N
N

N

HAL

open science

Etude des formes monogéniques de diabéte de type 2 et
d’obésité par le séquencage de nouvelle génération

Julien Philippe

» To cite this version:

Julien Philippe. Etude des formes monogéniques de diabete de type 2 et d’obésité par le séquencage
de nouvelle génération. Médecine humaine et pathologie. Université du Droit et de la Santé - Lille II,

2014. Francais. NNT': 2014LIL2S049 . tel-01198926

HAL Id: tel-01198926
https://theses.hal.science/tel-01198926

Submitted on 14 Sep 2015

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01198926
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université Lille 2 Droit et Santé

Faculté de Médecine de Lille Ecole Doctorale

Université Lille Nord de France  §zi{o)Me)e] =y -\\ i | =

Pole de Recherche

Ecole Doctorale Biologie Santé ot dEnselgnement Superieur

These présentée en vue de |'obtention du titre de

Docteur en sciences de la vie et de la santé

Spécialité : Génétique humaine

Julien Philippe

Etude des formes monogéniques de diabéte
de type 2 et d’obésité par le séquengage de
nouvelle génération

Thése codirigée par le Professeur Philippe Froguel et le Docteur Amélie Bonnefond

Date de soutenance : 19 décembre 2014

Jury :

Professeur Anne Vambergue Examinatrice, Présidente du Jury
Professeur Jean-Frangois Zagury Rapporteur

Professeur Jacques Beckmann Rapporteur

Docteur Amélie Bonnefond Codirectrice de these




Remerciements

Mes premiers remerciements vont aux membres du jury, les professeurs Anne Vambergue,
Jean-Francois Zagury et Jacques Beckmann, pour avoir accepté de juger mon travail de thése.

Je remercie mon directeur d’unité, Philippe Froguel, de m’avoir permis d’aller plus loin que
ce que j'avais envisagé en faisant une thése au laboratoire, et merci également pour les moyens
financiers, scientifiques et humains qui ont été nécessaires a la réalisation de ce travail.

Je remercie ma codirectrice de thése, Amélie Bonnefond, de m’avoir encadré au quotidien
tout au long de mon travail de these et pour son aide dans I’écriture des articles dans lesquels je suis
coauteur.

Je remercie Martine Vaxillaire de m’avoir recruté dans I'unité en tant qu’ingénieur d’études
en 2010 et Aurélie Dechaume pour m’avoir formé aux techniques de séquencage durant cette
premiéere année.

Toute ma gratitude va a I'équipe NGS avec laquelle j'ai le plus travaillé ces dernieres années
et sans laquelle aucune des publications n’aurait été possible.

Je remercie aussi I'ensemble de l'unité UMR8199 et également EGID pour sa dynamique
scientifique centrée autour des multiples conférences et événements organisés.

Je remercie nos collaborateurs, services hospitaliers et unités de recherche, qui ont contribué
au succes de ce travail qui a conduit a 10 publications.

Une pensée pour les patients des cohortes et membres des familles qui ont participé a ces
études.

Merci a ma famille, en particulier ma femme, mes parents et ma sceur, et a mes amis pour
leur soutien. Cette these est dédiée a ma fille, a qui je souhaite de ne jamais devenir diabétique ni
obése !



Résumé

Mots clés: diabéte, obésité, formes monogéniques, NGS

Le diabéte et I'obésité ont atteint de telles proportions dans le monde qu’on parle de
pandémie. Ces deux maladies sont une cause importante de mortalité et de multiples complications.
Les enjeux médicaux et financiers font de ces deux maladies un probleme majeur de santé publique.
Deux groupes de facteurs contribuent a ces deux maladies : I'environnement, et la génétique sur
laquelle cette these s’appuie. Ce travail s’est focalisé sur les formes rares et monogéniques qui
constituent les formes extrémes de diabéete de type 2 et d’obésité.

Ces formes sont loin d’étre totalement élucidées. Mon projet s’est concentré sur I'utilisation
du séquencage de nouvelle génération (NGS) pour identifier de maniéere plus optimale, par rapport
au séquencage classique de type Sanger, des mutations dans des genes déja connus chez de
nouveaux patients introduits dans notre cohorte dans une optique de diagnostic. Le deuxiéme
objectif était d’utiliser les techniques de NGS pour découvrir de nouveaux loci, liés a de nouvelles
voies de signalisation impliquées dans la physiopathologie du diabéte et de I'obésité.

La premiere approche utilise une technique d’enrichissement par hybridation en phase
liquide et se focalise sur 34 génes associés a des formes monogéniques et polygéniques d’obésité. Le
criblage a été réalisé sur 201 individus dans 13 familles dont la cause d’obésité est inconnue. Cette
approche a mené a l'identification d’'une mutation dans un géne connu de 'obésité : PCSK1. Cette
mutation est causale, car elle conduit a un codon-stop au début de la protéine et n’est présente que
chez des individus obéses. De plus, I'étude fonctionnelle a démontré une inhibition partielle de PC1/3
par la protéine tronquée et un possible impact sur la maturation et la sécrétion de I'enzyme. Cette
étude a fait I'objet d’une publication dans le journal « International Journal of Obesity ».

La deuxieme approche se base sur une technique d’amplification par PCR dans des
microgouttelettes lipidiques développée par la société Raindance, dont le premier test vise a
réidentifier les mutations causales du diabéte et/ou de I'obésité chez 40 patients. Cette approche a
donné des résultats satisfaisants, car pour une large majorité de patients, les mutations causales ont
pu étre a nouveau identifiées. Seul un patient n’a pu étre reconfirmé a cause des outils
bioinformatiques actuels qui restent limités dans la détection des indels complexes. Parmi les 39
patients identifiés, 3 d’entre eux sont potentiellement porteurs de plusieurs mutations causales.
Cette technique pourrait étre envisagée dans le domaine clinique, car elle permet une approche
multigénique en fournissant un diagnostic rapide, moins couteux et qualitativement aussi bon que le
séquencage Sanger. Pour nous, la finalité de cette technique est un diagnostic clinique rapide et
optimal en vue d’identifier des cas non élucidés, candidats pour le séquencage d’exome. Cette
deuxieme étude a été publiée dans le journal « Diabetes Care ».

La troisieme approche met en jeu le séquencage de I'exome entier (WES) chez 4 individus ou
la famille entiére s’est précédemment révélée négative pour tous les genes connus du diabete. Cette
approche a permis la découverte d’un 13° géne du MODY, KCNJ11, et confirme le large spectre




phénotypique qui va du diabéte néonatal au MODY selon les mutations. La difficulté majeure de
cette technique est le filtrage des variants en vue d’aboutir a une seule mutation causale (ou
éventuellement plusieurs sur un méme gene) pour identifier de nouveaux génes du MODY. La
stratégie utilisée combinait a la fois un filtrage bioinformatique, avec par exemple des filtres sur la
coségrégation familiale et sur des bases de SNPs référencés, et un filtrage biologique, avec
I'utilisation d’une technique de génotypage haut débit. Cette étude pionniere dans l'usage du NGS
pour déterminer de nouveaux génes du MODY a été publiée dans « PLoS ONE ».

En conclusion, ce travail a permis de tirer parti des avancées technologiques comme la
capture, le séquencgage ciblé de masse et le NGS pour élucider et améliorer le criblage des formes
monogéniques de diabéte et d’obésité. Cette amélioration de la compréhension des mécanismes
moléculaires conduira peut-étre au développement de meilleurs traitements comme la médecine
personnalisée. On espére voir des améliorations directes pour le patient dans un futur proche, par
exemple un diagnostic moléculaire plus rapide, plus slr et plus exhaustif.



Genetic causes of monogenic forms of diabetes and obesity
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Abstract

Diabetes and obesity have reached such proportions worldwide we're talking about
pandemic. Both diseases are a major cause of mortality and multiple complications. Medical and
financial issues are for both diseases a major public health problem. Two groups of factors contribute
to these two diseases: environment, and genetics on which this thesis is based. This work focused on
rare and monogenic forms which are extreme forms of type 2 diabetes and obesity.

These forms are far from being fully understood. My project focused on the use of next
generation sequencing (NGS) to identify more optimally, compared to conventional Sanger
sequencing, mutations in already known genes among new patients in our cohort for diagnostic
purposes. The second objective was to use NGS to discover new loci associated with new signaling
pathways involved in the pathophysiology of diabetes and obesity.

The first approach uses a liquid-phase hybridization technique and focuses on 34 genes
associated with monogenic and/or polygenic obesity. The screening was carried out on 201 people in
13 families for which the cause of obesity is unknown. This approach led to the identification of a
mutation in a known gene of obesity: PCSK1. This mutation is causal because it leads to a stop codon
at the beginning of the protein and is present only in obese individuals. Additionally, functional
studies have demonstrated partial inhibition of PC1/3 by the truncated protein and the possible
impact on the processing and secretion of this enzyme. This study has been published published in
the "International Journal of Obesity" newspaper.

The second approach is based on a PCR amplification technique in lipid microdroplets
developed by Raindance. The first test is to re-identify the causal mutations of diabetes and/or
obesity in 40 patients. This approach has yielded satisfactory results because for a large majority of
patients, the causative mutations have been identified again. Only one patient was unable to be
reconfirmed because current bioinformatics tools are limited in the detection of complex indels. Of
the 39 patients identified, 3 of them are potential carriers of several causative mutations. This
technique could be considered in the clinical field because it allows a multigene approach by
providing a rapid diagnosis, cheaper and with a quality similar to the gold standard Sanger
sequencing. For us, the purpose of this technique is a fast and optimal clinical diagnosis in order to
identify unsolved cases, which are candidates for exome sequencing. This second study was
published in "Diabetes Care" journal.

The third approach involves whole exome sequencing (WES) in 4 individuals where the whole
family was previously tested negative for all known genes of diabetes. This approach led to the
discovery of a thirteen MODY gene, KCNJ11, and confirms the broad phenotypic spectrum that goes
from neonatal diabetes to MODY depending on the mutations. The major difficulty with this




technique is filtering variants in order to get a single causal mutation (or possibly several on the same
gene) to identify new MODY genes. The strategy we used combined both a bioinformatics filter for
example with filters on family cosegregation and on SNP databases and a biological filter, with the
use of a technique for high-throughput genotyping. This pioneering study in the use of NGS to
identify new genes of MODY has been published in "PLoS ONE".

