognathia / Prominent ears / Ptosis /
Opacication of the corneal stroma

Abnormality of the heart / Anteverted nares
/Intellectual disability / Midface retrusion /
Muscular hypotonia / Protruding tongue / Short
nose / Synophrys / Microcephaly

Autism

Abnormality of the male genitalia / Aniridia /
Renal neoplasm / Intellectual disability

Osteochondromas / Enlarged parietal foramina /
Intellectual disability and delayed development
of speech, motor skills and social skills /
Brachycephaly / Short philtrum

Childhood apraxia of speech

Intellectual disability / Osteopoikilosis /
Proportionate short stature

EEG abnormality / Microcephaly / Intellectual
disability / Schizophrenia / Seizures / Truncal
ataxia

Familial Adenomatous
Polyposis [deletion]

Sotos syndrome
[deletion]
7q11.23 duplication
syndrome

Williams-Beuren
Syndrome [deletion]

Split hand/foot
malformation 1 (SHFM1)
[deletion]

8p23.1 deletion
syndrome
8p23.1 duplication
syndrome
8p21.11 microdeletion
syndrome

Kleefstra syndrome [9q
subtelomeric deletion]

10g22.3-23.3 deletion

WAGR
[deletion]

syndrome

Potocki-Shaer syndrome
[deletion]

12p13.33 microdeletion
syndrome

12914 microdeletion
Syndrome
Angelman syndrome

(Type 1) [deletion]

5422.2

5935

7q11.23

7911.23

7921.3

8p23.1

8p23.1

8p21.11

9q subtelo-
meric

10qg22.3-
23.3

11p13

11p11.2-
pl3

12p13.33

12q14

15q11-q13

(333,3
34)

(335-
340)

(341,3
42)

(343-
352)

(353-
360)

(361-
366)

(367—
382)

(383)

(384-
389)

(390)

(391-
394)

(395)

(396)

(397)

(299,3
98~
404)
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15

15

15

15

15

15

16

16

16

16

16

16

16

17

17

23374765

22749354

22749354

30618103

74120302

98814741

10001

3725054

14892827

14892827

21463739

29595531

29595531

150208

14194598

28193120

28193120

28193120

32153206

75680570

101981189

784372

3880120

16392827

16392827

29272756

30188534

30188534

2685615

15567589

Feeding difficulties in infancy / Schizophrenia /
Hypogonadism / Intellectual disability / Muscular
hypotonia / Truncal obesity

EEG abnormality / Microcephaly / Intellectual
disability / Schizophrenia / Seizures / Truncal
ataxia

Feeding difficulties in infancy / Hypogonadism /
Intellectual disability / Muscular hypotonia /
Truncal obesity / Schizophrenia

Abnormality of the face / Schizophrenia /
Intellectual disability / Seizures

Abnormality of the face / Intellectual disability /
Joint laxity / Microcephaly / Short stature /
Hypospadias / Small for gestational age

Abnormality of the kidney / Intellectual disability
/ Tall stature

Abnormality of erythrocytes / Intellectual
disability
Intellectual  disability / Microcephaly /

Dysmorphic facial features

Intellectual disability / Microcephaly / Epilepsy /
Short stature / Facial dysmorphism / Behavioral
problems

Behavioral abnormalities / Intellectual disability /
Congenital heart defects / Skeletal anomalies

Autism / Abnormal facial shape / Global
developmental delay / Microcephaly /
Intellectual disability / Short Stature

Autism / Schizophrenia / Thinness

Autism / Severe obesity

Abnormality of the heart / Frontal bossing /
Lissencephaly / Microcephaly / Midface retrusion

Abnormality of the motor neurons / Decreased
motor nerve conduction velocity / Hypertrophic
nerve changes / Impaired pain sensation /
Impaired proprioception / Impaired temperature
sensation / Impaired vibratory sensation / Pes
cavus

Prader-Willi  syndrome
(Type 1) [deletion]

Angelman syndrome
(Type 2) [deletion]

Prader-Willi  syndrome
(Type 2) [deletion]

15913.3 microdeletion
syndrome
15924 recurrent

microdeletion syndrome

15q24 overgrowth
syndrome [duplication]

ATR-16
[deletion]

syndrome

Rubinstein-Taybi
Syndrome [deletion]

16p13.11 recurrent
microdeletion
(neurocognitive disorder

susceptibility locus)

16p13.11 recurrent
microduplication
(neurocognitive disorder
susceptibility locus)

16p11.2-p12.2
microduplication
syndrome

16p11.2
microduplication
syndrome

16p11.2 microdeletion

syndrome

Miller-Dieker syndrome
[deletion]

Charcot-Marie-Tooth
syndrome  type 1A
[duplication]

15q11-q13

15q11-q13

15q11-q13

15q13.3

15q24

15026

16p13.3

16p13.3

16p13.11

16p13.11

16p11.2-
pl12.2

16p11.2

16p11.2

17p13.3

17p11.2

(299,4
05—
412)

(299,3
98—
404)

(299,4
05—
412)

(299,4
13)

(413—
415)

(416,4
17)

(418-
420)

(421,4
22)

(423-
425)

(423,4
24,426

(427-
433)

(434—
437)

(434,4
37,438

(439-
442)

(443-
445)
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17

17

17

17

17

17

22

22

22

22

22

14194598

16869758

16869758

30780079

36459258

45627800

19009792

19009792

21562828

50607088

15567589

20318836

20318836

31936302

37856298

46217040

16971860

21452445

21452445

23380258

50749416

Abnormality of the motor neurons / Motor
conduction block

Brachydactyly syndrome / Hoarse voice /
Hyperactivity / Intellectual disability / Muscular
hypotonia / Stereotypic behavior / Self-
mutilation / Short stature / Sleep disturbance

Autism / Hyperactivity / Short attention span /
Short stature

Abnormality of the heart / Neurobromas / Cafe-
au-lait spot / Hypertelorism / Coarse facial
features / Intellectual disability

Abnormality of the liver / Diabetes mellitus /
Multiple renal cysts

Feeding diculties in infancy / Intellectual disability
/ Muscular hypotonia / Small for gestational age
/ Long face

Abnormality of the heart / Anal atresia /
Palpebral fissures / Intellectual disability / Iris
coloboma / Micrognathia / Preauricular pit /
Preauricular skin tag / Short stature

Abnormality of the heart / Hypocalcemia /
Delayed speech and language development /
Nasal speech / T lymphocytopenia

Intellectual
Telecanthus

disability / Nasal speech /

Abnormality of the face / Intellectual disability /
Short stature / Small for gestational age

Autism / Intellectual disability / Delayed speech
and language development / Hyperactivity /
Muscular hypotonia

Hereditary Liability to
Pressure Palsies
[deletion]

Smith-Magenis
syndrome [deletion]

Potocki-Lupski syndrome
[duplication]

NF1-microdeletion
syndrome

RCAD (renal cysts and
diabetes) [deletion]

17¢921.31 recurrent
microdeletion syndrome
(Koolen de Vries
syndrome)

Cat-Eye Syndrome (Type
1) [duplication]

22911 deletion
syndrome
(Velocardiofacial /

DiGeorge syndrome)

22¢q11
syndrome

duplication

22911.2 distal deletion
syndrome

22913 deletion
syndrome (Phelan-
Mcdermid syndrom)

Toutes les coordonnées se basent sur le génome de reference en version hg38.

17p11.2

17p11.2

17p11.2

17q11.2

17q12

17g21.31

22q11

22q11

22q11

22q11.2

22q13

(446~
450)

(451-
458)

(453,
454,4
56—
460)

(461~
464)

(465,4
66)

(302,4
67—
473)

(474~
477)

(476,4
78—
481)

(482—
487)

(488)

(489-
492)
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Table B. Données cliniques des participants.

ID Se Age BMI IOTF Isolated Consangui- Intellectual  Seizures Behavioral Visual / Dysmorphic

b'¢ * BMI  obesity nity disability disorder auditory feature /
** impairment  malformation

0osv11 F 7.6 27.8 >35 X X

osvi4 F 9.6 275 >30 «x X X

0osv17 F 121 32 >35 X X X X X

0sv20 M 81 225 >30 X X

0osv21 F 115 29 >30 X X

0osv24 M 176 367 >35 X X

0sVv26 F 7.5 251 >35 X X X

0osv3 M 106 295 >30 x X X X X

0sv30 M 6.8 275 >35 X X X X X

0osv33 M 84 31 >35 X X X

0osv34 F 11.8 276 >30 «x X

osv37 F 4.6 213 >35 X X X X

osv4a1 F 9.3 23.1 >30 X X

osvaa F 16.5 30.6 >30 X

0svae F 125 283 >30 X X X X

osvasg M 88 258 >30 x X X X

0SsVv52 M 103 262 >30 «x X X X

0sv53 M 114 36 >35 X X

0sVv58 M 32 25 >35 X

0SsV6 M 39 219 >35 X X X

0sve5 F 7.5 21 >30 X X X

0sVve6s8 M 111 31 >35 X

0osv70 M 125 375 >35 X X X

0osv71 M 93 247 >30 X X X

0osv74 F 9.1 23 >30 x X X

0osv77 M 44 22 >35 x X X

0osv8o F 16.2 40 >35 X X X
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osv82
0sv86
0osv9
U1

U2

us3

ua

us

ueé

u7

us

U9
u1o
U1l
u12

BMI, body mass index; F, female; IOTF BMlI, extended international (IOTF) body mass index; M, male.
*Obesity cut-off in adults (over 18 years of age): BMI = 30; Severe obesity cut-off: BMI = 35; Morbid obesity cut-off: BMI = 40

**Qbesity cut-off in children (under 18 years of age): IOTF BMI = 30; Morbid obesity cut-off: IOTF BMI = 35

F
M
F
M
F
M
F
M
F
M
M
M
F
M
F

7.2
6.3
7.5
16
29
5.7
7.5
10.7
2.2
14.5
10.5
10.5
35
7.0
11.5

22

23

26.9
34.7
37.0
23.9
22.2

33.1
48.0
29.4
44.0
67.0
40.0
58.0

>30
>35
>35
>35

>35
>30
<30
>35
>35
>35
>35

>35
>35
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Table C. Liste des genes dans lesquels des mutations ponctuelles ont été montré comme causant
des formes Mendéliennes d’obésité, de déficience intélectuelle, d’hypercholesterolemie, de
diabete et de lipodystrophie.

Gene Name Location Mendelian disorder NM transcript
ABCC8 ATP binding cassette subfamily C member 8 11p15.1 Diabetes NM_000352.4
ACAN aggrecan 15026.1 Intellectual Disability NM_013227.3
ACAT1 acetyl-CoA acetyltransferase 1 11g22.3 Intellectual Disability NM_000019.3
ACSL4 acyl-CoA synthetase long chain family member 4  Xq23 Intellectual Disability NM_004458.2
ACTB actin beta 7p22.1 Intellectual Disability NM_001101.3
ACY1 aminoacylase 1 3p21.2 Intellectual Disability NM_000666.2
ADA adenosine deaminase 20g13.12 Intellectual Disability NM_000022.2
ADNP activity dependent neuroprotector homeobox 20g13.13 Intellectual Disability NM_015339.3
ADSL adenylosuccinate lyase 22g13.1 Intellectual Disability NM_000026.2
AFF2 AF4/FMR2 family member 2 Xq28 Intellectual Disability NM_002025.3
AFF4 AF4/FMR2 family member 4 5g31.1 Intellectual Disability & NM_014423.3
Obesity
AGA aspartylglucosaminidase 4qg34.3 Intellectual Disability NM_000027.3
AGO1 argonaute 1, RISC catalytic component 1p34.3 Intellectual Disability NM_012199.2
AGPAT2 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 2 9q34.3 Lipodystrophy NM_006412.3
AHDC1 AT-hook DNA binding motif containing 1 1p36.11-p35.3 Intellectual Disability NM_001029882.3
AHI1 Abelson helper integration site 1 6023.3 Intellectual Disability NM_017651.4
AKT2 AKT serine/threonine kinase 2 19qg13.2 Lipodystrophy NM_001626.5
ALDH18A1 aldehyde dehydrogenase 18 family member Al 10924.1 Intellectual Disability NM_002860.3
ALDH3A2 aldehyde dehydrogenase 3 family member A2 17p11.2 Intellectual Disability NM_000382.2
ALDH5A1 aldehyde dehydrogenase 5 family member A1 6p22.3 Intellectual Disability NM_001080.3
ALDH7A1 aldehyde dehydrogenase 7 family member Al 5q23.2 Intellectual Disability NM_001182.4
ALDOB aldolase, fructose-bisphosphate B 9g31.1 Intellectual Disability NM_000035.3
ALG1 ALG1, chitobiosyldiphosphodolichol beta- 16p13.3 Intellectual Disability NM_019109.4
mannosyltransferase
ALG12 ALG12, alpha-1,6-mannosyltransferase 22q13.33 Intellectual Disability NM_024105.3
ALG13 ALG13, UDP-N-acetylglucosaminyltransferase  Xq23 Intellectual Disability NM_001099922.2
subunit
ALG3 ALG3, alpha-1,3- mannosyltransferase 3g27.1 Intellectual Disability NM_005787.5
ALG6 ALGS6, alpha-1,3-glucosyltransferase 1p31.3 Intellectual Disability NM_013339.3
ALMS1 ALMS1, centrosome and basal body associated 2p13.1 Obesity & Syndromic NM_015120.4
protein features
AMT aminomethyltransferase 3p21.31 Intellectual Disability NM_000481.3
ANK2 ankyrin 2 4925-926 Intellectual Disability NM_001148.4
ANK3 ankyrin 3 10g21.2 Intellectual Disability NM_020987.3
ANKH ANKH inorganic  pyrophosphate transport 5p15.2 Intellectual Disability NM_054027.4
regulator
ANKRD11 ankyrin repeat domain 11 16¢24.3 Intellectual Disability NM_013275.5
ANOS1 anosmin 1 Xp22.31 Obesity & Syndromic NM_000216.2
features
AP1S2 adaptor related protein complex 1 sigma 2  Xp22.2 Intellectual Disability NM_003916.4
subunit
AP4B1 adaptor related protein complex 4 beta 1 subunit  1p13.2 Intellectual Disability NM_006594.3
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AP4E1

AP4M1
AP4S1

APOB
APOE
APPL1

ARFGEF2

ARHGEF6
ARHGEF9
ARID1A
ARID1B
ARIH1
ARL6

ARSA
ARX
ASAH1
ASH1L
ASL
ASPA
ASPM
ASS1
ASXL1

ASXL3

ATIC

ATP6AP2
ATP7A
ATP7B
ATR
ATRX

AUTS2

BANF1
BBS1

BBS10

BBS12

BBS2

BBS4

BBS5

adaptor related protein complex 4 epsilon 1
subunit
adaptor related protein complex 4 mu 1 subunit

adaptor related protein complex 4 sigma 1
subunit
apolipoprotein B

apolipoprotein E

adaptor protein, phosphotyrosine interacting
with PH domain and leucine zipper 1

ADP ribosylation factor guanine nucleotide
exchange factor 2

Rac/Cdc42 guanine nucleotide exchange factor 6

Cdc42 guanine nucleotide exchange factor 9
AT-rich interaction domain 1A

AT-rich interaction domain 1B

ariadne RBR E3 ubiquitin protein ligase 1
ADP ribosylation factor like GTPase 6

arylsulfatase A

aristaless related homeobox
N-acylsphingosine amidohydrolase 1
ASH1 like histone lysine methyltransferase
argininosuccinate lyase

aspartoacylase

abnormal spindle microtubule assembly
argininosuccinate synthase 1

additional sex combs like 1, transcriptional
regulator

additional sex combs like 3, transcriptional
regulator

5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide
formyltransferase/IMP cyclohydrolase

ATPase H+ transporting accessory protein 2

ATPase copper transporting alpha
ATPase copper transporting beta

ATR serine/threonine kinase
ATRX, chromatin remodeler
AUTS2, activator  of

developmental regulator
barrier to autointegration factor 1

transcription  and

Bardet-Bied| syndrome 1
Bardet-Bied| syndrome 10
Bardet-Biedl syndrome 12
Bardet-Bied| syndrome 2
Bardet-Bied| syndrome 4

Bardet-Biedl syndrome 5

15¢21.2

7922.1
14q12

2p24.1
19¢13.32
3p14.3

20913.13

Xq26.3
Xq11.1
1p36.11
6025.3
1524.1
3g11.2

22q13.33
Xp21.3
8p22
1q22
7q11.21
17p13.2
1931.3
9q34.11
20q11.21

18q12.1
2935

Xp11.4
Xq21.1
13914.3
3g23
Xg21.1

7911.22

11q13.1
11g13.2

12q21.2
4q27
16913
15¢24.1

2g31.1

Intellectual Disability

Intellectual Disability

Intellectual Disability

Hypercholesterolemia
Hypercholesterolemia
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NM_007347.4

NM_004722.3
NM_007077.4

NM_000384.2
NM_000041.3
NM_012096.2

NM_006420.2

NM_004840.2
NM_015185.2
NM_006015.4
NM_020732.3
NM_005744.3
NM_177976.2

NM_000487.5
NM_139058.2
NM_177924.3
NM_018489.2
NM_000048.3
NM_000049.2
NM_018136.4
NM_000050.4
NM_015338.5

NM_030632.1
NM_004044.6

NM_005765.2
NM_000052.6
NM_000053.3
NM_001184.3
NM_000489.4

NM_015570.3

NM_001143985.1
NM_024649.4

NM_024685.3
NM_152618.2
NM_031885.3
NM_033028.4

NM_152384.2
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BBS7

BBS9

BCKDHA

BCKDHB

BCKDK
BCL11A
BCOR
BDNF

BLK
BRAF
BRD3
BRPF1
BRWD1

BRWD3

BSCL2
BTD
Cl12orf57
CA8
CACNA1C
CACNA1D
CACNA1F
CACNA1G
CACNG2

CASK

CASR
CAV1
CAVIN1
CBS
CC2D1A
CCDC22
CDH10
CDH15
CDK13
CDK5RAP2
CDK6
CDKL5
CEL
CENPJ
CEP152

Bardet-Bied| syndrome 7
Bardet-Bied| syndrome 9

branched chain keto acid dehydrogenase E1,
alpha polypeptide

branched chain keto acid dehydrogenase E1
subunit beta

branched chain ketoacid dehydrogenase kinase

B-cell CLL/lymphoma 11A
BCL6 corepressor

brain derived neurotrophic factor

BLK proto-oncogene, Src family tyrosine kinase
B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase
bromodomain containing 3

bromodomain and PHD finger containing 1

bromodomain and WD repeat domain containing
1

bromodomain and WD repeat domain containing
3

BSCL2, seipin lipid droplet biogenesis associated

biotinidase

chromosome 12 open reading frame 57
carbonic anhydrase 8

calcium voltage-gated channel subunit alphal C
calcium voltage-gated channel subunit alphal D
calcium voltage-gated channel subunit alphal F
calcium voltage-gated channel subunit alphal G

calcium voltage-gated channel auxiliary subunit
gamma 2

calcium/calmodulin dependent serine protein
kinase

calcium sensing receptor

caveolin 1

caveolae associated protein 1
cystathionine-beta-synthase

coiled-coil and C2 domain containing 1A
coiled-coil domain containing 22
cadherin 10

cadherin 15

cyclin dependent kinase 13

CDKS5 regulatory subunit associated protein 2
cyclin dependent kinase 6

cyclin dependent kinase like 5

carboxyl ester lipase

centromere protein J

centrosomal protein 152

4927
7p14.3
19913.2
6q14.1

16p11.2
2p16.1
Xp11.4
11p14.1

8p23.1
7934
9g34.2
3p25.3
21022.2

Xq21.1

11912.3
3p25.1
12p13.31
8q12.1
12p13.33
3p21.1
Xp11.23
17q21.33
22g12.3

Xpl1.4

3913.33-q21.1
7931.2
17¢21.31
21q22.3
19p13.12
Xp11.23
5p14.2-p14.1
16q24.3
7p14.1

9933.2

7921.2
Xp22.13
9934.13
13912.12-q12.13
15q21.1
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Intellectual Disability
Intellectual Disability
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Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Diabetes

Intellectual Disability

Intellectual Disability

NM_176824.2
NM_198428.2
NM_000709.3
NM_183050.2

NM_005881.3
NM_022893.3
NM_017745.5
NM_170735.5

NM_001715.2
NM_004333.4
NM_007371.3
NM_001003694.1
NM_018963.4

NM_153252.4

NM_032667.6
NM_000060.3
NM_138425.3
NM_004056.4
NM_000719.6
NM_000720.3
NM_005183.3
NM_018896.4
NM_006078.3

NM_003688.3

NM_000388.3
NM_001753.4
NM_012232.5
NM_000071.2
NM_017721.4
NM_014008.4
NM_006727.3
NM_004933.2
NM_003718.4
NM_018249.5
NM_001259.6
NM_003159.2
NM_001807.4
NM_018451.4
NM_014985.3
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CEP19

CEP290

CHAMP1

CHD2

CHD4
CHD7
CHD8
CHRNA2
CHRNA4
CHRNB2
CIDEC
CLCN2
CLCN4
CLic2
CLN3
CLN5
CLN6
CLN8
CLTC
CNKSR2

CNOT3
CNTN4
CNTNAP2
COL4A3BP
COQS8A
CPA6
CPS1
CRBN
CREBBP

CSDE1
CSNK2A1
CSTB
CTCF
CTNNB1
CTSF
CcuL3
cuL4aB

CUX2
CYFIP1
CYP27A1

centrosomal protein 19
centrosomal protein 290
chromosome

phosphoprotein 1
chromodomain helicase DNA binding protein 2

alignment maintaining

chromodomain helicase DNA binding protein 4
chromodomain helicase DNA binding protein 7
chromodomain helicase DNA binding protein 8
cholinergic receptor nicotinic alpha 2 subunit
cholinergic receptor nicotinic alpha 4 subunit
cholinergic receptor nicotinic beta 2 subunit
cell death inducing DFFA like effector c
chloride voltage-gated channel 2

chloride voltage-gated channel 4

chloride intracellular channel 2

CLN3, battenin

CLNS5, intracellular trafficking protein

CLN®6, transmembrane ER protein

CLNS8, transmembrane ER and ERGIC protein
clathrin heavy chain

connector enhancer of kinase suppressor of Ras
2
CCR4-NOT transcription complex subunit 3

contactin 4

contactin associated protein like 2
collagen type IV alpha 3 binding protein
coenzyme Q8A

carboxypeptidase A6
carbamoyl-phosphate synthase 1
cereblon

CREB binding protein

cold shock domain containing E1
casein kinase 2 alpha 1

cystatin B

CCCTC-binding factor

catenin beta 1

cathepsin F

cullin 3

cullin 4B

cut like homeobox 2
cytoplasmic FMR1 interacting protein 1

cytochrome P450 family 27 subfamily A member
1

3029
12q21.32
1334
15q26.1

12p13.31
8q12.2
14q11.2
8p21.2
20q13.33
1q21.3
3p25.3
3927.1
Xp22.2
Xq28
16p12.1
13922.3
15923
8p23.3
17g23.1
Xp22.12

19q13.42
3p26.3-p26.2
7935-g36.1
5q13.3
1942.13
8g13.2

2q34

3p26.2
16p13.3

1p13.2
20p13
21q22.3
16q22.1
3p22.1
11q13.2
2936.2
Xq24

12924.11-q24.12
15q11.2
2935
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NM_032898.4
NM_025114.3
NM_001164144.1
NM_001271.3

NM_001273.3
NM_017780.3
NM_001170629.1
NM_000742.3
NM_000744.6
NM_000748.2
NM_022094.3
NM_004366.5
NM_001830.3
NM_001289.5
NM_001042432.1
NM_006493.2
NM_017882.2
NM_018941.3
NM_001288653.1
NM_014927.3

NM_014516.3
NM_175607.2
NM_014141.5
NM_001130105.1
NM_020247.4
NM_020361.4
NM_001875.4
NM_016302.3
NM_004380.2

NM_001130523.2
NM_001895.3
NM_000100.3
NM_006565.3
NM_001904.3
NM_003793.3
NM_003590.4
NM_003588.3

NM_015267.3
NM_014608.3
NM_000784.3
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CYP2U1
D2HGDH
DBT

DCX
DDHD2
DDX3X
DEAF1
DEPDC5
DHCR?7
DISC1
DKC1
DLG2
DLG3
DNM1
DNMT3A
DNMT3B
DPAGT1

DPM1

DPP6
DPYD
DSCAM
DYNC1H1
DYRK1A

DYRK1B

EBF3
EEF1A2
EFTUD2

EHMT1

EIF2AK3

EIF2S3

EIF4E
ELP2
EN2
EP300

EPB41L1
EPM2A
ERLIN2
FBN1
FGD1

cytochrome P450 family 2 subfamily U member 1
D-2-hydroxyglutarate dehydrogenase

dihydrolipoamide branched chain transacylase
E2
doublecortin

DDHD domain containing 2
DEAD-box helicase 3, X-linked
DEAF1, transcription factor