In conclusion, this work took advantage of technological advances such as capture, targeted
sequencing and NGS to elucidate and to improve the screening of monogenic forms of diabetes and
obesity. This improved understanding of the molecular mechanisms may lead to the development of
better treatments like personalized medicine. We hope to see direct improvements for patients in
the near future, such as a more accurate, faster and more comprehensive molecular diagnostics.
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. Introduction

A. Le diabéte de type 2

1) Contexte

Bien qu’évoqué dans certains ouvrages de médecine chinoise, le diabéte n’a été décrit pour
la premiére fois que dans le papyrus Ebers datant d’environ 1500 ans av. J.-C.! et mieux défini dans le
traité indien Sushruta Samhita qui daterait de 500 ans av. J.-C.>. Le terme diabetes vient du grec
ancien et signifie passer au travers en référence a deux symptomes de la maladie, la soif (polydipsie)
et le besoin fréquent d’uriner (polyurie). Le terme latin mellitus signifiant sucré comme le miel a été
ajouté par le médecin anglais Thomas Willis aprés avoir noté le go(t sucré des urines de patients
diabétiques.’ Si le role du foie dans la régulation de la glycémie a été mis en évidence en 1855 par
Claude Bernard®, le réle central du pancréas dans la pathogenése du diabéte n’a été compris que 34
ans plus tard par Mering et Minkowski’. Cette découverte constitua la base de Iisolation de I'insuline
et son utilisation clinique par Banting et Best en 1921° et fut récompensée par un prix Nobel en
1923. Depuis, dix autres prix Nobel ont été attribués en lien avec le diabéte avec notamment la
détermination de la séquence en acides aminés de I'insuline en 1951 par Frederick Sanger’ et de la
structure tridimensionnelle de I'insuline en 1969 par Dorothy Hodgkin®.

2) Epidémiologie

Un rapport de I'Organisation mondiale de la Santé (OMS) de 2011 stipule que les maladies
non transmissibles (MNT) sont la cause la plus importante de mortalité dans le monde avec plus de
63% de la totalité des décés annuels.’ En 2008, 36 millions de décés ont été imputés aux MNT (dont 1
million au diabéte) et 80% d'entre eux surviennent dans les pays a revenu faible ou moyen. La
fédération internationale du diabete (FID) estime que 8.3% des adultes, soit 382 millions de
personnes, sont atteintes de diabéte de par le monde.' La parité est presque respectée puisqu’en
2013 198 millions d’hommes vs 184 millions de femmes sont diabétiques. La FID prévoit une
augmentation de 55% d’ici 2035, soit 592 millions de diabétiques. Il y a plus de diabétiques vivant en
zone urbaine (246 millions) qu’en zone rurale (136 millions) et cette différence devrait s’accroitre
d’ici 2035. Les zones rurales des pays a revenus tres faibles subiront vraisemblablement la plus forte
augmentation. Certains groupes ethniques sont plus touchés par le diabéte, notamment les
populations indigénes. En effet, la prévalence du diabéte est plus élevée chez les Amis et Atayals
taiwanais, les Aborigenes d'Australie, les Sioux nord-américains et les Pimas Nord-Amérindiens.

Actuellement, la FID estime a 19,8 millions le nombre d’adultes atteints de diabéte dans la
région AFR (Fig.1), un chiffre qui devrait plus que doubler d'ici 2035. L'urbanisation grandissante et le
vieillissement de la population a induit une augmentation des taux de diabéte et d’obésité. Ainsi, les
estimations de prévalence du diabéte dans les villes rejoignent et parfois méme dépassent celles des
pays a haut revenu. Une grande proportion (63%) des cas de diabéte sont non diagnostiqués.

De la méme facon, un développement économique et social rapide couplé au vieillissement
de la population a induit une forte augmentation de la prévalence du diabéte de type 2 (DT2) dans la
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région MENA. La FID estime a 34,6 millions le nombre de diabétiques (Fig. 1), chiffre qui devrait
presque doubler d’ici 2035. Cette région a la plus forte prévalence de diabéte avec 10,9% de diabéte.
D’ailleurs, trois des pays de cette région sont dans le top 10 des pays ayant la plus forte prévalence :
I’Arabie Saoudite (24%), le Koweit (23%) et le Qatar (23%).

Le nombre de diabétiques dans la région EUR est estimé a 56,3 millions (Fig. 1), soit 8,5 % de
la population adulte. La Turquie a la plus forte prévalence (14,8%). C’est la région avec la plus forte
prévalence de diabete de type 1 avec environ 129300 cas et 20000 nouveaux cas par an.

La FID estime que 36,8 millions de diabétiques vivent dans la région NAC (Fig. 1) et que ce
nombre devrait étre porté a 50,4 millions en 2035. Les iles des Caraibes sont les plus touchées et la
prévalence est constamment au-dessus de la moyenne mondiale : Belize (15,9%), la Guyane (15,9%),
Curacao (14,5%) et la Martinique (14,3%). La prévalence dans la région NAC est de 9,6% ce qui en fait
la deuxieme région la plus touchée. Les dépenses de santé relatives au diabéte sont élevées avec
42% des dépenses mondiales et dont la majeure partie provient des Etats-Unis et du Canada.

La prévalence de la région SACA est estimée a 8% de la population adulte, soit 24,1millions
de diabétiques. (Fig. 1) En 2035, la FID estime que ce nombre devrait augmenter de presque 60%, car
cette région est en transition économique et l'urbanisation grandissante devrait influencer la
prévalence.

Environ 8,2% de la population adulte mondiale, soit 72,1 millions de diabétiques vivent dans
la région SEA. (Fig. 1) En 2035, ce nombre devrait étre porté a 10,1% soit 123 millions de diabétiques.
Les fles Maurice ont la plus forte prévalence de diabéte (14,8%), mais aussi le plus haut PIB.

La région WP abrite 138,2 millions de diabétiques soit 8,6% des adultes. (Fig.1) Au cours des
20 prochaines années, 'augmentation de la prévalence est estimée a 11,1%. Les fles du Pacifique
sont les plus touchées par le diabéte : les Tokelau (37,5%), la Micronésie (35,0%), les iles Marshall
(34,9%), les Kiribati (28,8%), et les Tles Cook (25,7%).

EUROPE FUR

MIDDLE EAST AND \
NORTH AFRICA MENA N

SOUTH AND CENTRAL
AMERICA SACA

Fig. 1 : Nombre de diabétiques par région du monde™®
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L'étude ENTRED réalisée entre 2000 et 2009 a permis d’estimer le taux de prévalence du
diabéte traité en France.'’ Ce dernier a progressé de 2,6% a 4,4% soit de 1,6 a 2,9 millions de
personnes pour la France entiére. Ce taux est estimé par la FID a 8,2% pour 2035. Des variations
géographiques importantes des taux de prévalence du diabete étaient observées en 2009. (Fig. 2) Les
taux étaient particulierement élevés dans les DOM, dans le nord et le nord-est de la métropole,
notamment au Nord-Pas-de-Calais avec 5,4 % et faibles dans I'ouest de la métropole. Des taux
contrastés étaient observés au sein de la région lle-de-France avec par exemple 5,8 % en Seine-Saint-
Denis, mais seulement 3,2 % a Paris. Si un risque génétique élevé permettait d’expliquer la forte
prévalence dans les régions d’outre-mer, des conditions socioéconomiques défavorables sont
davantage en cause pour les autres départements les plus touchés. En effet, un niveau
socioéconomique défavorisé est corrélé avec une progression plus forte de I'obésité.* A noter que
I’origine ethnique joue aussi un réle puisque les femmes d’origine maghrébine avaient un risque de
diabete plus de 2 fois supérieur a celui des femmes d’origine francaise.

[ ]284-a01%
[ 401 -a51%
B 51 -883%

Martinique Guadeloupe Réunion Guyane

Fig. 2 : Taux standardisé de prévalence du diabéte traité par département en France en 2009

La FID estime que presque la moitié (46%, soit 175 millions) des personnes ne sont pas
diagnostiquées pour le diabéte de par le monde. Cependant, cette prévalence varie drastiquement
selon les régions du monde et serait autour de 20% en France® alors qu’elle peut atteindre 90% dans
les pays a revenus tres faibles. Cette proportion élevée s’explique d’une part, par un manque de
moyens pour le dépistage ou un mauvais diagnostic dii a la grande variété de complications, et
d’autre part, par le fait que les stades de prédiabete peuvent durer plusieurs années en restant
asymptomatiques. De plus, la difficulté d’appliquer des résultats de recherche du traitement du DT2
et des changements de comportement de quelques patients a une population demeure un véritable
défi.

Les frais de santé relatifs au diabete représentent 10,8% des dépenses totales liées a la santé
dans le monde en 2013, soit environ 548 milliards de dollars. La menace de submerger les systémes
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de santé a travers le monde est bien réelle sachant que ce co(t pourrait excéder 627 milliards de
dollars d’ici 2035. Ces dépenses sont loin d’étre homogenes et 20% des dépenses globales sont faites
dans les pays a revenus faibles et moyens, la ou 80% des diabétiques résident. En moyenne,
5621S/an sont dépensés par diabétique dans les pays a hauts revenus alors que 3565/an sont
dépensés dans les pays a revenus moyens et faibles. En France, le remboursement moyen annuel
était estimé en 2007 a 5300€ par diabétique. En 2007, I'hopital et les médicaments représentaient
les plus gros postes de dépenses, soit 37 % (4,7 milliards €) et 27% (3,4 milliards €) des dépenses
totales.™

3) Définition

Le diabéte est défini par I’Association Américaine du Diabete (ADA) comme un groupe de
maladies métaboliques caractérisées par une hyperglycémie résultant de défauts de sécrétion a
I'insuline, d’action de l'insuline (insulino-résistance), ou des deux.”® L'ADA scinde le diabéte en 4
grandes catégories.

Dans la premiére catégorie, on trouve le diabéte de type 1 qui compose 5 a 10% des cas de
diabéte. Précédemment appelé diabéte insulinodépendant, il résulte d’'une destruction auto-immune
des cellules B du pancréas. Les marqueurs biologiques de cette destruction, détectés dans 85 a 90%
des cas, peuvent étre des autoanticorps dirigés contre les cellules B, contre l'insuline, contre le
glutamate acide décarboxylase (GAD) et les tyrosines phosphatases IA-2 a et IA-2 b. L’origine de ce
désordre auto-immun est liée en partie a la prédisposition génétique (les alleles HLA-DR/DQ) et a des
facteurs environnementaux qui sont encore peu connus. Dans quelques rares cas, ce diabéte peut
étre d0 3 des mutations délétéres dans les génes AIRE'®", FOXP3'®*°, SIRT1?° ou STAT3. Il existe
également une forme rare appelée diabéte idiopathique, car on ne connait pas l'origine de la
destruction des cellules .

Dans la deuxieme catégorie, on trouve le diabéte de type 2 qui compose la majeure partie
des cas de diabéte, soit 90 a 95%. On le nommait avant diabéte non insulinodépendant ou diabéte de
I’adulte, car cette forme de diabéte ne nécessite pas de traitement a l'insuline dans la plupart des cas
et est diagnostiquée en général autour de 45 ans bien que cet 4ge moyen ait tendance a diminuer au
cours des années. La cause de ce diabete n’est pas liée a une destruction des cellules B, mais plutét a
une résistance a l'insuline et/ou de défaut de sécrétion d’insuline.