DEP domain containing 5
7-dehydrocholesterol reductase
disrupted in schizophrenia 1
dyskerin pseudouridine synthase 1
discs large MAGUK scaffold protein 2
discs large MAGUK scaffold protein 3
dynamin 1

DNA methyltransferase 3 alpha

DNA methyltransferase 3 beta

dolichyl-phosphate N-
acetylglucosaminephosphotransferase 1
dolichyl-phosphate mannosyltransferase subunit
1, catalytic

dipeptidyl peptidase like 6

dihydropyrimidine dehydrogenase
DS cell adhesion molecule

dynein cytoplasmic 1 heavy chain 1

dual specificity tyrosine  phosphorylation
regulated kinase 1A
dual specificity tyrosine  phosphorylation

regulated kinase 1B
early B-cell factor 3

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2

elongation factor Tu GTP binding domain
containing 2
euchromatic histone lysine methyltransferase 1

eukaryotic translation initiation factor 2 alpha
kinase 3

eukaryotic translation initiation factor 2 subunit
gamma

eukaryotic translation initiation factor 4E

elongator acetyltransferase complex subunit 2
engrailed homeobox 2

E1A binding protein p300

erythrocyte membrane protein band 4.1 like 1
EPM2A, laforin glucan phosphatase

ER lipid raft associated 2

fibrillin 1

FYVE, RhoGEF and PH domain containing 1

4925
2937.3
1p21.2

Xq23
8p11.23
Xp11.4
11p15.5
22q12.2-q12.3
11q13.4
1942.2

Xq28

11q14.1
Xq13.1
9g34.11
2p23.3
20q11.21
11923.3

20g13.13

7036.2
1p21.3
21022.2
14q32.31
21922.13

19913.2

10926.3
20q13.33
1721.31

9934.3
2p11.2
Xp22.11

4923
18q12.2
7q36.3
22q13.2

20q11.23
6024.3
8p11.23
15¢21.1
Xp11.22
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NM_183075.2
NM_152783.4
NM_001918.3

NM_178153.2
NM_015214.2
NM_001193416.2
NM_021008.3
NM_001242896.1
NM_001360.2
NM_018662.2
NM_001363.4
NM_001142699.1
NM_021120.3
NM_004408.3
NM_175629.2
NM_006892.3
NM_001382.3

NM_003859.1

NM_001936.4
NM_000110.3
NM_001389.3
NM_001376.4
NM_001396.3

NM_004714.2

NM_001005463.2
NM_001958.3
NM_004247.3

NM_024757.4
NM_004836.5
NM_001415.3

NM_001130679.1
NM_001242875.1
NM_001427.3
NM_001429.3

NM_012156.2
NM_005670.3
NM_007175.6
NM_000138.4
NM_004463.2
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FGFR1

FLNA
FMR1

FOLR1
FOXG1
FOXP1
FOXP2
FOXP3

FRMPD4
FTCD
FTSJ1
FUCA1
GABBR2

GABRA1

GABRB2

GABRB3

GABRG2

GALT
GAMT
GAP43
GATA4

GATA6

GATAD2B
GATM
GBA
GCDH
GCH1
GCK

GDI1
GFPT2
GHR

GK
GLDC
GLIS3

GLUD1
GNAI1
GNAO1
GNAS

GOSR2

fibroblast growth factor receptor 1

filamin A

fragile X mental retardation 1

folate receptor 1
forkhead box G1
forkhead box P1
forkhead box P2
forkhead box P3

FERM and PDZ domain containing 4
formimidoyltransferase cyclodeaminase
Fts) RNA methyltransferase homolog 1
alpha-L-fucosidase 1

gamma-aminobutyric acid type B receptor
subunit 2

gamma-aminobutyric acid type A receptor alphal
subunit

gamma-aminobutyric acid type A receptor beta2
subunit

gamma-aminobutyric acid type A receptor beta3
subunit

gamma-aminobutyric acid type A receptor
gamma2 subunit

galactose-1-phosphate uridylyltransferase

guanidinoacetate N-methyltransferase
growth associated protein 43

GATA binding protein 4
GATA binding protein 6

GATA zinc finger domain containing 2B

glycine amidinotransferase

glucosylceramidase beta

glutaryl-CoA dehydrogenase

GTP cyclohydrolase 1

glucokinase

GDP dissociation inhibitor 1
glutamine-fructose-6-phosphate transaminase 2

growth hormone receptor

glycerol kinase
glycine decarboxylase

GLIS family zinc finger 3

glutamate dehydrogenase 1
G protein subunit alpha il
G protein subunit alpha o1

GNAS complex locus

golgi SNAP receptor complex member 2

8p11.23

Xq28
Xq27.3

11913.4
14912
3p13
7g31.1
Xp11.23

Xp22.2
21022.3
Xp11.23
1p36.11
9g22.33

5934
5q34
15q12
5934

9p13.3
19p13.3
3q13.31
8p23.1

18q11.2

1g21.3
15q21.1
1q22
19p13.13
14q22.2
7p13

Xq28
5g35.3
5p13.1-p12

Xp21.2
9p24.1
9p24.2

10g23.2
7921.11
16913
20q13.32

1721.32
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NM_023110.2

NM_001456.3
NM_002024.5

NM_016725.2
NM_005249.4
NM_032682.5
NM_014491.3
NM_014009.3

NM_014728.3
NM_006657.2
NM_012280.3
NM_000147.4
NM_005458.7

NM_000806.5
NM_021911.2
NM_000814.5
NM_000816.3

NM_000155.3
NM_000156.5
NM_001130064.1
NM_002052.3

NM_005257.5

NM_020699.2
NM_001482.2
NM_001005741.2
NM_000159.3
NM_000161.2
NM_000162.3
NM_001493.2
NM_005110.2
NM_000163.4

NM_000167.5
NM_000170.2
NM_152629.3

NM_005271.3
NM_002069.5
NM_020988.2
NM_000516.4

NM_004287.3
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GPC3
GRIA3

GRID2

GRIK2

GRIN1

GRIN2A

GRIN2B

GRIP1
GUSB
HAL
HCCS
HCFC1
HCN1

HCN2

HDAC4

HDAC8

HEPACAM
HEXA
HGSNAT

HIVEP2

HNF1A
HNF1B
HNF4A
HNRNPU
HOXA1
HPRT1
HRAS
HSD17B10
HUWE1

IDS
IDUA
IER3IP1

IGBP1
IGF1

IGF1R
IKBKG

ILIRAPL1
INPP5E

glypican 3

glutamate ionotropic receptor AMPA type
subunit 3

glutamate ionotropic receptor delta type subunit
2

glutamate ionotropic receptor kainate type
subunit 2

glutamate ionotropic receptor NMDA type
subunit 1

glutamate ionotropic receptor NMDA type
subunit 2A

glutamate ionotropic receptor NMDA type
subunit 2B

glutamate receptor interacting protein 1

glucuronidase beta
histidine ammonia-lyase
holocytochrome c synthase
host cell factor C1

hyperpolarization activated cyclic nucleotide
gated potassium channel 1

hyperpolarization activated cyclic nucleotide
gated potassium and sodium channel 2

histone deacetylase 4

histone deacetylase 8

hepatic and glial cell adhesion molecule
hexosaminidase subunit alpha

heparan-alpha-glucosaminide N-
acetyltransferase

human immunodeficiency virus type | enhancer
binding protein 2

HNF1 homeobox A

HNF1 homeobox B

hepatocyte nuclear factor 4 alpha
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
homeobox Al

hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
HRas proto-oncogene, GTPase
hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 10

HECT, UBA and WWE domain containing 1, E3
ubiquitin protein ligase
iduronate 2-sulfatase

iduronidase, alpha-L-

immediate early response 3 interacting protein 1

immunoglobulin binding protein 1
insulin like growth factor 1
insulin like growth factor 1 receptor

inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit
gamma
interleukin 1 receptor accessory protein like 1

inositol polyphosphate-5-phosphatase E

Xq26.2
Xq25

4422.1-922.2
6016.3
9q34.3
16p13.2
12p13.1

12q14.3
7q11.21
12g23.1
Xp22.2
Xq28
5p12

19p13.3
2937.3
Xq13.1

11924.2
15923
8p11.21-p11.1

6G24.2

12g24.31
17q12
20q13.12
1q44

7p15.2
Xq26.2-926.3
11p15.5
Xp11.22
Xp11.22

Xq28
4p16.3
18q21.1

Xq13.1
12qg23.2
15g26.3
Xq28

Xp21.3-p21.2
9934.3
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NM_004484.3
NM_000828.4

NM_001510.3
NM_021956.4
NM_007327.3
NM_000833.4
NM_000834.3

NM_021150.3
NM_000181.3
NM_002108.3
NM_005333.4
NM_005334.2
NM_021072.3

NM_001194.3
NM_006037.3
NM_018486.2

NM_152722.4
NM_000520.4
NM_152419.2

NM_006734.3

NM_000545.5
NM_000458.3
NM_175914.4
NM_031844.2
NM_005522.4
NM_000194.2
NM_005343.2
NM_004493.2
NM_031407.6

NM_000202.6
NM_000203.4
NM_016097.4

NM_001551.2
NM_000618.3
NM_000875.4
NM_001099857.2

NM_014271.3
NM_019892.4
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INS
1QSEC2
ITPR1
IVD
KANSL1
KANSL2
KAT6A
KAT6B
KATNAL2
KCNA1

KCNB1
KCNC1
KCNH1
KCNJ10
KCNJ11
KCNJ6
KCNK9
KCNMA1
KCNQ2
KCNQ3
KCNT1
KCTD13
KCTD?7

KDM5A
KDM5B
KDM5C
KDM6A
KIAA2022/

NEXMIF
KIF1A

KIRREL3
KLF11
KLHL15
KMT2C
KMT2D

KMTS5B
L1CAM
LAMC3

insulin

1Q motif and Sec7 domain 2

inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1
isovaleryl-CoA dehydrogenase

KATS regulatory NSL complex subunit 1
KAT8 regulatory NSL complex subunit 2
lysine acetyltransferase 6A

lysine acetyltransferase 6B

katanin catalytic subunit A1l like 2

potassium voltage-gated channel subfamily A
member 1

potassium voltage-gated channel subfamily B
member 1

potassium voltage-gated channel subfamily C
member 1

potassium voltage-gated channel subfamily H
member 1

potassium voltage-gated channel subfamily J
member 10

potassium voltage-gated channel subfamily J
member 11

potassium voltage-gated channel subfamily J
member 6

potassium two pore domain channel subfamily K
member 9

potassium calcium-activated channel subfamily
M alpha 1

potassium voltage-gated channel subfamily Q
member 2

potassium voltage-gated channel subfamily Q
member 3

potassium sodium-activated channel subfamily T
member 1

potassium channel tetramerization domain
containing 13
potassium channel tetramerization domain
containing 7

lysine demethylase 5A
lysine demethylase 5B
lysine demethylase 5C

lysine demethylase 6A
neurite extension and migration factor

kinesin family member 1A

kirre like nephrin family adhesion molecule 3
Kruppel like factor 11

kelch like family member 15

lysine methyltransferase 2C

lysine methyltransferase 2D

lysine methyltransferase 5B
L1 cell adhesion molecule

laminin subunit gamma 3

11p15.5
Xp11.22
3p26.1
15q15.1
17q21.31
12q13.11
8p11.21
10g22.2
18q21.1
12p13.32

20q13.13
11p15.1
1932.2
1923.2
11p15.1
21g22.13
8qg24.3
10q22.3
20913.33
8q24.22
9q34.3
16p11.2
7q11.21

12p13.33
132.1
Xp11.22
Xp11.3

Xq13.3

2937.3
11q24.2
2p25.1
Xp22.11
7q36.1
12q13.12

11g13.2
Xq28
9934.12
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NM_000207.2
NM_001111125.2
NM_002222.5
NM_002225.3
NM_001193466.1
NM_017822.3
NM_006766.3
NM_012330.3
NM_031303.2
NM_000217.2

NM_004975.2
NM_001112741.1
NM_172362.2
NM_002241.4
NM_000525.3
NM_002240.3
NM_001282534.1
NM_002247.3
NM_172107.2
NM_004519.3
NM_020822.2
NM_178863.4
NM_153033.4