La troisieme catégorie définie par I’ADA est un peu fourre-tout, car on y trouve 8 sous-types de
diabete. Dans la premiéere sous-catégorie, on trouve des formes rares qui composent environ 1 a 2%
des cas de DT2 et qu’on appelle Maturity-Onset Diabetes of the Young (MODY) et diabéte néonatal.
Contrairement au DT2 commun polygénique, ces formes de diabéte sont dues a des altérations
génétiques fortes, le plus souvent d’'un seul géne, qui conduisent a un dysfonctionnement de la
cellule B et un défaut de sécrétion d’insuline. Cette classification de I’ADA est discutable dans le sens
ou méme si ces formes sont rares et débutent précocement, elles répondent pleinement a la
définition du DT2.
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Dans les autres sous-catégories, on trouve d’autres formes particulieres de diabéte qui peuvent étre
duesa:

- Des formes d'insulino-résistance de type A: le syndrome de Rabson-Mendenhall (d( a des

mutations délétéres dans le géne INSR*>*

), le 1épréchaunisme, les lipodystrophies, etc.

- Des maladies pancréatiques exocrines : pancréatite, néoplasie, mucoviscidose, etc.

- Des endocrinopathies : hyperthyroidie, glucagonome, syndrome de Cushing, etc.

- Des médicaments ou des produits chimiques: Vacor (contre les rongeurs), pentamidine
(antiparasitaire), diazoxide (vasodilatateur), etc.

- Des infections virales : rubéole congénitale, cytomégalovirus, etc.

- Des formes d'insulino-résistance de type B : syndrome de I'homme raide, etc.

- Des maladies syndromiques : syndrome de Wolfram, de Prader-Willi, Bardet-Biedl, etc.

Dans la derniéere catégorie, on trouve le diabéte gestationnel. Pendant longtemps, le diabete
gestationnel était défini comme un prédiabete diagnostiqué pendant la grossesse. La définition
s’appliquait méme si le prédiabéte se résolvait avec I'accouchement ou était présent, mais non
diagnostiqué avant le début de la grossesse. Ces limitations impliquaient un biais important dans la
classification du diabete gestationnel d’autant plus que le nombre de femmes enceintes non
diagnostiquées, mais atteintes de DT2 n’a cessé de croitre ces derniéres années. En effet, ’ADA
estime qu’environ 7% des grossesses (entre 1 et 14% selon la population étudiée) s’accompagnent
d’un diabete gestationnel soit environ 200 000 cas par an. Le groupe international IADPSG a été mis
en place et un consensus a été trouvé en 2009.%* En 2011, '’ ADA recommande que les femmes a haut
risque dont le diabete est diagnostiqué a la premiére visite prénatale (6-12 semaines) par une HGPO
(Hyperglycémie provoquée par voie orale) rentrent dans la catégorie diabéte de type 2 et non du
diabéte gestationnel.”” Sur la base d’un rapport récent du National Institutes of Health (NIH)*, ’ADA
a modifié ses recommandations pour le diagnostic du diabete gestationnel en 2014. Sur la base du
consensus IADPSG, on procéde a une HGPO a 24-28 semaines chez des femmes non diabétiques.
Sinon le processus en deux étapes recommandé par le NIH peut étre utilisé : a 24-28 semaines, on
fait une épreuve de glucose sans étre a jeun avec 50g de glucose. Si la glycémie a 1h est supérieure a
140 mg/dL alors une HGPO est réalisée pour établir fermement le diagnostic de diabéte gestationnel.
A I'heure actuelle, on ne sait pas si I'une des deux stratégies est meilleure que 'autre tant en termes
de sensibilité que de rapport colt/bénéfice. Le risque de diabéte consécutif a un diabéte
gestationnel est élevé” et '’ADA recommande un dépistage tous les 3 ans.”® Le dépistage reste
important dans le sens ol une grande partie des cas est résolue avec une modification du style de vie
ou de la prise de metformine.”® Cependant, on ne connait pas les réels bénéfices d’un tel traitement
sur la mere, par exemple une possible diminution du risque de diabéte et une amélioration des

parameétres métaboliques. On sait toutefois que le taux de macrosomie foetale est diminué.?*°

4) Complications

Les symptdmes de I'hyperglycémie marquée incluent une polyurie (le besoin fréquent
d’uriner), une polydipsie (la soif), une perte de poids et parfois une polyphagie et des troubles de la
vue.” Un retard de croissance et une susceptibilité a certaines infections peuvent aussi accompagner
I’hyperglycémie chronique.”® Les conséquences aigués d’un diabéte non contrdlé sont une
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hyperglycémie avec acidocétose ou un syndrome d'hyperosmolarité hyperglycémique qui peut
mener a un coma.”

Les complications a long terme du diabéte incluent™ :

- Une rétinopathie avec une potentielle perte de la vue

- Une néphropathie pouvant mener a une insuffisance rénale

- Une neuropathie périphérique avec un risque d’ulcere des pieds, d’amputation ou au pied de
Charcot (ostéo-arthropathie nerveuse)

- Une neuropathie autonome causant des symptdémes gastro-intestinaux, génito-urinaires
(avec parfois une dysfonction sexuelle), et cardiovasculaires

Le diabete est la premiere cause de cécité acquise, d’amputation non traumatique et
d’insuffisance rénale.®! Cependant, une étude anglaise récente a montré que le diabéte n’était plus
que la deuxieme cause de cécité, derriere les maladies héréditaires de la rétine, peut-étre grace a
I'intensification des programmes de dépistage.* Le diabéte est aussi la deuxiéme cause de maladies
cardiovasculaires.®’ Le risque est effectivement doublé pour cette cause et il s’explique par une
athérosclérose qui peut aussi conduire a un accident vasculaire cérébral ou une artériopathie
oblitérante des membres inférieurs.>® Par ailleurs, le diabéte s’accompagne fréquemment de
problémes d’hypertension et d’anomalies du métabolisme des lipoprotéines. En effet, la prévalence
de I'hypertension est estimée a plus de 50% des patients atteints de DT2.>*

Une autre cause de morbidité et de mortalité est le risque augmenté de cancer chez les
diabétiques. Plusieurs études épidémiologiques montrent que les diabétiques ont une incidence
augmentée pour plusieurs types de cancers : foie, voies biliaires, pancréas, estomac, colon, reins,
vessie, sein et endometre. (Fig. 3) De facon opposée, I'incidence est réduite pour le cancer de la
prostate. Les mécanismes mis en jeu dans ces associations ne sont pas élucidés, mais certains
éléments sont mis en cause comme |I’hyperinsulinémie, la résistance a I'insuline, une dérégulation de
I’'hormone de croissance, I'obésité, le traitement médical ou encore le régime suivi. L’étude deCODE
réalisée sur 44655 individus a montré que le hasard ratio de la mortalité due au cancer était de 1,12
chez les prédiabétiques, 1,28 chez les diabétiques récemment diagnostiqués et 1,57 chez ceux avec
un diabéte connu.® Une autre méta-analyse a montré un risque de 1,27 chez les diabétiques aprées
ajustement pour I'lMC.*®

Type de cancer Risque relatif
Foie 2,01
Voies biliaires 1,43
Pancréas 1,94
Estomac 1,18 (chez les femmes)
Colon 1,27
Reins 1,42
Vessie 1,24

Sein 1,2
Endometre 2,1
Prostate 0,84

Fig. 3 : Cancers associés au diabéte®’
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5) Critéres de diagnostic du diabéte

En 1997, I'ADA révisa les criteres de diagnostic du diabete sur la base d’études
épidémiologiques transversales qui mettaient en relation rétinopathie et glycémie a
jeun/HGPO/HbA1lc (hémoglobine glyquée).®® (Fig. 4) Si le seuil de 2 g/l fut conservé pour une
hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO), le seuil de la glycémie a jeun est passé de 1,4 a 1,26
g/l. U'HbAlc est utilisée comme marqueur de la glycémie reflétant le niveau de glucose des 2-3
derniers mois. L'HbAlc résulte de la glycation de la chaine B des molécules d’hémoglobine
transportant le dioxygéne au sein des globules rouges. L'HbAlc est devenue l'indice le plus utilisé
pour évaluer, chez les patients diabétiques, I'efficacité des traitements antidiabétiques sur le
contrdle glycémique a long terme.* Ce marqueur, auparavant utile pour la gestion du patient, peut
maintenant étre aussi utilisé pour le diagnostic du diabete. Cependant, pour des raisons de
standardisation du test, mais aussi de co(t, il commence seulement a étre utilisé en Europe et depuis
2009 aux USA. Ce test comporte des avantages tels que la commodité d’usage (pas besoin d’étre a
jeun) et la robustesse (peu de variabilité due au stress et/ou la maladie). Cependant, ce test est basé
sur un facteur sanguin, ’hémoglobine, et est donc soumis a un biais dans le cas d’hémoglobinopathie
ou d’anémie par exemple. Dans ce cas, seuls la glycémie a jeun et I’'HGPO peuvent étre utilisés. Une
étude a montré qu’a I'échelle de la population générale et en prenant le seuil d’'HbAlc > 6,5 % pour
diagnostiquer un DT2, environ 2 % de la population auraient un faux diagnostic de DT2.%

b

HbAlc Glycémiea jeun HGPO
(en%) (eng/l) (eng/l)
Diabéte 26,5 >1,26 =2
Prédiabete 57a6,4 131,25 1,431,99
Normal <5,7 <0,99 <1,39

Fig. 4 : Criteres de I’ADA pour le diagnostic du diabéte

6) Physiopathologie
a) Physiologie du pancréas

Le foie, les ovaires, les testicules mais aussi le pancréas sont des glandes dites amphicrines
(ou mixtes), car ces glandes possédent a la fois des fonctions exocrines et endocrines. Les glandes
exocrines délivrent leur sécrétion par l'intermédiaire d'un canal excréteur vers le milieu extérieur de
I'organisme alors que les glandes endocrines libérent directement leurs sécrétions dans la circulation
sanguine au niveau des capillaires sanguins. La partie exocrine du pancréas est composée de cellules
acineuses qui synthétisent les enzymes digestives (amylase, trysine, lipase, etc.) et de cellules
canalaires ou ductales qui produisent une fraction importante de la sécrétion hydroélectrolytique,
riche en bicarbonate de sodium, pour réguler le pH du suc pancréatique.”’ (Fig.5) Ce suc
pancréatique liquide est déversé ensuite vers le duodénum par un mécanisme complexe faisant
intervenir de nombreux transporteurs et canaux ioniques.
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Regroupées en amas appelés ilots de Langerhans et représentant environ 1% de sa masse, les
cellules endocrines du pancréas sont constituées principalement de deux types de cellules : a et B.
L'architecture cellulaire, soit la quantité de cellules et leurs localisations, varie entre espéces. Par
exemple, chez la souris les cellules B sont regroupées dans le centre de I'llot et les cellules o a la
périphérie alors que chez 'homme les cellules o et 3 sont dispersées le long des vaisseaux sanguins
en association avec la microcirculation.”* Les cellules B représentent environ 75% de la masse
endocrine du pancréas et produisent l'insuline et I'amyline ou IAPP (islet amyloid polypeptide), la
premiére étant sécrétée en réponse a une élévation du taux de glucose plasmatique.” Les cellules a,
qui constituent environ 20% de la masse endocrine du pancréas, sécrétent le glucagon en réponse a
une baisse de la glycémie.*”

Pancreatic duct

Pancreas

Common bile
duct

Accessory
pancreatic duct

Duodenal papilla

Duodenum

Pancreatic acini
(with exocrine cells)

Pancreatic islet
(with endocrine cells)

Pancreatic duct

Fig. 5 : Le tissu pancréatique™®

b) Physiopathologie du pancréas

L'importance de la résistance a I'insuline et du dysfonctionnement de la cellule B a longtemps
été débattue. On pensait au départ que la résistance a I'insuline était 'anomalie principale du DT2 et
que l'incapacité a sécréter I'insuline était une manifestation tardive.* Cette notion changea avec la
découverte que dans la plupart des systemes endocrines humains, une boucle de rétroaction permet
d’assurer ’'homéostasie du glucose en limitant les variations.*® Cette boucle de rétroaction repose
sur un dialogue entre les cellules B et les tissus cibles de I'insuline. (Fig. 6) L’insuline libérée en
réponse a la stimulation des cellules B sert d’intermédiaire a la consommation du glucose, des acides
aminés et des acides gras par les tissus cibles de linsuline. En retour, ces tissus envoient
I'information aux flots de Langerhans de leur besoin d’insuline. L’acteur majeur de ce processus n’a a
ce jour pas été identifié, mais certaines pistes indiquent un réle possible de la betatrophine®, du
cerveau via la Ieptine48, ou méme du systeme immunitaire®. Dans le cas d’une résistance a I'insuline,
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comme dans une bonne partie des obéses spécialement si I'adiposité est viscérale, la cellule f
augmente la production d’insuline pour maintenir un taux de glucose constant. Cependant, si la
cellule B ne peut accomplir cette tache, la glycémie augmente et évolue progressivement d’'une
intolérance au glucose au diabéte de type 2. Cette progression est clairement hétérogene et varie
selon de nombreux facteurs pathogénes.

Modification de la sensibilité a I'insuline

o

Sécrétion d’insuline

Fig. 6 : Boucle de rétroaction entre les cellules B et les tissus cibles de I'insuline®

Plusieurs mécanismes permettraient d’expliquer ce phénomeéne, par exemple la réduction de
masse pB-pancréatique.”’ Les raisons de cette perte sont multifactorielles et incluent la
glucolipotoxicité® et le dépot des plaques amyloides qui résultent de I'apoptose des cellules B par
une augmentation du stress oxydatif au niveau du réticulum endoplasmique®. Cette perte n’est pas
compensée par le remplacement de nouvelles cellules, B car le pancréas semble incapable de se
régénérer apres 30 ans.> Cependant, aucune étude ne quantifie le lien entre la masse de cellules B et
leur fonctionnalité. En effet, un défaut de fonctionnalité de la cellule B pourrait amorcer cette
apoptose et des études supplémentaires seront nécessaires pour approfondir ce mécanisme.

Bien que moins étudiée, la dérégulation de la sécrétion de glucagon par les cellules a
contribue au développement de I’hyperglycémie.> Cette dérégulation se manifeste sous forme d’une
augmentation de la concentration de glucagon a jeun et d’une incapacité a diminuer la sécrétion de
glucagon apres l'ingestion d’un repas. Il reste a définir si cette dérégulation est un changement
primaire au niveau de la cellule o ou secondaire suite a une anomalie de la cellule B. Cependant, le
flux sanguin va des cellules B vers les cellules a puis vers les cellules 6 produisant la somatostatine ;
de fortes concentrations en insuline sont capables d’inhiber la sécrétion de glucagon dans les cellules
a.>® D’autres produits de la cellule B, tels que le zinc, I'acide y-aminobutyrique (GABA) et le
glutamate, pourraient aussi réguler la sécrétion de glucagon.>®

Le tractus gastro-intestinal produit plusieurs peptides dont certains régulent directement
I'absorption des nutriments : le Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) et le peptide insulinotrope
dépendant du glucose (GIP), connus sous le nom d’incrétines. Le GLP-1 a un rdle plus important et
agit a la fois sur les cellules B pour augmenter la sécrétion d’insuline et sur les cellules a pour inhiber
la sécrétion de glucagon.” Les concentrations plasmatiques de GLP-1 étant similaires chez des
individus normoglycémiques et DT2, on suppose que c’est la réponse des cellules B au GLP-1 qui doit
8tre défaillante.®® Ce résultat est en phase avec le modéle de déficience globale de la cellule B en
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réponse a d’autres molécules telles que les sulfonylurées ou les agonistes B-adrénergiques.®® D’autre
part, aprés une chirurgie bariatrique chez des DT2, on observe une augmentation de GLP-1
plasmatique qui est bénéfique pour le patient.®* Cependant, d’autres mécanismes pourraient aussi
expliquer cette amélioration de la glycémie.®

Le microbiome intestinal semble avoir aussi un réle important dans la pathophysiologie du
DT2.%? Le métagénome humain comporte environ 100 fois plus d’informations qu’un seul génome
humain. Le microbiome joue un réle important dans plusieurs maladies, dont le DT2, mais on ne
connait pas précisément la ou les especes bactériennes qui causent un changement de

3

métabolisme.”® Deux études basées sur Iutilisation d’échantillons fécaux suggeérent que des

changements fonctionnels du microbiome intestinal pourraient étre directement liés au

développement du DT2.5*%

Cependant, les marqueurs métagénomiques different entre Européens
et Chinois suggérant que la capacité de prédire le développement du DT2 varie selon la population.®
Une autre étude a montré des améliorations de la sensibilité a I'insuline chez des patients atteints de
syndrome métabolique 6 semaines aprés une greffe du microbiome intestinal de sujets

normopondéraux.®

La flore intestinale agirait sur I'absorption des nutriments et s’adapterait
rapidement a un changement de régime alimentaire.®” Enfin, le microbiome intestinal a permis
d’expliquer une intolérance au glucose chez des souris lors de la prise d’édulcorants de syntheése.®®
L'hypothese est que certaines bactéries de l'intestin réagissent aux édulcorants en sécrétant des
substances qui provoquent une réponse inflammatoire comme lors d’'une overdose de sucre, ce qui

développe des changements dans la capacité a utiliser le sucre.

Le systéme nerveux est un autre régulateur important des processus métaboliques. Le
systeme nerveux parasympathique controle directement le métabolisme du glucose via le nerf vague
et le systeme sympathique indirectement via I’hypothalamus. Ce dernier a un réle central dans le
sens ou il agit sur la sécrétion de glucagon et d’insuline®” ainsi que sur la production de glucose
hépatique® par la détection du glucose®, de I'insuline’ et des acides gras circulants’. D’autres
éléments du cerveau sont importants dans le maintien des rythmes circadiens et du sommeil.”> On
peut citer le géne CLOCK’® qui régule I’horloge biologique et la mélatonine’ qui est d’ailleurs appelée
hormone du sommeil.

7) Traitements

Depuis la découverte de l'insuline, les approches médicales pour la prévention et le
traitement du diabéte ont été transformés par les avancées scientifiques qui ont significativement
amélioré la vie des diabétiques et allongé leur durée de vie. Ces avancées résultent d’études
clinigues comme I'utilisation de I'insuline humaine biosynthétique, des seringues et aiguilles petites
et faciles d’usage, le suivi de la glycémie”, et les pompes & insuline’®. La prévention du diabéte passe
par une prise en charge a tous les niveaux : médecins, infirmiers, nutritionnistes, travailleurs sociaux,
podologues, etc. Certains programmes de prévention utilisant cette approche multidisciplinaire ont
montré que I'activité physique et la perte de poids peuvent réduire le risque de diabéte de 58% chez
des personnes prédisposées.”’ Des effets majeurs peuvent &tre aussi apportés par le traitement a la
metformine et aux sulfonylurées. L’'insulinothérapie intensive reste le traitement de référence pour
prévenir I'hyperglycémie chez les patients les plus atteints.”® Au Royaume-Uni, la proportion de
patients traités a I'insuline a été multipliée par 3 entre 1991 et 2010.”° De plus dans ce méme pays, la
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proportion de patients prenant I'insuline seule est passée de 97% dans la premiere décennie a 37%

dans la seconde.” Ce simple fait implique un réle grandissant des agents oraux utilisés en

combinaison avec l'insuline.

Il existe 3 autres classes d'antidiabétiques trés utilisés : les thiazolidinediones (toutefois

retirées du marché en France), et les analogues du GLP-1 et les inhibiteurs de la DPP-4 qui sont des

incrétines. Ces traitements peuvent étre utilisés en combinaison jusqu’a 3 classes différentes. Les
recommandations de 'ADA et de I'EASD (European Association for the Study of Diabetes) sont
résumées dans la figure 7.2 Concrétement, on commence chez la plupart des patients par un

changement de mode de vie couplé a un traitement a la metformine. Si un taux correct d’'HbAlc

n’est pas atteint aprées trois mois ou si ’HbA1lc est initialement supérieure a 9.0%, on passe a une

bithérapie, c’est-a-dire que la metformine est couplée a un autre antidiabétique. Suivant la stratégie

utilisée, on peut optimiser le traitement par rapport au patient par exemple en limitant les

hypoglycémies, la prise de poids ou les effets secondaires ou tout simplement en minimisant les

co(ts. Si le taux d’"HbAlc n’est toujours pas correct aprés 3 mois, alors une trithérapie est envisagée

et I'insuline reste le traitement le plus efficace surtout quand I’ HbAlc est élevée.

Healthy eating, weight control, increased physical activity

More complex

“>insulin strategies

or |6LP1-RA|

or I GLP-1-RA I

or | Insulind I

Insulind

or | Insulind

or I Insulind I

If combination therapy that includes basal insulin has failed to achieve HbA1c target after 3-6 months,
proceed to a more complex insulin stralog. usually in combination with one or two non-insulin agents:

(- Initial drug ’
1 monotherapy Metformin
1 Efficacy ( HbA,.) :ﬂgh 2
1 lypoglycemi low ris!
1 Weight neutral/loss
: Side effects Gl / lactic
Costs low.