NM_001042603.2
NM_006618.3
NM_004187.3
NM_021140.3

NM_001008537.2

NM_004321.6
NM_032531.3
NM_003597.4
NM_030624.2
NM_170606.2
NM_003482.3

NM_017635.4
NM_000425.4
NM_006059.3

158



LAMP2
LAS1L
LDLR
LDLRAP1

LEP
LEPR
LGl1
LIPA
LIPE
LMNA
LRP2
MAGEL2

MAGI2

MAN1B1
MAN2B1
MANBA
MAOA
MAST1

MBD5
MBTPS2

MC4R
MCPH1
MECP2

MED12
MED13L
MED17
MED23
MEF2C
MET
MFN2
MFSD8
MID1
MKKS

MKS1

MMACHC

MNX1

MRAP2
MTHFR
MTR

lysosomal associated membrane protein 2
LAS1 like, ribosome biogenesis factor
low density lipoprotein receptor

low density lipoprotein receptor adaptor protein
1
leptin

leptin receptor

leucine rich glioma inactivated 1

lipase A, lysosomal acid type

lipase E, hormone sensitive type

lamin A/C

LDL receptor related protein 2

MAGE family member L2

membrane associated guanylate kinase, WW and

PDZ domain containing 2
mannosidase alpha class 1B member 1

mannosidase alpha class 2B member 1
mannosidase beta
monoamine oxidase A

microtubule associated serine/threonine kinase
1
methyl-CpG binding domain protein 5

membrane bound transcription factor peptidase,
site 2
melanocortin 4 receptor

microcephalin 1

methyl-CpG binding protein 2

mediator complex subunit 12

mediator complex subunit 13 like

mediator complex subunit 17

mediator complex subunit 23

myocyte enhancer factor 2C

MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase
mitofusin 2

major facilitator superfamily domain containing 8
midline 1

McKusick-Kaufman syndrome
Meckel syndrome, type 1

methylmalonic aciduria (cobalamin deficiency)
cbIC type, with homocystinuria

motor neuron and pancreas homeobox 1
melanocortin 2 receptor accessory protein 2

methylenetetrahydrofolate reductase

5-methyltetrahydrofolate-homocysteine
methyltransferase

Xq24
Xq12
19p13.2
1p36.11

7932.1
1p31.3
10023.33
10g23.31
19q13.2
122
2q31.1
15q11.2

7921.11

9g34.3
19p13.13
4924
Xp11.3
19p13.2

2023.2
Xp22.12

18¢21.32
8p23.1
Xq28

Xq13.1
12¢24.21
11921
6023.2
5q14.3
7931
1p36.22
4928.2
Xp22
20p12.2

17922
1p34.1
7936.3

6ql4.2
1p36.22
1943
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NM_002294.2
NM_031206.4
NM_000527.4
NM_015627.2

NM_000230.2
NM_002303.5
NM_005097.2
NM_000235.3
NM_005357.3
NM_170707.3
NM_004525.2
NM_019066.4

NM_012301.3

NM_016219.4
NM_000528.3
NM_005908.3
NM_000240.3
NM_014975.2

NM_018328.4
NM_015884.3

NM_005912.2
NM_024596.3
NM_004992.3

NM_005120.2
NM_015335.4
NM_004268.4
NM_015979.3
NM_002397.4
NM_001127500.1
NM_014874.3
NM_152778.2
NM_000381.3
NM_018848.3

NM_017777.3
NM_015506.2
NM_005515.3

NM_138409.2
NM_005957.4
NM_000254.2

159



MUT
MYCN
MYTI1L

NAA10

NAGLU
NDE1
NDST1
NDUFA1
NECAP1
NEDDA4L

NEUROD1

NEUROG3

NF1
NFIX
NGFR
NHLRC1

NHS
NIPBL
NKX2-2

NLGN3
NLGN4X
NPC1
NPC2
NRXN1
NRXN2
NSD1
NSDHL
NSUN2

NTNG1
NTRK2

OCRL
OFD1
OPHN1
oTC

OXTR
PACS1
PAFAH1B1

PAH
PAK3

methylmalonyl-CoA mutase

MYCN proto-oncogene, bHLH transcription factor
myelin transcription factor 1 like
N(alpha)-acetyltransferase 10, NatA catalytic

subunit
N-acetyl-alpha-glucosaminidase

nudE neurodevelopment protein 1
N-deacetylase and N-sulfotransferase 1
NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit Al
NECAP endocytosis associated 1

neural precursor cell expressed, developmentally
down-regulated 4-like, E3 ubiquitin protein ligase
neuronal differentiation 1

neurogenin 3

neurofibromin 1
nuclear factor | X
nerve growth factor receptor

NHL repeat containing E3 ubiquitin protein ligase
1
NHS actin remodeling regulator

NIPBL, cohesin loading factor
NK2 homeobox 2

neuroligin 3

neuroligin 4, X-linked

NPC intracellular cholesterol transporter 1
NPC intracellular cholesterol transporter 2
neurexin 1

neurexin 2

nuclear receptor binding SET domain protein 1
NAD(P) dependent steroid dehydrogenase-like

NOP2/Sun
member 2
netrin G1

RNA  methyltransferase  family

neurotrophic receptor tyrosine kinase 2

OCRL, inositol polyphosphate-5-phosphatase
OFD1, centriole and centriolar satellite protein
oligophrenin 1

ornithine carbamoyltransferase

oxytocin receptor

phosphofurin acidic cluster sorting protein 1

platelet activating factor acetylhydrolase 1b
regulatory subunit 1
phenylalanine hydroxylase

p21 (RAC1) activated kinase 3

6p12.3
2p24.3
2p25.3

Xq28

17q21.2
16p13.11
5033.1
Xq24
12p13.31
18q21.31

2931.3
10922.1

17q11.2
19p13.13
17¢21.33
6p22.3

Xp22.2-p22.13
5p13.2
20p11.22

Xq13.1
Xp22.32-p22.31
18q11.2
14q24.3

2p16.3

11q13.1

5035.3

Xq28

5p15.31

1p13.3
9921.33

Xq26.1
Xp22.2

Xq12

Xpll.4

3p25.3
11913.1-g13.2
17p13.3

12q23.2
Xq23
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NM_000255.3
NM_005378.5
NM_015025.3

NM_003491.3

NM_000263.3
NM_001143979.1
NM_001543.4
NM_004541.3
NM_015509.3
NM_015277.5

NM_002500.4
NM_020999.3

NM_000267.3
NM_001271043.2
NM_002507.3
NM_198586.2

NM_198270.3
NM_133433.3
NM_002509.3

NM_018977.3
NM_020742.3
NM_000271.4
NM_006432.3
NM_001135659.1
NM_138732.2
NM_022455.4
NM_015922.2
NM_017755.5

NM_014917.2
NM_006180.4

NM_000276.3
NM_003611.2
NM_002547.2
NM_000531.5
NM_000916.3
NM_018026.3
NM_000430.3

NM_000277.1
NM_002578.3
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PAX4
PAX5
PAX6
PCBD1
PCCA
PCCB
PCDH19
PCSK1
PCSK9
PCYT1A
PDHA1
PDHX
PDX1

PEX1
PEX12
PEX6
PEX7
PGAP2
PGAP3
PHF6

PHF8
PHGDH
PHIP

PIGA

PIGN

PIGO

PIGV

PIK3R1
PLCB1
PLIN1
PLP1
PMM2
PNKP
PNPO
POGZ

POLD1
POLG
POMC
POMGNT1

PORCN

paired box 4

paired box 5

paired box 6

pterin-4 alpha-carbinolamine dehydratase 1
propionyl-CoA carboxylase alpha subunit
propionyl-CoA carboxylase beta subunit
protocadherin 19

proprotein convertase subtilisin/kexin type 1
proprotein convertase subtilisin/kexin type 9
phosphate cytidylyltransferase 1, choline, alpha
pyruvate dehydrogenase E1 alpha 1 subunit
pyruvate dehydrogenase complex component X

pancreatic and duodenal homeobox 1

peroxisomal biogenesis factor 1
peroxisomal biogenesis factor 12
peroxisomal biogenesis factor 6
peroxisomal biogenesis factor 7
post-GPI attachment to proteins 2
post-GPI attachment to proteins 3

PHD finger protein 6

PHD finger protein 8

phosphoglycerate dehydrogenase

pleckstrin homology domain interacting protein
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis
class A

phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis
class N

phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis
class O

phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis

class V
phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1

phospholipase C beta 1

perilipin 1

proteolipid protein 1
phosphomannomutase 2
polynucleotide kinase 3'-phosphatase
pyridoxamine 5'-phosphate oxidase

pogo transposable element derived with ZNF
domain
DNA polymerase delta 1, catalytic subunit

DNA polymerase gamma, catalytic subunit
proopiomelanocortin

protein O-linked mannose N-
acetylglucosaminyltransferase 1 (beta 1,2-)
porcupine O-acyltransferase

7932.1
9p13.2
11p13
10g22.1
13¢g32.3
3g22.3
Xq22.1
5q15
1p32.3
3929
Xp22.12
11p13
13q12.2

7021.2
17q12
6p21.1
6023.3
11p15.4
17q21.2
Xq26.2

Xp11.22
1p12
6q14.1

Xp22.2
18021.33
9p13.3
1p36.11

5q13.1
20p12.3
15026.1
Xq22.2
16p13.2
19q13.33
17q21.32
1921.3

19q13.3
15q26.1
2p23.3
1p34.1

Xp11.23
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NM_006193.2
NM_016734.2
NM_000280.4
NM_000281.3
NM_000282.3
NM_000532.4
NM_001184880.1
NM_000439.4
NM_174936.3
NM_005017.2
NM_000284.3
NM_003477.2
NM_000209.3

NM_000466.2
NM_000286.2
NM_000287.3
NM_000288.3
NM_001256240.1
NM_033419.4
NM_032458.2

NM_015107.2
NM_006623.3
NM_017934.5

NM_002641.3
NM_176787.4
NM_032634.3
NM_017837.3

NM_181523.2
NM_015192.3
NM_002666.4
NM_000533.4
NM_000303.2
NM_007254.3
NM_018129.3
NM_015100.3

NM_002691.3
NM_002693.2
NM_001035256.1
NM_017739.3

NM_203475.2
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POU1F1
PPARG

PPP2R5D
PPT1
PQBP1
PRICKLE1
PRKRA

PRODH
PROK2

PROKR2

PRPS1
PRRT2
PRSS12
PSAP
PSMB8
PTCHD1
PTEN
PTF1A

PTPN11

PTS
PUF60
PURA
QARS
QRICH1
RAB23

RAB39B
RAD21

RAI1
RBM10
RELN
RFX6

RLIM
RNF135
RPL10
RPS6KA3

SATB2
SCARB2
SCN1A
SCN1B

POU class 1 homeobox 1

peroxisome proliferator activated receptor
gamma
protein phosphatase 2 regulatory subunit B'delta

palmitoyl-protein thioesterase 1
polyglutamine binding protein 1
prickle planar cell polarity protein 1

protein activator of interferon induced protein
kinase EIF2AK2
proline dehydrogenase 1

prokineticin 2
prokineticin receptor 2

phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 1
proline rich transmembrane protein 2

protease, serine 12

prosaposin

proteasome subunit beta 8

patched domain containing 1

phosphatase and tensin homolog

pancreas specific transcription factor, 1a

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type

11
6-pyruvoyltetrahydropterin synthase

poly(U) binding splicing factor 60
purine rich element binding protein A
glutaminyl-tRNA synthetase
glutamine rich 1

RAB23, member RAS oncogene family

RAB39B, member RAS oncogene family

RAD21 cohesin complex component

retinoic acid induced 1
RNA binding motif protein 10
reelin

regulatory factor X6

ring finger protein, LIM domain interacting
ring finger protein 135
ribosomal protein L10

ribosomal protein S6 kinase A3

SATB homeobox 2
scavenger receptor class B member 2
sodium voltage-gated channel alpha subunit 1

sodium voltage-gated channel beta subunit 1

3pl1.2
3p25.2

6p21.1
1p34.2
Xp11.23
12q12
2931.2

22q11.21
3p13

20p12.3

Xq22.3
16p11.2
4426
10922.1
6p21.32
Xp22.11
10g23.31
10p12.2

1224.13

1122.3
8g24.3
5g31.3
3p21.31
3p21.31
6p12.1-p11.2

Xq28
8g24.11

17p11.2
Xp11.3
7922.1
6922.1

Xq13.2
17q11.2
Xq28

Xp22.12

2g33.1
4q21.1
2924.3
19q13.11
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NM_000306.3
NM_015869.4

NM_006245.3
NM_000310.3
NM_005710.2
NM_153026.2
NM_003690.4

NM_016335.4
NM_001126128.1

NM_144773.2

NM_002764.3
NM_145239.2
NM_003619.3
NM_002778.2
NM_148919.3
NM_173495.2
NM_000314.5
NM_178161.2

NM_002834.3

NM_000317.2
NM_078480.2
NM_005859.4
NM_005051.2
NM_017730.2
NM_183227.2

NM_171998.3
NM_006265.2

NM_030665.3
NM_005676.4
NM_005045.3
NM_173560.3

NM_183353.2
NM_032322.3
NM_006013.4
NM_004586.2

NM_015265.3
NM_005506.3
NM_001165963.1
NM_001037.4
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SCN2A
SCN8A
SDCCAGS8

SEMASA
SET
SETBP1
SETD1A
SETD2
SETDS
SGSH
SH2B1
SHANK1
SHANK2
SHANK3
SiM1

SKiI

SLC13A5
SLC16A2
SLC17A5
SLC19A2

SLC1A1
SLC25A13
SLC25A15
SLC25A22
SLC2A1
SLC2A2

SLC35A2
SLC35A3
SLC35C1
SLC45A1
SLC46A1
SLC6A1
SLC6A8
SLCO9A6
SMAD4
SMARCA2

SMARCA4

SMARCB1

sodium voltage-gated channel alpha subunit 2
sodium voltage-gated channel alpha subunit 8

serologically defined colon cancer antigen 8

semaphorin 5A

SET nuclear proto-oncogene

SET binding protein 1

SET domain containing 1A

SET domain containing 2

SET domain containing 5
N-sulfoglucosamine sulfohydrolase

SH2B adaptor protein 1

SH3 and multiple ankyrin repeat domains 1
SH3 and multiple ankyrin repeat domains 2
SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3

single-minded family bHLH transcription factor 1

SKI proto-oncogene

solute carrier family 13 member 5
solute carrier family 16 member 2
solute carrier family 17 member 5

solute carrier family 19 member 2

solute carrier family 1 member 1
solute carrier family 25 member 13
solute carrier family 25 member 15
solute carrier family 25 member 22
solute carrier family 2 member 1

solute carrier family 2 member 2

solute carrier family 35 member A2
solute carrier family 35 member A3
solute carrier family 35 member C1
solute carrier family 45 member 1
solute carrier family 46 member 1
solute carrier family 6 member 1
solute carrier family 6 member 8
solute carrier family 9 member A6
SMAD family member 4

SWI/SNF related, matrix associated, actin
dependent regulator of chromatin, subfamily a,
member 2
SWI/SNF related, matrix associated, actin
dependent regulator of chromatin, subfamily a,
member 4
SWI/SNF related, matrix associated, actin
dependent regulator of chromatin, subfamily b,
member 1

2924.3
12913.13
1943-944

5p15.31
9934.11
18q12.3
16p11.2
3p21.31
3p25.3
17925.3
16p11.2
19q13.33
11913.3-q13.4
22q13.33
6016.3

1p36.33-p36.32
17p13.1
Xq13.2

6q13

1q24.2

9p24.2
7q21.3
13q14.11
11p15.5
1p34.2
3026.2

Xp11.23
1p21.2
11p11.2
1p36.23
17q11.2
3p25.3
Xq28
Xq26.3
18q21.2
9p24.3

19p13.2

22q11.23
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NM_021007.2
NM_014191.3
NM_006642.3

NM_003966.2
NM_001122821.1
NM_015559.2
NM_014712.2
NM_014159.6
NM_001080517.2
NM_000199.3
NM_001145795.1
NM_016148.2
NM_012309.4
NM_033517.1
NM_005068.2

NM_003036.3
NM_177550.4
NM_006517.4
NM_012434.4
NM_006996.2

NM_004170.5
NM_014251.2
NM_014252.3
NM_024698.5
NM_006516.2
NM_000340.1

NM_001042498.2
NM_012243.2
NM_018389.4
NM_001080397.2
NM_080669.5
NM_003042.3
NM_005629.3
NM_006359.2
NM_005359.5
NM_003070.4

NM_001128849.1

NM_003073.3
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SMARCE1

SMC1A

SMC3

SMS
SOBP
SOX10

SOX11
SOX3
SOX5
SOX7
SPRTN
SPTAN1
SRCAP
SRD5A3
SRGAP3
ST3GAL3

ST3GALS

STAG1
STAMBP
STAP1
STIL
STX1B
STXBP1
SYN1
SYNE1

SYNGAP1
SYNJ1
SYP

SZT2
TAB2

TAF1
TBC1D24
TBL1XR1
TBR1
TBX1

TBX3

TCF20
TCF4
TECR

SWI/SNF related, matrix associated, actin
dependent regulator of chromatin, subfamily e,
member 1

structural maintenance of chromosomes 1A

structural maintenance of chromosomes 3

spermine synthase
sine oculis binding protein homolog

SRY-box 10

SRY-box 11

SRY-box 3

SRY-box 5

SRY-box 7

SprT-like N-terminal domain

spectrin alpha, non-erythrocytic 1

Snf2 related CREBBP activator protein
steroid 5 alpha-reductase 3

SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 3

ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase
3

ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase
5

stromal antigen 1

STAM binding protein

signal transducing adaptor family member 1
STIL, centriolar assembly protein

syntaxin 1B

syntaxin binding protein 1

synapsin |

spectrin repeat containing nuclear envelope
protein 1
synaptic Ras GTPase activating protein 1

synaptojanin 1
synaptophysin
SZT2, KICSTOR complex subunit

TGF-beta activated kinase 1/MAP3K7 binding
protein 2
TATA-box binding protein associated factor 1

TBC1 domain family member 24
transducin beta like 1 X-linked receptor 1
T-box, brain 1

T-box 1
T-box 3

transcription factor 20
transcription factor 4

trans-2,3-enoyl-CoA reductase

17¢21.2

Xp11.22
10q25.2

Xp22.11
621
22g13.1

2p25.2
Xq27.1
12p12.1
8p23.1
1q42.2
9g34.11
16p11.2
4912
3p25.3
1p34.1

2p11.2

3q22.3
2p13.1

4q13.2

1p33

16p11.2
9934.11
Xp11.3-p11.23
6025.2

6p21.32
21922.11
Xp11.23
1p34.2
6025.1

Xq13.1
16p13.3
3026.32
2q24.2
22q11.21

12q24.21

22q13.2
18g21.2
19p13.12

Intellectual Disability

Intellectual Disability &

Obesity

Intellectual Disability &

Obesity
Intellectual Disability

Intellectual Disability

Obesity & Syndromic

features
Intellectual Disability

Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Lipodystrophy

Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability

Intellectual Disability
Intellectual Disability

Intellectual Disability
Intellectual Disability
Hypercholesterolemia
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability

Intellectual Disability

Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability

Intellectual Disability

Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability

Intellectual Disability

Intellectual Disability &

Obesity

Obesity & Syndromic

features
Intellectual Disability

Intellectual Disability

Intellectual Disability

NM_003079.4

NM_006306.3
NM_005445.3

NM_004595.4
NM_018013.3
NM_006941.3

NM_003108.3
NM_005634.2
NM_006940.4
NM_031439.3
NM_032018.5
NM_001130438.2
NM_006662.2
NM_024592.4
NM_014850.3
NM_006279.3

NM_003896.3

NM_005862.2
NM_006463.4
NM_012108.2
NM_003035.2
NM_052874.4
NM_003165.3
NM_133499.2
NM_033071.3

NM_006772.2
NM_003895.3
NM_003179.2
NM_015284.3
NM_015093.5

NM_004606.4
NM_001199107.1
NM_024665.4
NM_006593.2
NM_080647.1

NM_005996.3

NM_005650.2
NM_001083962.1
NM_138501.5
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THOC6
THRA
TIMMSA
TMLHE
TNK2
TPP1
TRAPPC9

TRIM32

TRIO
TRIP12
TRMT10A

TRPC5

TSC1
TSC2
TSPAN7
TTC8

TUB

TUBA1A
TUBB2B
TUSC3
UBE2A

UBE3A

UBE3B
UBR1

UPB1
UPF3B

UROC1
USP27X
USPIX
VCP
VLDLR
VPS13B

WAC
WDPCP

WDR45
WDR45B
WDR62
WEFS1

THO complex 6

thyroid hormone receptor, alpha

translocase of inner mitochondrial membrane 8A
trimethyllysine hydroxylase, epsilon

tyrosine kinase non receptor 2

tripeptidyl peptidase 1

trafficking protein particle complex 9
tripartite motif containing 32

trio Rho guanine nucleotide exchange factor
thyroid hormone receptor interactor 12

tRNA methyltransferase 10A

transient receptor potential cation channel
subfamily C member 5
TSC complex subunit 1

TSC complex subunit 2
tetraspanin 7

tetratricopeptide repeat domain 8
tubby bipartite transcription factor

tubulin alpha 1a
tubulin beta 2B class Ilb
tumor suppressor candidate 3

ubiquitin conjugating enzyme E2 A
ubiquitin protein ligase E3A

ubiquitin protein ligase E3B

ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin
1
beta-ureidopropionase 1

UPF3B, regulator of nonsense mediated mRNA
decay
urocanate hydratase 1

ubiquitin specific peptidase 27, X-linked
ubiquitin specific peptidase 9, X-linked
valosin containing protein

very low density lipoprotein receptor

vacuolar protein sorting 13 homolog B

WW domain containing adaptor with coiled-coil

WD repeat containing planar cell polarity effector

WD repeat domain 45
WD repeat domain 45B
WD repeat domain 62

wolframin ER transmembrane glycoprotein

16p13.3
17g21.1
Xg22.1
Xq28
3029
11p15.4
824.3

9g33.1

5p15.2
2936.3
4923

Xq23

9934
16p13.3
Xpll.4
14931.3

11p15.4

12q13.12
6p25.2
8p22
Xq24

15q11.2

12q24.11
15¢15.2

22q11.23
Xq24

3g21.3
Xp11.23
Xp1l.4
9p13.3
9p24.2
8922.2

10p12.1
2p15

Xp11.23
17¢25.3
19q13.12
4p16.1

Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability

Intellectual Disability &
Obesity

Obesity & Syndromic
features

Intellectual Disability

Intellectual Disability

Diabetes, Intellectual
Disability & Syndromic
features

Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability

Obesity & Syndromic
features

Obesity & Syndromic
features

Intellectual Disability

Intellectual Disability
Intellectual Disability

Intellectual Disability &
Obesity

Intellectual Disability &
Obesity

Intellectual Disability

Intellectual Disability

Intellectual Disability

Intellectual Disability

Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability

Intellectual Disability &
Obesity
Intellectual Disability

Obesity & Syndromic
features
Intellectual Disability

Intellectual Disability
Intellectual Disability

Diabetes & Syndromic
features

NM_024339.3
NM_199334.3
NM_004085.3
NM_018196.3
NM_001010938.1
NM_000391.3
NM_031466.6

NM_012210.3

NM_007118.2
NM_004238.2
NM_152292.4

NM_012471.2

NM_000368.4
NM_000548.3
NM_004615.3
NM_198309.3

NM_003320.4

NM_006009.3
NM_178012.4
NM_006765.3
NM_003336.3

NM_130838.1

NM_130466.3
NM_174916.2

NM_016327.2
NM_080632.2

NM_144639.2
NM_001145073.2
NM_001039590.2
NM_007126.3
NM_003383.3
NM_017890.4

NM_016628.4
NM_015910.5

NM_007075.3
NM_019613.3
NM_001083961.1
NM_006005.3
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WNK3
WRN
WWOX
ZBTB18
ZBTB20
ZC3H14
ZC4H2
ZDHHC9
ZEB2
ZFP57
ZMPSTE24
ZMYM3
ZMYND11
ZNF292
ZNF526
ZNF711
ZNF81

WNK lysine deficient protein kinase 3
Werner syndrome RecQ like helicase
WW domain containing oxidoreductase
zinc finger and BTB domain containing 18
zinc finger and BTB domain containing 20
zinc finger CCCH-type containing 14

zinc finger C4H2-type containing

zinc finger DHHC-type containing 9

zinc finger E-box binding homeobox 2
ZFP57 zinc finger protein

zinc metallopeptidase STE24

zinc finger MYM-type containing 3

zinc finger MYND-type containing 11

zinc finger protein 292

zinc finger protein 526

zinc finger protein 711

zinc finger protein 81

Xp11.22
8p12
16923.1-23.2
1q44

3q13.31
14931.3
Xq11.2
Xq26.1

2q22.3

6p22.1

1p34.2

Xq13.1
10p15.3
6q14.3
19q13.31
Xq21.1
Xp11.23

Intellectual Disability
Lipodystrophy
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Diabetes
Lipodystrophy
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability
Intellectual Disability

Intellectual Disability

NM_020922.4
NM_000553.4
NM_016373.3
NM_205768.2
NM_001164342.2
NM_024824.4
NM_018684.3
NM_016032.3
NM_014795.3
NM_001109809.2
NM_005857.4
NM_201599.2
NM_006624.5
NM_015021.1
NM_133444.1
NM_021998.4
NM_007137.3
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Table D. Liste des CNV détectés grace a CoDE-seq (CS), les puces CGH ou le WES (Ex) chez les 40
participants de la cohorte de I'étude pilote, avec les tailles des CNV indiquées en kb, ainsi que le

nombre de sondes ayant permis de les détecter.