! If needed to reach individualized HbA, target after ~3 months, proceed to two-drug combination
! - order not meant to any specific preference):
: Metformin Metformin Metformin Metformin Metformin

+ + + + +
! _ Two-drug
= : 8 Sulfonylurea® Thiazolidine- GLP-1 receptor Insulin (usuall
1 combinations? o dic:ne I agonist e as‘:all) &
: Efficacy (¢ HbAy) high high | J high high
I Hypoglycemia moderate risk ... low risk e low Tisk: ———— " IOk rigk e ——
| Weight gain gain 4 loss gain
I Major side effect(s) hypoglycemia¢ .1 edema, HF, Fx’s® . Gle hypoglycemia® ...
1 Costs low { high _{ high Jvariable
1
I If needed to reach individualized HbA,, target after ~3 months, proceed to three-drug combination
1 (order not meant to denote any specific preference):
: Metformin Metformin Metformin Metformin Metformin

+ + + + +
1
I Three-drug Sulfonylureab Thiazolidine- DPP-4 Inhibitor GLP-1 receptor Insulin (usually
1 combinations 4 dione + agonist basal)
1 + +
I [ | sw | sut | swe |
1
! or | oppi || | or| opr4i [l | o[ Tz0 | o[ 0 I
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Insulin®

(multiple daily doses)

Fig. 7 : Recommandations générales du traitement du diabéte de type 2%

Les stratégies préventives et les traitements des complications ne sont pas en reste avec

plusieurs progres a la clé concernant :
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- néphropathie : antagonistes des récepteurs de I'angiotensine, inhibiteurs de I'Enzyme de
Conversion de I'Angiotensine,® et simplement la restriction protéique®

- insuffisance rénale : greffe de reins

- rétinopathie : photocoagulation au laser®®

Des avancées récentes de la greffe de cellules B et de pancréas ont récemment démontré
une guérison chez une majorité des patients traités.®* La chirurgie bariatrique dans un contexte
d’obésité permet une perte de poids qui améliore les parametres sanguins tels que la glycémie et qui
va parfois jusqu’a une rémission du DT2.55%

De nouvelles approches sont développées et plusieurs traitements sont encore en phase
expérimentale en exploitant différentes stratégies™ :

- augmenter la fonction sécrétoire de la cellule 3

- augmenter la masse de cellules

- diminuer/bloquer I'effet du glucagon

- réduire la production hépatique de glucose

- augmenter |'action de l'insuline

- combiner deux peptides pour obtenir 2 effets, par exemple une double incrétine

8) Facteurs de risque

Beaucoup d’études ont établi des associations entre plusieurs facteurs de risque et le DT2.
L''MC¥, des niveaux anormaux de Iipidessg, I’hypertensionsg, le tabagismego, I’alimentation®?,

I'inactivité physique®, la sédentarité”, les antécédents familiaux de diabéte®, un prédiabéte ou un

96 |74
)|

diabete gestationnel”, I'inflammation®, I’'environnement intra-utérin age94, le sexe”, I'ethnicité®’

et le statut socioéconomique® sont les plus fréquemment documentés.

L'épidémie globale de DT2 est en partie liée aux taux de surpoids et d’obésité parmi les
adultes, mais aussi chez les enfants. En effet, plus de 50% des patients atteints de diabéete de type 2
sont obéses et plus de 30% en surpoids.”® Le surpoids et I'obésité sont les meilleurs prédicteurs du
DT2 et cet effet est plus important chez les jeunes adultes. En effet, la prise de poids chez le

« jeune » adulte (25-40 ans) implique un risque de DT2 plus grand et I’dge de début semble précoce
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par rapport a une prise de poids aprés 40 ans.” Une des hypothéses est que le dépot de graisse

dans le foie et dans le pancréas favorise le développement d’une insulino-résistance hépatique et le

dysfonctionnement de la cellule p.**"*%*

Une hypothése récente implique le développement intra-utérin. C'est une période critique
durant laquelle le milieu intra-utérin peut affecter négativement le développement fcetal par des
modifications épigénétiques.'® Ces modifications impliquent notamment la méthylation de I’ADN et

des histones sans changer la séquence d’ADN, mais son expression. Ainsi, un faible poids de

104

naissance est associé a un risque augmenté de développer un DT2.”" Une des hypotheses est que ce

faible poids de naissance est d{i a une malnutrition/sous-nutrition qui implique le développement

105

d’un phénotype « économe » ol le métabolisme du glucose est altéré.”> Ce phénomeéne serait

accentué dans le cas ol I’environnement inverse (surabondance alimentaire) serait présent durant le

106,107

développement de I'enfant impliquant un gain de poids rapide. Le milieu intra-utérin peut aussi
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étre modifié lors d’un diabete gestationnel. Les femmes avec un diabéte gestationnel ont un risque 7
fois élevé de développer un DT2 comparé a des femmes qui n’ont pas d’hyperglycémie durant leur
grossesse.'® De plus, ces expositions foetales a une hyperglycémie maternelle prédisposent I'enfant
a un développement précoce d’'un DT2.'® Le mécanisme biologique pourrait passer par une
modification de la méthylation de certains génes et augmenterait la susceptibilité de développer un
DT2™°, mais aussi d’autres maladies complexes telles que I'obésité'*!, des maladies métaboliques'*?,
des complications cardiovasculaires™ et méme du cancer™.

Enfin, d’autres facteurs ont été associés indépendamment avec le risque de DT2. On peut

115

citer le taux de vitamine D™, la dépression116 ou ['utilisation d'antidépresseursm, le stress au

travail*®

, et les troubles du sommeil. En lien avec les troubles du sommeil, le syndrome d’apnées
obstructives du sommeil est lié au développement du diabéte.™ Suivant la sévérité du syndrome, les
patients ont entre 23 et 30% d’augmentation du risque de développer un diabéte qui pourrait étre lié
a la désaturation en oxygeéne, la privation de sommeil (diminution du temps de sommeil paradoxal)
et au rythme cardiaque moyen plus élevé. Egalement lié aux troubles du sommeil, un travail posté

augmente de 9% le risque de développer un diabéte et de 37% uniquement chez les hommes.'*

D’autres études suggérent un réle potentiel des toxines environnementales comme les
perturbateurs endocriniens et des particules dans I’air. Parmi ces contaminants environnementaux,
on peut citer les polychlorobiphényles (PCBs), les composés organochlorés (OC), les pesticides, le

bisphénol A, les phtalates et tout dernierement I'acide perfluorooctanoique (PFOA)."*!

9) Causes génétiques des formes communes

Si des facteurs environnementaux sont mis en cause dans le développement du diabéte, la
part de génétique héritable joue également un réle. L’héritabilité est définie comme la proportion de
variation phénotypique dans une population qui est attribuable a la variation génétique entre les
individus. Une facon indirecte de montrer qu’un caractere est héritable est de calculer le risque de
développer une maladie et de comparer les risques de patients dont les parents sont atteints par
rapport au risque dans une population générale. Ainsi, un enfant a 35% de chance de développer un
diabéte si un parent est atteint (et davantage si c’est la mére plut6t que le péere) et 70% si les deux

parents sont atteints en comparaison d’environ 10% dans la population générale.”**'*

Cependant, ce
risque est déterminé par des facteurs de risque génétiques et environnementaux ce qui ne permet
pas de séparer ces deux composantes. Le caractére héritable du diabete et d’autres maladies peut
étre estimé de fagon assez précise par les études de jumeaux monozygotes et dizygotes. L’hypothése
principale est que les jumeaux partagent le méme environnement prénatal et postnatal, et que la
part génétique similaire est de 100% pour les jumeaux monozygotes et de 50% pour les jumeaux
dizygotes. Les estimations d’héritabilité du DT2 sont d’environ 70% chez les jumeaux monozygotes et

124125 cotte mesure de I'héritabilité est variable selon les

de 20-30% chez les jumeaux dizygotes.
études et s’expliquent par différent biais comme I'dge’® ou encore le caractére génétique pas si
unique chez les jumeaux monozygotes''®'**’. La contribution exacte de la part génétique reste a
déterminer dans le DT2. En effet, alors que les alleles HLA expliquent jusqu’a 50% des cas

128

d’agrégation familiale du diabete de type 1°°°, aucun locus majeur de susceptibilité au diabéte de

type 2 n’a été trouvé.
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Depuis 2003, le séquencage du génome humain et le projet international HapMap ont permis
de générer des cartes fines du génome humain divisé en des milliers de groupes de polymorphismes
nucléotidiques (SNPs) fréquents hautement corrélés, c’est-a-dire montrant un fort déséquilibre de
liaison (lorsque deux mutations sont toujours associées sur une méme séquence). L’objectif principal
du projet HapMap était de comparer les séquences génétiques de différents individus, issus de
diverses populations afin de relever les régions chromosomiques ou des variations génétiques sont
partagées. La phase Il du projet avait démontré que la variabilité des SNPs détectés avec une
fréquence de I'allele mineur 2 5 % pouvait étre résumée en ~ 550 000 blocs de déséquilibre de liaison
chez les individus originaires d’Europe ou d’Asie. Chaque bloc de LD est représenté par un tagSNP.

Simultanément, une véritable révolution technologique a eu lieu dans le génotypage des
SNPs. En moins de 10 ans, les avancées technologiques ont permis de passer du test d’un seul SNP au
génotypage simultané de centaines de milliers de SNPs par individu, en utilisant des puces a ADN. Par
les études d’association pangénomique ou genome-wide association studies en anglais (GWAS), les
généticiens ont mis ces puces a ADN a profit afin d’identifier des différences de fréquence allélique
des tagSNPs présents sur les puces entre des cas, c’est-a-dire des patients atteints de DT2, versus des
controles normoglycémiques. (Fig. 8) Une différence de fréquence significative entre alléles du
méme SNP entre cas et témoins indique que la région correspondante du génome contient des
variants génomiques fonctionnels qui influencent le risque de DT2. Une autre stratégie des GWAS
consiste a étudier la variation génétique de traits quantitatifs reliés a la maladie étudiée. (Fig. 8)
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Fig. 8 : Types de GWAS

Ces études d’association pangénomique ont identifié a ce jour 90 variants génétiques qui

augmentent le risque de DT2.'*

Le locus de TCF7L2 contient le variant ayant I'effet le plus fort (odds
ratio : 1,46)."° Alors que la majorité de ces loci ont été découverts lors de méta-analyses du
consortium DIAGRAM, les loci de traits quantitatifs relatifs au diabete ont été davantage étudiés par
le consortium MAGIC. Aujourd’hui, des traits tels que la glycémie a jeun, I'insulinémie a jeun, le taux
de glucose a 2h aprés une HGPO ou encore I'HbAlc ont permis la mise en évidence de 72 loci
associés.”® Certains de ces loci sont aussi associés au DT2, mais pas tous. Ces chevauchements
partiels posent la question des mécanismes sous-jacents conduisant au DT2. Ce résultat peut par
exemple étre di a la difficulté de quantifier la sécrétion d’insuline, un manque de puissance
statistique (étant donné I'effet faible de certains SNPs), mais aussi a cause de la multiplicité des

mécanismes de pathogenese du DT2. Des études fonctionnelles ont déja démontré des mécanismes
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liés au glucose, au GLP-1, a I'exocytose de I'insuline, a la biogenése des granules d’insuline ou encore
des mécanismes post-transcriptionnels de maturation de I'insuline.**

Méme si les GWAS ont été réalisés sur des populations d’origine européenne, de nouvelles
études sur d’autres ethnies commencent a émerger. Par exemple, deux nouveaux loci, KCNQ1 et

C2CD4A ont été associés au DT2 chez les japonais™ ™2 et un certain nombre d’autres loci chez des

B34435 De facon générale, les loci associés au DT2 sont relativement conservés
B8137 Yne étude utilisant 4 groupes ethniques différents a montré que

les effets des SNPs communs n’atteignant pas le seuil de significativité sont homogenes entre les

Asiatiques de I'est
entre les différentes ethnies.

groupes et cette méta-analyse a révélé 7 nouveaux loci.”*® Enfin, notons qu’une étude a conduit avec
succes chez des Groenlandais un GWAS qui a mis en évidence une mutation non-sens dans le gene
TBC1D4 qui explique 15% des cas de diabéte dans ce pays.” L’augmentation du risque est trés
élevée puisque chez des cas homozygotes, 60% des plus de 40 ans et 80% des plus de 60 ans ont
développé un DT2.