Patient

28189
28189
28189
28189
28189
28189
29352
29352
29352
29352
29352
29352
29352
30028
30028
30028
30028
30028
30226
30226
30226
30226
31425
31425
31425
32776
32776
32776
32996
32996
32996
32996
32996
35144

35144

Chr

13
16
18
22

10
17

13
13
16
22
22
15
22

12
12
11
22

10

15

16

17

Start_CS

21155078
6029793
32160092
18860192
85828677
24323811
197089905
80042528
73856209
178672384
178745561
145645449
56598452
22595208
20489343
59542596
22646288
24270019
36667786
21958243
8704478
11266288
71579368
79522765
15594901
32931712
25280850
101210302
44731183
89573720
29568896
157391680
136429641
1252252

15309522

End_CS

21176496
6069694
32220277
19020828
86153000
24335738
197105194
80202743
74671695
178683320
178753206
145856364
56609377
23079332
20822317
59830719
23364631
24495521
36950430
22215308
9305400
11521607
71962893
79872962
15813060
33068868
25504968
101616335
44855941
89652971
30206106
158223677
136439455
1317996

15568614

Type
Gain
Loss
Loss
Gain
Gain
Loss
Loss
Gain
Gain
Loss
Loss
Gain
Loss
Gain
Gain
Gain
Gain
Gain
Loss
Gain
Gain
Gain
Loss
Gain
Gain
Gain
Loss
Gain
Gain
Gain
Gain
Gain
Loss
Loss

Gain

Detection

CS+Ex

(&
CS+aCGH+Ex
cs
CS+aCGH+Ex
CS+Ex
CS+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+Ex
CS+Ex
CS+aCGH
CS+Ex
CS+aCGH
CS+aCGH+Ex
CsS
CS+aCGH+Ex
CS+Ex
CS+aCGH
CS+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH
CS+aCGH
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
(e
CS+aCGH+Ex
CsS

CS+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+Ex

Cs
CS+aCGH+Ex

Taille
cS
21

40
60
161
324
12
15
160
815
11

211
11

484
883
288
718
226
283
257
601
255
384
350
218
137
224
406
125
79

637
832
10

66

259

Taille
aCGH

64

312

119

409

198

377

293

605

236

501

207

272

326

191

130

480

525

730

243

Taille
Ex
21

30

104
12
15
80
467
11

11

332

669

193

257
222

287
137

137

108

77

542

793

10

238

Probes
cs
8

5
19
34
42
6
12
41
126
21

21
12
51
62
15
170
22
43
52
79
27
44
62
39
37
21
84

42
215
108

10

59

Probes
aCGH

13

17

12

32

Probes
Ex
8

15

11

12

15

97

21

12

55

127

19

28

50

37
22
35

33

41

185

30

10

41
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35144
35144
35361
35361
35871
35871
35871
35871
35871
35871
36499
36499
36499
36499
36504
36504
36504
36504
36578
36578
36578
36578
36616
36616
36616
36616
36616
36616
36616
36711
36711
36711
36711
36981
36981
36981
37146
37146
37146

37146

12

13

16
17

13
14
16

16

11
15

17

15

18

19
22
22

14089868
4354549
237142228
99648143
16033579
69513474
85960691
4718499
3648286
6533969
1452011
66390896
94100544
113900368
75880696
70444033
43153
41442
195175598
116172508
133131697
5100524
16033579
43585397
35266705
21501382
84529537
44320188
38264672
31520033
22781870
74877692
63120609
98507942
71138517
123557538
14028169
25280850
18906344

42633203

14198145
4526950
237388211
99744292
16057303
70397597
86416390
5535070
3958614
8147207
1495837
66817732
94678990
113970939
76581426
70634347
7993841
31162895
195451820
116242834
133317413
5228628
16056533
44221333
35317503
21827897
84768392
44570056
38330859
31707194
23129536
74881297
63374269
101861073
80257123
123960973
14042830
25504968
19020828

42810867

Gain
Loss
Loss
Loss
Gain
Gain
Loss
Gain
Gain
Gain
Loss
Gain
Loss
Loss
Loss
Gain
Loss
Gain
Loss
Loss
Loss
Gain
Gain
Gain
Gain
Loss
Gain
Loss
Loss
Loss
Gain
Loss
Gain
Loss
Gain
Loss
Gain
Loss
Gain

Gain

CS+aCGH+Ex
CS+aCGH
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH
CS+Ex
CS+aCGH+Ex
cs
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
Cs
CS+aCGH+Ex
CS+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CsS
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH
CS+aCGH

CsS

CS+Ex
CS+Ex
CS+Ex
CS+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+Ex

Cs
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+Ex

CsS

cs

CS+aCGH+Ex

108
172
246
9%
24
884
456
817
310
1613
a4
427
578
71
701
190
7951
31121
276
70
186
128
23
636
51
327
239
250
66
187
348

254
3353
9119
403
15
224
114

178

129
180
238

86

750

771
273
1512

303

111
695

7685
31011
269
70
161

188

225

107

57

3411
8955

382

127

85

117

24
406

804
108
1076

135
525
30

281

7414
26875

267

23
528
51
254
201
229
66
162
342

3169
5489
371

15

122

40
20
35
16
17
98
54
132
40
198
26
52
49
19
98
23
1022
3989

49

21
24
16
39
13
65
47
38
12
25
68

11
513
1158

47

21
30
30

18

15

10
21

16

139

408

13

90

146

10

37

17
11

57

25

16
33
14
25

229
891
33

16
16
12
40
28
21
12

63

272

173

13

21
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37146
37146
37146
37403
37403
37465
37465
37465
37465
37465
37465
37588
37588
37872
37872
37872
38100
38100
38100
38100
38114
38114
38114
38114
38114
38206
38206
38206
38206
38206
38213
38213
38213
38506
38506
38506
38506
38645
38645

38645

16

11
13

15

12

15
15

15
17

19
19

20

18
18
20
10
11

143127984
8847017
6489809
16492861
72532657
61248200
91409277
110091568
241912831
72955190
131009179
100048822
2949276
111744618
2494944
6821874
92191681
93000485
85715
205215
55223860
156185
167742275
178432074
101324897
29798945
4219558
14719244
131023763
161605
47535
7810771
59032190
53619410
87346164
57050752
80405243
28811431
89934788

167924983

143184474
9224537
6525743
18175294
72828116
61250040
91650157
110392154
242092403
73177559
131164184
100341928
3108782
111871215
2722597
7692693
92670133
93020341
3992441
7121027
55324856
733221
167811955
178451044
101480942
31173810
4224547
14867459
131427881
172779
7791187
8293586
64329015
54881439
87692873
57084591
80581524
29052826
90028366

168200387

Loss
Loss
Loss
Gain
Gain
Gain
Loss
Gain
Loss
Gain
Gain
Gain
Loss
Gain
Gain
Loss
Gain
Gain
Loss
Gain
Loss
Gain
Gain
Gain
Gain
Gain
Gain
Loss
Gain
Gain
Loss
Gain
Gain
Loss
Gain
Gain
Loss
Loss
Loss

Gain

CS+Ex
CS+aCGH+Ex
(&
CS+aCGH+Ex
CS+Ex
CS+Ex
CS+aCGH
CS+Ex

Cs
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
cs
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+Ex

csS

(e

Cs
CS+aCGH+Ex
CS+Ex
CS+aCGH

cs

CsS
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CsS

CsS

CS+aCGH
CS+aCGH+Ex
cs

CS+Ex

56
378
36
1682
295

241
301
180
222
155
293
160
127
228
871
478
20
3907
6916
101
577
70
19
156

1375

148
404
11
7744
483
5297
1262
347
34
176
241
94

275

265

1213

212

141
105
281
134

125

689

433

3772
7624
113

1357

124

7760
424

5187
1084

71

205

52
265

353
269

113

119
155
293
160
127

300
261
20
3682
6815
101

577

898

7726
365
5255

721

227

156

12
45

166
25

30
35
22
54
59
39
30
37
25
108

62

939
855
19

97

22

167

16

52

1142
67
1180
171

18

24

136

58

24

10

13

81

106

20

149
11
151
31

11

11

13

17

24

43

59

20

25

31

17

13

729

242

62

34

436
19
789
42

129

39

169



38645
38645
38785
38785
38785
38818
38818
38818
38818
38818
38839
38839
38839
38839
38839
38991
38991
38991
38991
38991
39147
39147
39268
39268
39268
39268
39268
39268
39268
39402
39402
39402
39409
39409
39409
39409
39409
39409
39409

39409

10
20

12

12

10
16
18

18

14
15
14

10
20

10
16
16
16
16
20
22

72045966
6841799
29599186
28621496
16590768
24275739
14719244
89029179
143127984
449960
63551882
1840713
17214183
108564156
53231708
66990109
6982497
67603449
1896184
8230670
39000163
36516961
61015882
3444014
124143633
284166
155773850
2786954
19481580
536092
14768964
97610768
1457101
51344735
80104104
8495166
20537235
20460080
14176304

25280850

72284159
7253379
29779652
28701352
16702930
24513481
14887403
89699753
143184474
613545
63715131
1875361
17470105
108887149
53878306
67167854
7333124
67722907
1975890
8282256
39096148
36895301
61052435
3448310
124810634
2774766
156010442
7091513
20781052
585858
14897332
97899303
1486699
51887971
80528056
8572250
20565149
20486686
14564346

25504968

Loss
Gain
Gain
Loss
Gain
Gain
Loss
Gain
Loss
Gain
Loss
Loss
Loss
Loss
Gain
Gain
Loss
Loss
Loss
Gain
Loss
Gain
Loss
Loss
Gain
Gain
Loss
Gain
Gain
Gain
Loss
Gain
Loss
Loss
Gain
Loss
Gain
Loss
Loss

Gain

CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
(&

CS+aCGH
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH
CS+aCGH+Ex
Cs

CS+Ex
CS+Ex
CS+Ex
CS+aCGH
CS+aCGH
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH
CS+aCGH

CsS

CsS

CsS
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH
CS+Ex
CS+Ex
CS+aCGH
CS+Ex
CS+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CsS

CS+aCGH
CS+aCGH+Ex
Cs

CS+aCGH

CsS

CsS

CS+Ex
CS+Ex
CS+aCGH

(e

238
412
180
80
112
238
168
671
56
164
163
35
256
323
647
178
351
119
80
52
96
378
37

667
2491
237
4305
1299
50
128
289
30
543
424
77
28
27
388

224

215
249

64
106
222
176
670

187
316
624
182

312

90

342

582

99

227

507

334

187
203

112

238

618

44

100

35

422

62

37

2491

237

4304
1299

289

28

27

46
51
30
10
22
33
18
154
12
26
30
10
33
41
185
22
41
13
11

28
56
15
10
77
122
19
51
44

14
48
15
67
21

16
14
46

21

21

13

21

10

25

22
11

115

12

22

10

141

21

15
10

122
18
51
44

33

15

14

170



39409
39465
39465
39465
39465
39465
39509
39509
39509
39509
39612
39612
39612
39612
39622
39622
39622
39622
39622
39622
39638
39638
39638
39638
39638
39638

15
15

15

11
15

10

11

12
15
21

73316540
83460498
85014381
89573720
12696753
144800458
55603419
31739875
83253607
15693720
101383666
55603419
111278905
16581654
12745877
44530376
68815984
140482549
40088117
144800458
5786233
82777014
31729880
23129395
1107666

141881367

74798284
84111657
85167781
89652971
13994038
144808433
55650942
32243158
83385919
15951771
101628102
55650942
111445694
16702930
13005656
45069527
68840935
140702153
40141973
144808433
6005923
82836812
32225059
23254268
1308155

141895574

Gain
Gain
Gain
Gain
Gain
Loss
Loss
Gain
Loss
Loss
Gain
Loss
Loss
Gain
Gain
Gain
Loss
Gain
Gain
Loss
Gain
Loss
Gain
Loss
Gain

Loss

CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+Ex

cs

CS+aCGH

Cs
CS+aCGH+Ex
CS+aCGH+Ex
Cs

cs
CS+aCGH+Ex
cs
CS+aCGH+Ex
CS+Ex
CS+aCGH+Ex
CS+Ex
CS+Ex
CS+Ex

CsS

CS+aCGH

(e
CS+aCGH+Ex
(e

1482
651
153
79
1297

48

503
132
258
244
48

167
121
260
539
25

220

54

220
60
495
125
200
14

1412
687

109

745

434

127

228

106

460

189

434

140

1482
547
73
77
239

33

197

112

459

15

220

54

123

150

339
91
33
42
197

58
16
34
51

24
23
33
55
10
131

40

60

24

46
17

10

10

11

261
39
22
41
79

35

22

10

123

29
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Table E. CNV de pathogénicité incertaine identifiés chez les 82 participants souffrant d’obésité ou de désordres neurologiques.

Patient

28189
29352

29352

29352

30028

30028

30226
30226
30226
32996

35144

36499
36616

36616

37146
37146
37146
37465

37588

Chr

22
1

10

22

22

22

17

16

22

15

Start

18860192
197089905

80042528

145645449

22646288

24270019

21958243
8704478
11266288
136429641

1252252

1452011
21501382

44320188

18906344
42633203
8847017
131009179

100048822

End

19020828
197105194

80202743

145856364

23364631

24495521

22215308
9305400
11521607
136439455

1317996

1495837
21827897

44570056

19020828
42810867
9224537
131164184

100341928

Size

160.64
15.29

160.22

210.92

718.34

225.5

257.07
600.92
255.32
9.81

65.75

43.83
326.52

249.87

114.48
177.66
377.52
155.01

293.11

Probes

34
12

41

21

170

22

52
79
27
10

26
65

38

30
30
45
59

39

Type

Gain

Loss

Gain

Gain

Gain

Gain

Gain
Gain
Gain

Loss

Loss

Loss

Loss

Loss

Gain
Gain
Loss

Gain

Gain

Parental
origin
Unk

D

Unk
Unk
Unk

Unk

Unk

Unk

Gene

DGCR6, PRODH
ASPM

TMEM254, PLACY, ANXA11

EPM2A, FBXO3

GGTLC2

SPECC1L, ADORA2A, UPB1

TOP3B
SEMAS5A
CTNND2
INPP5E

BHLHAS9, TUSC5

ATAD3C, ATAD3B
METTLY, IGSF6, OTOA

SLC3A1, PREPL, CAMKMT

DGCR6, PRODH
GHR, CCDC152
MFHASI, EIR1
LAMC3, AIF1L

ADAMTS17

Phenotype

Intellectual disability

Intellectual disability, hypotonia,
arthrochalasis
Intellectual disability, hypotonia,
arthrochalasis
Intellectual disability, hypotonia,

arthrochalasis

Intellectual disability, behavioral disorder,
hypotonia, arthrochalasis, dysmorphic
feature

Intellectual disability, behavioral disorder,
hypotonia, arthrochalasis, dysmorphic
feature

Intellectual disability, overweight

Intellectual disability, overweight
Intellectual disability, overweight

Intellectual disability, short stature,
thinness, dysmorphic feature

Intellectual disability, behavioral disorder,
strabismus, sleepwalking

Intellectual disability, dysmorphic feature

Intellectual disability, behavioral disorder,
insomnia

Intellectual disability, behavioral disorder,
insomnia

Intellectual disability

Intellectual disability
Intellectual disability

Intellectual disability, intrauterine growth
restriction, short stature
Intellectual disability, sleep disorder
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38100

38114

38114
38206
38785
38818

38991

39402
39402
39409
39409
39509
39622

39622
39638
0Osvi1i

osvia

0osv17

0sv33

osva4
0sva6

osvas

15

17

20
16
20

15

17

22

12

93000485

156185

178432074
14719244
29599186
14719244

8230670

14768964
97610768
1457101

14176304
15693720
12745877

40088117
5786233
99847446

30944895

20700678

178432074

178432074
66965108

1450651

93020341

733221

178451044
14867459
29779652
14887403

8282256

14897332
97899303
1486699

14564346
15951771
13005656

40141973
6005923
99956044

30988132

21209085

178451894

178451044
67044837

1495837

19.86

577.04

18.97

148.22
180.47
168.16

51.59

128.37
288.54
29.6

388.04
258.05
259.78

53.86
219.69
108.6

43.24

508.41

19.82

18.97
79.73

45.19

7

97

16
30
18

14
48
15
46
34
33

40
12

10

156

10

12

27

Gain

Gain

Gain
Loss
Gain

Loss

Gain

Loss
Gain
Loss
Loss
Loss

Gain

Gain
Gain

Loss

Gain

Gain

Gain

Gain

Loss

Loss

Unk

Unk

Unk

Unk
Unk
Unk
Unk

Unk

Unk
Unk
Unk

Unk
Unk

CHD2

DOC2B, RPH3AL, LOC100506388, C170rf97, RFLNB,
VPS53, FAM57A
PRKRA

MACROD2
SPN, QPRT, C16orf54, ZG16
MACROD2

MACROD2

EPHA®6, ARL6, CRYBG3
ATAD3C, ATAD3B
MACROD2, FLRT3
TUSC3

Clorf158, PRAMEF12, PRAMEF1, PRAMEF11, HNRNPCL1,
PRAMEF2, PRAMEF4, PRAMEF10, PRAMEF7, PRAMEF6
CDK13

KCNAB2, NPHP4

ADAP2, RNF135

PI4KA, SERPIND1, SNAP29, CRKL, AIFM3, LZTR1, THAP7,
P2RX6, SLC7A4, LRRC74B, GGT2

PRKRA

PRKRA

ATAD3C, ATAD3B

Intellectual disability, neonatal hypotonia,

intrauterine growth restriction,
dysmorphic feature

Intellectual disability, behavioral disorder

Intellectual disability, behavioral disorder
Intellectual disability
Intellectual disability, behavioral disorder

Intellectual disability, dyspraxia, arachnoid
cysts

Intellectual disability, obesity, hypotonia,
malformation

Intellectual disability, behavioral disorder

Intellectual disability, behavioral disorder
Intellectual disability, behavioral disorder
Intellectual disability, behavioral disorder
Intellectual disability, seizures

Intellectual disability, behavioral disorder

Intellectual disability, behavioral disorder
Intellectual disability

Intellectual disability, behavioral disorder,
morbid obesity

Intellectual disability, isolated obesity,
malformation

Intellectual disability, morbid obesity,
behavioral disorder, dysmorphic feature,
cross-eye, seizures

Intellectual disability, morbid obesity,
behavioral disorder, dysmorphic feature
Intellectual disability, obesity

Seizures, behavioral disorder,

hypermetropia, obesity,  dysmorphic
feature

Intellectual disability, isolated obesity,
behavioral disorder, astigmatism, myopia,

dyspraxia
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osvas 1 145509900 145809184 299.29 57 Gain M GPR89A, PDZK1, CD160, RNF115
0sVé6 20 14749069 14867459 11839 13 Loss F MACROD2

osv82 22 22687018 22747958 60.94 19 Loss F -

U2 22 21955538 22215308 259.77 54 Gain Unk TOP3B

Toutes les coordonnées se basent sur le génome de reference en version hg38.

Chr, Chromosome; D, de novo; F, father; M, mother; Ref, reference; Unk, unknown.

Intellectual disability, isolated obesity,
behavioral disorder, astigmatism, myopia,
dyspraxia

Intellectual disability, morbid obesity,
behavioral disorder, dysmorphic feature
Intellectual disability, seizures, obesity,
acromicria, oculomotor apraxia,
behavioral disorder

Intellectual disability, severe obesity
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Table F. Découvertes fortuites identifiées chez les 82 participants souffrant d’obésité ou de désordres neurologiques.

Patient

39465

osv17

0osv24

0osv24
osvas
0sVv58

0sv71

0sv86

Sex*

F

F

M

Gene
WFS1
KCNJ1
1
CPA6

STAP1
PPARG
POGZ

HRAS

HCN2

Inheritance
AD/AR

AD

AD/AR

AD
AD/AR
AD

AD

AD

Mutation
c.409_424dup
p.Val142Glyfs*110
¢.151G>T / p.Glu51*
c.544C>T / p.Arg182*

c.827-1del / -
¢.419G>A / p.Arg140His
¢.3026G>A / p.Arg1009His

¢.367C>T / p.Arg123Cys

€.1269C>G / p.Ser423Arg

Status

het

het

het

het
het
het

het

het

Parental
origin**
M
M
M

F
M
Unk

Unk

rsID

rs767046229

rs773734224

rs773089349

rs369106578

Pathogenicity
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic

Likely
pathogenic
Likely
pathogenic
Likely
pathogenic

ACMG criteria

PVS1, PS1, PP2, PP4
PVS1, PS1, PM2, PP2,
PP4

PVS1, PS1, PP2, PP4

PVS1, PM2, PP2, PP4
PS1, PS3, PP2, PP4
PM1, PM2, PP2, PP4

PS1, PP2, PP3, PP4

PS2, PM2, PP2, PP4

Ref
(493)
(494)

Clinvar
RCV000171414.1

(495)

Clinvar
RCV000157922.2

ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics; AD, autosomal dominant; AR, autosomal recessive; Chr, Chromosome;

D, de novo; F*, female; F**, father; het, heterozygous; M*, male; M**, mother; PM, moderate pathogenic criterion; PP, supporting

pathogenic criterion; PS, strong pathogenic criterion; PVS, very strong pathogenic criterion; Ref, reference; Unk, unknown.
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Table G. Mutations ponctuelles de signification incertaine identifiées chez les 82 participants souffrant d’obésité ou de désordres
neurologiques.

Patient  Se Gene Inheritance Mutation Status  Parenta  rsID ACMG criteria Phenotype
x* /
origin*
*

28189 M FLNA XL c.481G>A / hem Unk - PM2, PP2, PP4 Intellectual disability
p.Glul61Lys

28189 M CHD7 AD €.994T>G / het Unk - PM2, PP2, PP4 Intellectual disability
p.Leu332Val

28189 M MRAP2 AD c.140T>C/ p.lled7Thr  het Unk rs79682316 PP2, PP3, PP4 Intellectual disability

29352 M MYTIL AD c.2657C>T / het M - PM2, PP2, PP3, PP4 Intellectual disability, hypotonia, arthrochalasis
p.Alag886Val

30226 M CLTC AD c.554T>C / het Unk - PM2, PP2, PP3, PP4 Intellectual disability, overweight
p.Met185Thr

31425 M EP300 AD c.1058G>A / het Unk - PP2, PP3, PP4 Intellectual disability, behavioral disorder, malformation
p.Arg353His

32776 M ANKRD11 AD ¢.1011G>C / het M - PM2, PP2, PP4 Intellectual disability, behavioral disorder
p.GIn337His

32996 F ACAN AD/AR c.742G>A /  het M rs564289325  PP1, PP2, PP4 Intellectual disability, short stature, thinness, dysmorphic
p.Ala248Thr feature

32996 F LRP2 AD/AR c.5306A>T / het F - PM2, PP2, PP3, PP4 Intellectual disability, short stature, thinness, dysmorphic
p.Aspl769Val feature

36499 F CHD8 AD c.7304G>A / het M rs758415263 PM2, PP2, PP4 Intellectual disability, dysmorphic feature
p.Gly2435Asp

36578 F CHRNA2 AD c.767C>A / het Unk - PM2, PP2, PP3, PP4  Intellectual disability, behavioral disorder, obseity,
p.Thr256Asn dysmorphic feature

36578 F RELN AD/AR c.3431A>G / het Unk - PM2, PP2, PP4 Intellectual disability, behavioral disorder, obseity,
p.Asn1144Ser dysmorphic feature

36616 M MC4R AD c.587G>A / het Unk - PM1, PP2, PP3, PP4 Intellectual disability, behavioral disorder, insomnia
p.Cys196Tyr

36616 M CREBBP AD ¢.1000A>G / het Unk - PM2, PP2, PP4 Intellectual disability, behavioral disorder, insomnia
p.lle334Val

36616 M RELN AD/AR c.2245T>A / het Unk - PM2, PP2, PP3, PP4 Intellectual disability, behavioral disorder, insomnia
p.Phe749lle

36711 M HNF4A AD c.1012C>T / het F - PM2, PP2, PP4 Intellectual disability, behavioral disorder
p.Leu338Phe

37465 M CHRNA4 AD c.542C>T / het Unk - PM2, PP2, PP3, PP4 Intellectual disability, intrauterine growth restriction, short
p.Ser181Phe stature