Cependant, ces variants expliguent seulement 10% de [I’héritabilité de la maladie et

9 | a multiplicité des loci qui contribuent au risque de

augmentent le risque de diabéte de 10 a 30%.
DT2 fait que I'on qualifie le DT2 de polygénique. Cette complexité rend difficile le calcul du risque et
le développement de stratégies préventives et thérapeutiques basé sur le profil génétique.
Cependant, les approches méthodologiques ne se limitent pas aux GWAS, et I'eére du séquencage
nouvelle génération devrait apporter des réponses a la part d’héritabilité manquante du DT2. En
effet, les GWAS ne testent qu’une hypothése principale : |la forte incidence du DT2 est due aux SNPs
fréquents. Des lors, on écarte comme possibles causes les variants rares, les zones du génome non
couvertes par des SNPs fréquents ainsi que les mécanismes épigénétiques. De plus, le chromosome
X, Y et 'ADN mitochondrial avaient été écartés des analyses et de nouvelles études commencent

seulement a en tenir compte.'*!

10) Causes génétiques des formes rares
a) Le diabéte néonatal

Le diabéte néonatal (NDM) est défini comme un diabéte seul ou accompagné d’autres
symptomes, diagnostiqué durant les 6 premiers mois de la vie. Cette forme de diabéte est trés rare
et touche environ 1/100 000 a 1/250 000 des naissances.'** Ce diabéte peut étre permanent (PNDM)
ou transitoire (TNDM) dans le cas ou il y a rémission, généralement dans les 18 premiers mois de vie.
Dans la plupart des cas de diabéte néonatal, les parents ne sont pas diabétiques et cela s’explique
par un événement génétique de novo, c'est-a-dire uniquement présent chez I'enfant. Cependant
dans certains cas, les parents ne sont pas atteints, mais porteurs du méme défaut génétique que
I’enfant. On connait a I’heure actuelle une vingtaine de génes qui peuvent étre la cause de diabete
néonatal. (Fig. 10)

Les causes les plus fréquentes de PNDM sont des mutations dans les genes qui codent pour
le canal potassique, ABCC8 et KCNJ11, et le géne de la préproinsuline, INS. (Fig.9) Le géne GCK qui
code pour la glucokinase et le gene PDX1 qui code pour un facteur de transcription sont les 2 seuls
autres genes connus qui causent uniquement un diabéte néonatal. Les autres cas identifiés de
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diabete néonatal sont des formes trés rares qui sont dites syndromiques, car elles ne touchent pas
gu’au pancréas et sont la cause de phénotypes complexes avec de nombreuses anomalies :
cardiaques, neurologiques, rénales, intestinales, développementales, etc. Les découvertes les plus
récentes soulignent la présence de mutations dans des génes codant pour des facteurs de
transcription. Par exemple, les génes EIF2AK3', GATA4, GATA6'”, PDX1™*, PTF1A'" et RFX6™*
sont mutés chez des patients atteints d’aplasie, d’hypoplasie ou encore d’agénésie du pancréas ce
qui souligne un réle essentiel de ces genes pour le bon développement et la différenciation du
pancréas.

W KCNJ11
W ABCCS
W INS
B GCK

W Autres

m Non identifiés

Fig. 9 : Répartition des génes du diabéte néonatal permanent'*’

Les mutations présentes dans les génes ABCC8 et KCNJ11 qui conduisent au diabéete néonatal
sont dites activatrices, car elles conduisent a une suractivité du canal potassique. Cependant, les
mutations sont parfois déléteres et conduisent a une perte de fonction du canal potassique.™® Cette
maladie s’appelle hyperinsulinisme congénital isolé (CHI) et I’hyperinsulinémie implique une
hypoglycémie constante qui parfois ne peut étre corrigée que par traitement chirurgical. D’autres
génes peuvent étre touchés dans cette maladie, par exemple si les génes GCK ou GLUD1 contiennent
des mutations gain de fonction.”"*** Citons également les génes HADH, HNF4A, SLC16A1 et UCP2 qui

conduisent au CHI.*>**%¢

157
(i i

Le TNDM représente 50 a 60% des cas de diabéte néonata hyperglycémie transitoire

s’accompagne généralement d’un retard de croissance ce qui souligne le role central de I'insuline
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dans le développement du jeune enfant et la nécessité d’un traitement a l'insuline.”™" Chez une

partie des patients, un stade de prédiabéte ou méme de diabete peut subsister jusqu’a I'age

157

adulte.™” La plupart des cas de TNDM sont dus a une anomalie du chromosome 6qg24. Il s’agit d’une

surexpression d’un alléle qui peut étre due a 3 mécanismes différents™® :
- Une isodisomie uniparentale de la région 6924 : les 2 alleles présents chez I'enfant
proviennent du pere
- Une duplication de la région 6q24 héritée du pere
- Hypométhylation de la région 6q24 : I'allele maternel n’est plus méthylé ce qui altére son
expression

Cette région d’environ 400kb contient 2 genes : HYMA1 qui code pour un ARNm non traduit et ZAC
qui régule PACAP1, codant pour un récepteur présent dans le pancréas qui jouerait un rdole dans la
sécrétion d’insuline.’®

Environ 5% des cas de TNDM sont dus a des mutations récessives dans le géne ZFP57,
causant une hypométhylation dans plusieurs loci.”*® Le phénotype induit est complexe et inclut en

25



plus du TNDM un retard de croissance intra-utérin, une macroglossie, des malformations cardiaques
et un retard de développement.® Le phénotype est trés variable, car certains individus seront
sévérement atteints et d’autres ne seront pas affectés.'®

Géne Protéine (UniProt) Modele Phénotype Caractéristiques cliniques Princeps
associées
ABCC8 ATP-binding cassette dominant  TNDM, PNDM  syndrome DEND ou iDEND, parfois 150
sub-family C member 8 RCIU
EIF2AK3 Eukaryotic translation récessif PNDM syndrome de Wolcott-Rallison 161
initiation factor 2-alpha
kinase 3
GATA4 Transcription factor récessif PNDM RCIU, malformations cardiaques, 144
GATA-4 retard de développement
GATA6 Transcription factor dominant  PNDM, TNDM  malformations cardiaques 145
GATA-6 congénitales
GCK Glucokinase récessif PNDM RCIU 162
GLIS3 Zinc finger protein récessif PNDM hypothyroidie, choléstase, 163
GLIS3 glaucome, polykystose rénale,
infections récurrentes, surdité
IER3IP1 Immediate early récessif PNDM Microcéphalie, encéphalopathie 164
response 3-interacting épileptique
protein 1
INS Insulin dominant  PNDM retard de croissance intra-utérin 165
(RCIU)
KCNJ11 ATP-sensitive inward dominant  PNDM, TNDM  syndrome DEND ou iDEND 166
rectifier potassium
channel 11
MNX1 Motor neuron and récessif PNDM RCIU sévere 167
pancreas homeobox
protein 1
NEUROD1 Neurogenic récessif PNDM diarrhée intraitable 168
differentiation factor 1
NEUROG3 Neurogenin-3 récessif PNDM RCIU, diarrhée 169
NKX2-2 Homeobox protein Nkx-  récessif PNDM RCIU, retard de développement 170
2.2 sévere
PAX6 Paired box protein Pax-  récessif PNDM anomalies des yeux et du cerveau 1
6
PCBD1 Pterin-4-alpha- récessif PNDM hyperphénylalaninémie 172
carbinolamine
dehydratase
PDX1 Pancreas/duodenum récessif PNDM insuffisance pancréatique exocrine 146
homeobox protein 1
PTF1A Pancreas transcription récessif PNDM hypoplasie du cervelet 147
factor 1 subunit alpha
RFX6 DNA-binding protein récessif PNDM atrésie intestinale, aplasie de la 148
RFX6 vésicule biliaire, diarrhée
intraitable
SLC19A2 Thiamine transporter 1 récessif PNDM ou DM  Syndrome TRMA, anémie 173
plus tardif mégaloblastique, surdité
neurosensorielle
SLC2A2 Solute carrier family 2, récessif TNDM, PNDM  syndrome de Fanconi-Bickel, 174
facilitated glucose dysfonctionnement rénal,
transporter member 2 hypergalactosémie
WFS1 Wolframin récessif DM autour de  syndrome de Wolfram, atrophie 175

5/6 ans

optique, surdité

Fig. 10 : Causes génétiques de NDM

DEND : developmental delay, epilepsy, and neonatal diabetes, iDEND : intermediate DEND, RCIU :

retard de croissance intra-utérin, TRMA : thiamine-responsive megaloblastic anemia
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b) Le diabete MODY

Le terme MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) est né en 1975 lorsque Tattersall

76 En effet, les

décrivit une forme modérée de diabéete avec transmission dominante dans 3 familles.
patients qu’il avait observés pouvaient se passer d’insuline et étaient relativement jeunes par
rapport a des patients atteints de DT2. En étudiant d’autres familles, le mode de transmission
apparaissait comme autosomique. On sait maintenant que ce type de diabéete se développe chez
I’enfant, I'adolescent ou le jeune adulte. Les études génétiques ont permis de mettre en évidence
différents sous-types de MODY qui ont chacun des caractéristiques métaboliques et cliniques
particuliéres. Ce type de diabete est rarement associé a I'obésité et les phénotypes au sein d’une

méme famille peuvent étre extrémement disparates.

ABCCS, BLK, CEL, INS,
KCNJ11

GCK
/

MODY-X

T~

20-30%

Transcriptionfactors :
HNF1A, HNF1B, HNF4A, PDX1, —
NEURODI1,KLF11, PAX4

Fig. 11 : Répartition des génes du MODY

En 1992, deux groupes, celui de Philippe Froguel et celui d’Andrew Hattersley, ont montré de

facon indépendante par une étude de liaison qu’un géne du chromosome 7 était probablement en

177,178

cause dans ce type de diabéte. La méme année, des mutations furent identifiées dans le gene

de la glucokinase qui a un rdle clé dans la régulation du glucose.'®

En 1996, ces deux mémes équipes
ont identifié un autre gene codant pour un facteur de transcription et étant responsable du
MODY3.”° La méme année, I'équipe de Graeme Bell identifia une mutation non-sens dans le géne

HNF4A, codant pour un autre facteur de transcription.'®

Ces deux facteurs de transcription jouent
un role dans la régulation des cellules du foie, mais ils sont également exprimés dans les ilots
pancréatiques et d’autres tissus. En 1997, deux autres facteurs de transcription, PDX1 et HNF1B
181182 Aujourd’hui, 13 sous-types de MODY sont

connus. (Fig. 12) Les causes les plus fréquentes sont des mutations dans les genes GCK et HNF1A et

permettent d’expliquer les formes de MODY 4 et 5.

de fagon moins répandues dans les génes HNF4A et HNF1B. Des mutations dans les 9 autres genes
sont tres rares et environ 30% des cas restent non élucidés. (Fig. 11)

Des études récentes ont montré que dans une famille japonaise, le géne est associé au géne
EEA1, mais les patients ne répondent pas strictement a la définition du MODY, car le diabete est
déclaré plus tardivement (~37 ans).”® Un poster publié a I'European Society of Human Genetics

(ESHG) en 2013 par une équipe italienne revendique le géne MAFA comme nouveau géne du MODY.

184

Cependant, ce géne est connu pour causer le diabéte chez la souris depuis 2005 et cette étude

n’est pas encore publiée. De plus, une étude a montré que des patients mutés dans ce méme gene

n’étaient pas atteints de diabéte.”® Une étude belge récente a montré une nouvelle forme de
186

diabete syndromique liée au gene TRMT10A.™" Il s’agit d’'une famille consanguine ou les 3 enfants
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sont homozygotes et atteints d’un diabéte qui s"accompagne d’une petite taille et une microcéphalie
avec une déficience intellectuelle. Les parents qui sont hétérozygotes ont développé tous les deux un
diabéte a 58 ans sans d’autres symptomes. Enfin, un poster présent a 'EASD 2014 relate une
nouvelle forme de DT2 familiale liée au géne APPL1, dont les mutations coségregent dans 2 familles
différentes et semblent fonctionnelles dans les lignées cellulaires testées.'® Ce géne avait déja été
séquencé dans d’autres études de MODY-X et s’était révélé négatif.'®®

Il existe une derniere forme qui est un peu différente du MODY dans le sens ou la
transmission ne peut-étre que maternelle, car elle est liée a des genes qui touchent la mitochondrie.
Cette forme de diabete se développe chez le jeune adulte et est systématiquement accompagnée de
surdité neurosensorielle. Il s’agit du syndrome de Ballinger-Wallace qui est di dans la majorité des
cas a une mutation ponctuelle dans le gene mitochondrial MT-TL1, qui code I'ARN mitochondrial de
transfert de la leucine, et dans de rares cas a des mutations ponctuelles des génes mitochondriaux
MT-TE et MT-TK qui codent respectivement I'ARN mitochondrial de transfert de I'acide glutamique et

de la lysine ou encore du géne MT-ND6."%%

Géne Protéine (UniProt) Phénotype Caractéristiques cliniques Princeps
associées
HNF4A Hepatocyte nuclear factor  MODY1 complications microvasculaires, 180
4-alpha réductions de la concentration

sérique des triglycérides, des
apolipoprotéines Clll et All, et la

Lp(a)
GCK Glucokinase MODY?2 Hyperglycémie modérée 162
HNF1A Hepatocyte nuclear factor  MODY3 complications microvasculaires, 179
1-alpha glycosurie rénale, augmentation de

la sensibilité aux sulfonylurées,
augmentation du rapport
proinsuline/insuline dans le sérum

PDX1 Pancreas/duodenum MODY4 181
homeobox protein 1

HNF1B Hepatocyte nuclear factor ~ MODY5 kystes rénaux et d'autres anomalies 182
1-beta du développement rénal,

insuffisance rénale, anomalies
génitales (chez la femme)

NEUROD1 Neurogenic differentiation MODY6 stéatorrhée et douleurs 168
factor 1 abdominales intermittentes
KLF11 Krueppel-like factor 11 MODY?7 193
CEL Bile salt-activated lipase MODYS8 douleurs abdominales et 194
insuffisance pancréatique exocrine
PAX4 Paired box protein Pax-4 MODY9 193
INS Insulin MODY10 165
BLK Tyrosine-protein kinase Blk MODY11 obésité 196

ABCC8 ATP-binding cassette sub-  MODY12 Bonne réponse aux sulfonylurées 150

family C member 8

KCNJ11 ATP-sensitive inward MODY13 Bonne réponse aux sulfonylurées
rectifier potassium channel
11

197

Fig. 12 : Sous-types de MODY
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c) Lien entre diabéte néonatal, MODY et DT2 commun

Bien que classifiés différemment, le diabéte néonatal, MODY et le DT2 ont des points en
communs. En effet, il est intéressant de voir que les genes ABCC8, GCK, KCNJ11 sont responsables
d’un large spectre clinique, car ils sont associés au DT2, mais ils sont également la cause de diabete
néonatal et MODY.' % || est également important de noter que la plupart des génes du NDM et du
MODY ne sont pas restreints a un seul groupe, mais plutot partagés entre les différentes étiologies.
(Fig. 13) Cette composante génétique commune ne permet pas d’expliquer toutes les formes de
diabete, mais indique que des bases biologiques similaires sont partagées entre les différentes
formes. Cette composante est peut-étre sous-estimée ou surestimée dans le sens ol on référence
souvent le géne le plus proche comme étant la cause pour les SNPs associés lors des GWAS.
Cependant, une partie des variants agit de facon lointaine en cis et se situent dans des séquences
activatrices appelées amplificateurs (ou enhancers) olu des facteurs de transcriptions se fixent. Ces
séquences forment des domaines de chromatine tridimensionnelle qui peuvent étre perturbés par
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des variants associés au diabéte de type 2. " Il est donc difficile de savoir quel gene est impacté par

un variant précis sans faire d’études fonctionnelles approfondies.

ZFAND3
NOTCHZ2 BCL11A TCF7L2

MINRIB  THADA  ApAMTS9  UBE2E2
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STEGALL \psaga’r o) 0 PPARY  MAEA
e R ZBED3 C2CD4A/B

FTO
ARAPT HMG20ACRB14 DUSP9 PSMD6
TP53INP1 ze1  CDKALL  HHEX/IDE . pgpp
DGKB/TMEMIQS SLC30A8 HMGAZ PROX1
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GCK KkcnJ11  \CLS3

FOXP3
INS EIF2AK3 g
MODY NEURODI1 NEUROG3 PTF1A

DM

PDX1 NKX2-2

MNX1

Fig. 13 : Classification des génes du diabete

Méme si une composante commune existe entre ces différentes étiologies de diabete, les
phénotypes observés sont différents et les mécanismes pour arriver a la maladie different peut-étre
aussi. On peut par exemple hypothétiser qu’une lente détérioration de la fonction métabolique
augmentant avec I'dge conduit a un stade prédiabétique ou une légere hypoglycémie produit une
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% Une étude

dérégulation de genes critiques pour conduire progressivement au déclin de la cellule .
a tenté de classifier les SNPs associés au DT2 en étudiant les indices de maturation de la proinsuline,
de la sécrétion d’insuline et de la sensibilité a I'insuline.” Il en ressort 5 groupes dont le dernier qui

n’est associé a aucun trait glycémique. De fagon surprenante, ce groupe contient des génes connus
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des formes monogéniques de diabéte dont HNF1A, HNF1B, WFS1, et KCNJ11. Ce manque
d’association avec les traits glycémiques peut étre di a une puissance statistique trop faible ou au
fait que les SNPs associés au DT2 ne jouent un réle que dans le cas ou le diabéte commence a se
développer.”®
résolues que par des études ultérieures.

Ces résultats soulevent d’'importantes questions mécanistiques qui ne pourront étre

d) Role biologique des génes identifiés dans les formes rares de DT2

Chez un individu sain, le glucose est transporté dans la cellule B par GLUT-2 (SLC2A2). (Fig.
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14) La glucokinase (GCK) phosphoryle ensuite le glucose en glucose-6-phosphate.”” Dans le foie,

cette enzyme affecte la capacité de stocker le glucose sous forme de glycogéne.”® Dans la cellule B,
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la glucokinase est limitante dans le métabolisme du glucose, car elle conditionne la glycolyse. a

glycolyse par le biais du cycle de Krebs permet notamment d’augmenter le ratio ATP/ADP au niveau

de la membrane mitochondriale.’®
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Cette énergie produite est détectée par les canaux potassiques et
provoque leur fermeture. La dépolarisation qui s’ensuit provoque |‘ouverture des canaux
calciques ; cet afflux de calcium déclenche I'exocytose de I'insuline.””” Les génes impliqués dans le
transport du glucose, la glycolyse, le métabolisme mitochondrial et la sécrétion de I'insuline sont
régulés par des facteurs de transcription qui conditionnent le bon développement des tissus

embryonnaires, mais aussi adultes.”®
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%li(‘k’
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Fig. 14 : Mécanismes de la sécrétion d’insuline dans la cellule B chez un individu sain®®

Chez un individu présentant une forme monogénique de diabéte, différents défauts
génétiques de la cellule B peuvent avoir un effet direct ou indirect sur la sécrétion d’insuline. (Fig. 15)
Une mutation délétére dans SLC2A2 conduit a une diminution de I'afflux de glucose dans la cellule
B.2'° Si GCK est déficient, le défaut de phosphorylation du glucose réduit la production d’ATP et

211,212

réduit le stockage du glycogene dans le foie. Des mutations activatrices du canal potassique

(ABCC8, KCNJ11) provoquent une hyperpolarisation de la membrane bloquant I'exocytose de
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I'insuline.?***** Des mutations dans le géne INS conduisent & une proinsuline anormale qui ne peut

pas étre maturée normalement dans le réticulum endoplasmique.’”® Cette accumulation provoque
une toxicité de la cellule B et in fine son apoptose. Des défauts dans HNF4A, EIF2AK3 et WFS1
augmentent aussi I'apoptose de la cellule B via d’autres mécanismes.”’**'® Des mutations dans les
génes codant pour les facteurs de transcription HNF1B, PDX1, PTF1A, RFX6, GLIS3, PAX6, NEUROD1
et NEUROG3 causent un développement anormal du pancréas ou des cellules endocrines.”**?*® Des
altérations de deux autres facteurs de transcription, HNF1A et HNF4A, diminuent la sensibilité au

glucose et son métabolisme.??"??*
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Fig. 15 : Localisation des défauts génétiques dans la cellule B et leurs effets sur la sécrétion
d’insuline®®
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B. L'obésité
1) Contexte

Le mot obésité est emprunté au latin obesitas qui signifie exces d'embonpoint. Si on
décompose le mot ob signifie « sur » et Esus est le participe passé d’edere qui signifie manger.
L'obésité est un concept ancien qui date de la Gréce antique. Le médecin Hippocrates a été le
premier a associer I'obésité comme étant une maladie en faisant I'observation que la mort subite est
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plus fréquente chez les obéses que chez les minces.”” Sushruta, un docteur indien du Vle siecle av.