37465 M PAFAH1B1 AD c.40G>A / p.Alal4Thr  het Unk rs770331294  PP2, PP3, PP4 Intellectual disability, intrauterine growth restriction, short

stature

37588 M CLCN2 AD/AR c.2168C>T / het M rs200869847 PM2, PP2, PP4 Intellectual disability, sleep disorder

p.Ala723Val
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37588

38100

38506

38506

38645

38645

38785

38839

39268

39465

39612

39622

39638

0svil

0osvil

0osvii

0osv17

0osv17

0osv17

0sv20

0sv20

0sv20
0osv24

0osv24

CLCN2

NRXN2

CACNA1D

APPL1

OFD1

RAB39B

DCX

ASHIL

RELN

NSD1

RELN

TCF20

TCF20

ASHIL

SMARCB1

MAGI2

MAST1

AUTS2

PURA

KCNC1

SLC6A1

GRIN2A
MAST1

DDHD2

AD/AR
AD
AD
AD
XL
XL
XL
AD
AD/AR
AD
AD/AR
AD
AD
AD
AD
AD
AD
AD
AD
AD
AD

AD
AD

AR

¢.2555C>T
p.Pro852Leu
€.3236C>G
p.Thrl079Ser
¢.1105G>A
p.Val369Met
€.2009T>C
p.lle670Thr
c.397A>G
p.Lys133Glu
€.627_629del
p.Arg210del
c.1064C>T
p.Ser355Leu
c.5861C>T
p.Pro1954Leu
c.6925G>A
p.Asp2309Asn
c.1765T>C
p.Ser589Pro
c.2615A>G
p.Asp872Gly
c.4217A>G
p.Glu1406Gly
c.3629A>G
p.Lys1210Arg
€.7598G>A
p.Arg2533His
c.158G>A
p.Arg53GIn
c.2515C>T
p.Arg839Cys
€.994C>T
p.Arg332Cys
c.2082T>G
p.Ser694Arg
c.715A>G
p.Lys239Glu
c.1391C>T
p.Pro4d64Leu
c.1250G>A
p.Argd17His
c.414+7C>T/ -

€.3092T>C
p.Met1031Thr
c.1982A>G
p.Tyr661Cys

het

het

het

het

hem

hem

hem

het

het

het

het

het

het

het

het

het

het

het

het

het

hom

het
het

het

Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

rs148674323

rs759975626

rs864309529

rs781679748

rs200062254

rs138978280

rs138122556

rs779769475

rs769012473

rs191293931

rs201656753

PM2, PP2, PP3, PP4
PM2, PP2, PP3, PP4
PP2, PP3, PP4
PM2, PP2, PP4
PP2, PP3, PP4
PM4, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4
PP2, PP3, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4
PP2, PP3, PP4
PMS5, PP2, PP4
PP2, PP3, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4

PM2, PP2, PP3, PP4
PM2, PP2, PP4

PM1, PM2, PP2,
PP3, PP4

Intellectual disability, sleep disorder

Intellectual disability, neonatal hypotonia, intrauterine
growth restriction, dysmorphic feature
Intellectual disability, behavioral disorder, overweight

Intellectual disability, behavioral disorder, overweight
Intellectual disability

Intellectual disability

Intellectual disability, behavioral disorder

Intellectual disability, neonatal hypotonia, thinness

Intellectual disability, behavioral disorder, heart disorder,
seizures

Intellectual disability, behavioral disorder, dysmorphic
features

Intellectual disability

Intellectual disability, behavioral disorder

Intellectual disability

Intellectual disability, behavioral disorder, morbid obesity
Intellectual disability, behavioral disorder, morbid obesity
Intellectual disability, behavioral disorder, morbid obesity

Intellectual disability, morbid obesity, behavioral disorder,
dysmorphic feature, cross-eye, seizures

Intellectual disability, morbid obesity, behavioral disorder,
dysmorphic feature, cross-eye, seizures

Intellectual disability, morbid obesity, behavioral disorder,
dysmorphic feature, cross-eye, seizures

Intellectual disability, obesity

Intellectual disability, obesity

Intellectual disability, obesity

Intellectual  disability, morbid obesity, depression,
hypersomnia, behavioral disorder
Intellectual  disability, morbid obesity, depression,
hypersomnia, behavioral disorder
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0osv24

0sVv26

0sVv26

osv3

0sv30

0sv30

0sv30

0sv30

0sv33

0sv34

osval

0osv41l

osva4q

osva4
0sva6

0sva6

0osv48

0sv52

0sv52

0sV53

0sv53

0sV53

0sv53

0SsVé6

DDHD2

CPA6

CNTN4

PRRT2

ABCC8

MBD5

DNM1

DYNC1H1

EIF4E

SRCAP

NRXN2

BCOR

SMCIA

PDX1
SLC35A2

TSC2

CASR

CHD8

ZMYM3

CDK13

UspPox

ARID1A

ANK2

TBX1

AR
AD/AR
AD
AD/AR
AD

AD

AD

AD

AD

AD

AD

XL

XL

AD/AR
XL

AD
AD/AR
AD

XL

AD

XL

AD

AD

AD

c.1461+1G>A/ -

c.387A>T /
p.Arg129Ser
¢.77C>T / p.Pro26Leu

c.719G>T /
p.Arg240Leu
¢.3191C>G /
p.Alal064Gly
c.1487C>T /
p.Thr496lle
€.2192T>C /

p.Met731Thr
c.782_783delinsGC /
p.Lys261Ser

¢.58_60del /
p.Glu20del
c.5383G>T /
p.Val1795Phe
c.1223C>T /
p.Pro408Leu
¢.2072T>G /
p.Leu691Arg
c.1811A>C /
p.His604Pro

¢.14A>G / p.Glu5Gly
c.623C>T /
p.Ala208Val
c.2750G>A /
p.Arg917GIn
c.2785A>G /
p.Arg929Gly
c.6734G>T /
p.Gly2245Val
c.3271C>T /
p.Arg1091Cys
c.2048G>A /
p.Cys683Tyr
C.4417G>A /
p.Val1473lle
€.2615T>C /
p.Met872Thr
c.6143A>G /
p.GIn2048Arg
¢.205G>A /

p.Ala69Thr

het

het

het

het

het

het

het

het

het

het

het

het

het

het
het

het

het

het

hem

het

hem

het

het

het

Unk

Unk

Unk

Unk
Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

Unk

rs146175469

rs573733911

rs397515046

rs773814463

rs140568310

rs201628725

PVS1, PS2, PM2,
PP2, PP4

PM2, PP2, PP4
PP2, PP3, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP3, PP4
PM2, PP2, PP3, PP4
PM2, PM4, PP4
PM2, PP2, PP4
PP2, PP3, PP4
PM2, PP2, PP4

PM2, PP2, PP4

PM2, PP2, PP3, PP4
PM2, PP2, PP4

PM1, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP4
PM2, PP2, PP3, PP4
PM2, PP2, PP4
PP2, PP3, PP4
PP2, PP3, PP4

PM2, PP2, PP4

Intellectual  disability, morbid
hypersomnia, behavioral disorder
Intellectual disability, morbid obesity, dysmorphic features,
behavioral disorder

Intellectual disability, morbid obesity, dysmorphic features,
behavioral disorder

Intellectual disability, dysmorphic features, behavioral
disorder, isolated obesity, cross-eye

Intellectual disability, morbid obesity, seizures, behavioral
disorder, dymorphic feature

Intellectual disability, morbid obesity, seizures, behavioral
disorder, dymorphic feature

Intellectual disability, morbid obesity, seizures, behavioral
disorder, dymorphic feature

Intellectual disability, morbid obesity, seizures, behavioral
disorder, dymorphic feature

Intellectual disability, morbid obesity, behavioral disorder,
dysmorphic feature

Intellectual disability, isolated obesity

obesity, depression,

Intellectual disability, obesity, dysmorphic feature
Intellectual disability, obesity, dysmorphic feature
Intellectual disability, obesity

Intellectual disability, obesity

Seizures, behavioral disorder, hypermetropia, obesity,
dysmorphic feature

Seizures, behavioral disorder, hypermetropia, obesity,
dysmorphic feature

Intellectual disability, isolated obesity, behavioral disorder,
astigmatism, myopia, dyspraxia

Intellectual disability, behavioral disorder, obesity, facial
features

Intellectual disability, behavioral disorder, obesity, facial
features

Intellectual disability, morbid obesity, hypermetropia

Intellectual disability, morbid obesity, hypermetropia
Intellectual disability, morbid obesity, hypermetropia
Intellectual disability, morbid obesity, hypermetropia

Intellectual disability, morbid obesity, behavioral disorder,
dysmorphic feature



0sV65

0sv70

0sv71

0osv74

0osv74

0osv77

0osv77

osv77

0svao

0sv8o

0osv82

0sv9

Ul

(V41

u3

u3

U5

uée

u7

us

U9

U9

QRICH1

GRIN2B

MED12

MAGEL2

NRXN2

SLC17A5

ACSL4

LRP2

CDH10

ANK2

DPP6

NFIX

MYTIL

CLTC

TSC1

ACAN

ZDHHC9

ZEB2

SMARCA4

FOXP2

STAP1

MED13L

AD
AD
XL
AD
AD
AD
XL
AD/AR
AD
AD
AD
AD

AD

AD

AD
AD/AR

XL

AD
AD
AD
AD

AD/AR

c.1334G>A
p.Cys445Tyr
¢.1087G>C
p.Val363Leu
c.1996A>G
p.Met666Val
€.2054C>T
p.Ser685Phe
c.154G>A
p.Glu52Lys
c.617C>A
p.Ala206Glu
¢.545A>G
p.Lys182Arg
€.6986T>C
p.Phe2329Ser
c.2116G>C
p.Asp706His
c.9853A>C
p.lle3285Leu
€.366T>G
p.llel22Met
¢.1304T>C
p.Val435Ala
c.1400A>G
p.Asp467Gly

€.3262-3T>C/ -

c.3311G>A
p.Cys1104Tyr
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p.Pro344Ala
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PM2, PP2, PP4

Intellectual disability, obesity, hypermetropia, behavioral
disorder

Intellectual disability, morbid obesity, behavioral disorder,
dysmorphic feature

Behavioral disorder, obesity, dysmorphic feature,
malformation, hypermetropia

Intellectual disability, isolated obesity, delayed bone age,
myopia, astigmatism, repetitive seromucous otitis
Intellectual disability, isolated obesity, delayed bone age,
myopia, astigmatism, repetitive seromucous otitis
Behavioral disorder, isolated morbid obesity, dysmorphic
feature

Behavioral disorder, isolated morbid obesity, dysmorphic
feature

Behavioral disorder, isolated morbid obesity, dysmorphic
feature

Intellectual disability, morbid obesity, behavioral disorder,
dysmorphic feature

Intellectual disability, morbid obesity, behavioral disorder,
dysmorphic feature

Intellectual disability, seizures, obesity, acromicria,
oculomotor apraxia, behavioral disorder

Intellectual disability, morbid obesity, malformation

Intellectual disability, morbid obesity, neonatal hypotonia,
one kidney, dysmorphic feature, acanthosis nigricans, visual
impairment

Intellectual disability, morbid obesity, neonatal hypotonia,
one kidney, dysmorphic feature, acanthosis nigricans, visual
impairment

Morbid obesity, macrocephaly, abdominal lipoma

Morbid obesity, macrocephaly, abdominal lipoma
Intellectual disability, behavioral disorder, seizures, neonatal
hypotonia, kyphosis, cross-eye, ataxic gait, sleep disorder,
no language

Morbid obesity, tall stature, hyperlipidemia

Morbid obesity, none adiposity rebound

Morbid obesity, liver steatosis, cytolysis,
hypertriglyceridemia, glucose intolerance

Intellectual disability, brachydactyly, isolated morbid obesity

Intellectual disability, brachydactyly, isolated morbid obesity
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U9 M KMT2D AD
u1o0 F CTCF AD
U1l M SMARCA4 AD
u12 F SMARCA4 AD

¢.5324C>G
p.Alal775Gly
c.324A>G
p.llel08Met
c.968C>T
p.Ser323Leu
c.968C>T
p.Ser323Leu

het
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Unk

PM2, PP2, PP3, PP4

PM2, PP2, PP4

PM2, PP2, PP4

PM2, PP2, PP4

Intellectual disability, brachydactyly, isolated morbid obesity

Morbid obesity, early-onset severe type 2 diabetes,
macrosomia at birth, dyslipidemia
Morbid obesity, insulin resistance, enuresis

Isolated morbid obesity, none adiposity rebound, high blood
pressure, insulin resistance, sleep apnea, hyperuricemia

ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics; AD, autosomal dominant; AR, autosomal recessive; Chr, Chromosome;

D, de novo; F*, female; F**, father; hem, hemizygous; het, heterozygous; hom, homozygous; M*, male; M**, mother; PM, moderate

pathogenic criterion; PP, supporting pathogenic criterion; PS, strong pathogenic criterion; PVS, very strong pathogenic criterion; Ref,

reference; Unk, unknown; XL, X-linked.
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Figure A. Profils des 42 CNV (délétions en rouge / duplications en bleu) détectés par CoDE-seq
uniquement chez les 40 participants de la cohorte de I’étude pilote. Les points représentent
les sondes utilisées, avec en ordonnée le log-ratio de profondeur du patient analysé par
rapport a la ligne de base de I'ensemble des autres patients de I'étude, en en abscisse les
positions génomiques en bases.
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