J.-C., a fait le lien entre obésité, diabete et problemes cardiaques et il pensait I'exercice physique

20 | es conséquences sanitaires de I'obésité ont commencé a étre

aiderait a soigner ces 3 maladies.
mentionnées dans la littérature médicale du XVllle siécle. William Cullen décrit le syndrome de
Pickwick dont les difficultés respiratoires ne seront pleinement documentées qu’en 1956 par
C.S.Burwell.®! Au XIXe siécle, William Osler attribue I'obésité 3 une surconsommation, mais sans
mentionner les aspects négatifs de la maladie.”®? A cette époque, 10 a 20kg de plus que le poids idéal
était considéré comme une réserve de vitalité en cas de maladie. Il faut attendre 1920 pour qu’une
compagnie d’assurance, Metropolitan Life, fasse le lien entre I'obésité et les maladies associées.”* Le
corps médical reconnait peu a peu I'obésité comme un probléme de santé avec I'age d’or de la
psychologie comme la description de la boulimie et de I'anorexie. Dés les années 60, les études sur
I'obésité s’intensifient et la graisse est définie comme un organe a part entiere avec ses propres
hormones, ses récepteurs, sa génétique et sa biologie cellulaire plutét qu’un simple stockage passif

2% Certaines institutions peinent encore aujourd’hui & reconnaitre I'obésité comme une

d’énergie.
maladie et pas seulement comme une condition ou un trouble. En effet, il faut attendre juin 2013
pour que I'Association médicale américaine (AMA) reconnaisse I'obésité comme une maladie, les

enjeux financiers étant extrémement importants.”*

2) Définition

Dans la seconde moitié du 19e siécle, les balances ont permis d’avoir une mesure précise de

%% La disponibilité grandissante de cette donnée a été la base d’études statistiques

la masse du corps.
qui ont montré un effet différentiel du poids sur la mortalité. C’est Louis I. Dublin, statisticien et vice-
président d’une compagnie d’assurance, qui en est a I'origine.”®’ Sachant que le poids varie avec la

238 Cet indice, connu actuellement sous le nom d’IMC (ou

taille, I'indice de Quetelet fit son apparition.
BMI en anglais), est maintenant utilisé pour la classification de I'obésité. Cet indice tire son nom
d’Adolphe Quetelet, un astronome belge reconverti en statisticien, qui dans sa tentative de définir
I’'homme moyen utilisa les données de taille et de poids des armées frangaises et écossaises pour
montrer que la plupart des cas tombaient dans une fenétre de valeurs définies par le poids divisé par
la taille au carré.”® L’'OMS recommande Iutilisation des normes résumées dans la Fig. 16 pour les

adultes.

L'IMC évalue indirectement I'adiposité. L’absorption biphotonique a rayons X ou scanner
DEXA permet une mesure plus précise de I'adiposité, mais des restrictions éthiques et économiques
ne permettent pas un usage généralisé de cette méthode. L'IMC reste un indice biaisé par exemple
chez les sportifs et certaines ethnies asiatiques. De méme, il ne peut pas étre utilisé chez les enfants
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sans quoi pres d'un quart d’entre eux ne seraient pas diagnostiqués correctement™, et on utilise

32



pour ces derniers un z-score qui correspond a une mesure corrigée de I'lMC qui prend en compte
I’age et le sexe. Ainsi, un z-score supérieur a 1 correspond a un surpoids et supérieur a 2 a une
obésité infantile. Cependant, ces indices et d’autres restent controversés aussi bien chez les

222 1’OMS définit I'obésité comme une accumulation anormale ou

adultes® que chez les enfants
excessive de graisse qui peut nuire a la santé. Cependant, I'lMC n’est pas forcément le reflet de |'état
de santé du patient et de nouveaux indices tenant compte de l'age, le sexe, la génétique, les
caractéristiques cardiométaboliques, les maladies préexistantes et d'autres facteurs semblent
essentiels.*

Le tissu adipeux est composé de deux types de tissus : le tissu blanc (WAT) qui accumule des
lipides et le tissu brun (BAT) qui peut brdler des lipides pour produire de la chaleur. La quantification
de ces deux tissus est cruciale pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, mais
aussi pour la compréhension de la maladie. Le dosage de ces deux tissus n’est pas possible avec un
scanner DEXA, mais des recherches récentes ont mis en évidence l'utilisation d’autres techniques

d’imagerie telles que le CT-scan*** et un type d’IRM****°,

Classification IMC (kg/m?)
Insuffisance pondérale <18,50
Maigreur sévére <16,00
Maigreur modérée 16,00 - 16,99
Maigreur légere 17,00 - 18,49
Normopondéral 18,50 — 24,99
Surpoids >25,00
Préobése 25,00 - 29,99
Obese >30,00
Obésité classe | 30,00 - 34,99
Obésité classe Il 35,00 -39,99
Obésité classe lll >40,00

Fig. 16 : Classification internationale de I'obésité adulte

3) Epidémiologie

L'augmentation de la prévalence du surpoids et de I'obésité est un probléeme de santé
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mondial. En effet, 3,4 millions meurent chaque année a cause de leurs surpoids ou obésité.
analyse des études épidémiologiques de 183 pays a permis d’estimer a 2,1 milliards le nombre
d’adultes en surpoids et obéses dans le monde, soit une augmentation de 27,5% de la prévalence
entre 1980 et 2013.2* Les résultats de cette étude montrent un pic d’obésité entre 1992 et 2002 et
principalement chez des personnes agées entre 20 et 40 ans. L'IMC moyen mondial a augmenté de
0,4kg/m? par décennie pour les hommes et de 0,5kg/m? par décennie pour les femmes.”* La
prévalence de I'obésité a plus que doublé entre 1980 et 2013 et une étude des Centres pour le
controle et la prévention des maladies (CDC) a estimé que la proportion d’obéses pourrait atteindre
42% d’ici 2030, soit une augmentation de 33% de la prévalence.” La prévalence du surpoids et de
I'obésité est plus importante chez les hommes que chez les femmes dans les pays développés et
cette tendance s’inverse dans les pays en développement. Parmi les pays a haut revenu, les USA

suivis par I’Australie et le Royaume-Uni ont eu la plus forte augmentation de prévalence d’obésité.
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Les pays en développement ne sont pas épargnés puisque les taux d’Obésité dépassent 50% dans les
Tonga pour les hommes et les femmes, et chez les femmes uniquement au Koweit, en Libye, au
Qatar, dans les Kiribati, en Micronésie, et dans les Samoa. D’un point de vue plus global, les Etats-
Unis remportent la palme avec 32% d’hommes obeses et 34% de femmes ; en Europe de I'Ouest,
21% d’adultes sont obéses et seulement 5% des femmes et 8% des hommes en Asie du Sud. On
estime que les individus obeéses coltent 30% de plus au niveau des soins de santé qu’un individu de
poids normal.”* Ces frais de santé devraient doubler chaque décennie pour étre responsables de
plus de 16% des dépenses totales de santé aux USA en 2030, soit environ 860 milliards de dollars.?

L'étude Obépi de 2012 rapporte que 32,3% des Francgais adultes de 18 ans et plus sont en
surpoids et 15% présentent une obésité soit environ 7 millions d’obéses.?®® En 15 ans, I'IMC moyen a
augmenté de 1,1 kg/m?2. Parmi les régions UDAS, le Nord est la région a la plus forte prévalence
d’obésité en 2012, suivi du bassin Parisien et de I'Est. (Fig. 17) Les 5 autres régions ont des
prévalences de Il'obésité relativement semblables et toutes inférieures a la moyenne nationale.
Les régions subissant les plus fortes évolutions de I'obésité entre 1997 et 2012 sont la région
Parisienne, le bassin Parisien et I'Est. On observe donc des disparités interrégionales avec un
gradient nord-sud et est—ouest.
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2006 19,2%
2003 16.0% 1997/20012 "
2000:143% +61,5% = Prévalence
1997 : 13,5% en 2012
2009:13,2%
e 1218 sse7on
2000:89% +84,6%
1997 :7,8% '
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Yf 2009: 17,0%
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Fig. 17 : Prévalence de I'obésité par région et son évolution depuis 1997

Une étude s’appuyant sur les données de I'enquéte menée en 2002 par I'IRDES a estimé le
colit associé a I'obésité en France.” La consommation totale de soins et de biens médicaux d'un
individu obese a été estimée a 2 500 €, 2 fois plus élevée que celle d'un individu de poids normal. Le
co(t total annuel de I'obésité est estimé entre 2,1 et 3,3 milliards d'euros. Cela représenterait entre
1,5 et 2,4 % de la dépense courante de santé 2002 en France.
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4) Complications

L'obésité est un probléme de santé publique a cause de sa contribution au développement

d’un certain nombre de maladies chroniques qui conduisent a une augmentation de la morbidité et
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de la mortalité.”” Les maladies les plus communes pour lesquelles I'obésité est un facteur de risque

important sont le diabéte de type 2, I'hypertension, le syndrome métabolique, les maladies
cardiovasculaires et certains cancers.

Actuellement, on observe une augmentation de la prévalence du diabéte de type 2 qui est

analogue a I'augmentation de la prévalence de I'obésité.*®
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Cela se traduit par une forte corrélation
entre le poids moyen et la présence de DT2”’ et une relation inverse entre IMC et I'age de début de
diabéte™®. Concrétement, pour un IMC230 le risque de développer un DT2 est multiplié par 2, pour
un IMC235 par 5 et pour un IMC240 par 10.* Une étude internationale portant sur 168 000
> Cette étude

souligne l'importance de [I'adiposité viscérale qui a été démontrée comme précédant le

personnes a démontré une forte association entre le tour de taille et le risque de DT2.

développement du DT2 chez des Américains japonais.”*

L'obésité est également liée a I'hypertension artérielle : 78% des cas d’hypertension chez les
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hommes et 65% chez les femmes sont imputés a I'obésité.” On observe une relation linéaire entre

la tension artérielle et I'MC a la fois chez les sujets normotendus et hypertendus.”®* Pour chaque
augmentation de 10kg par rapport au poids normal, la pression systolique augmente de 3 mmHg et

la pression diastolique de 2 mmHg. L'étude de Framingham a montré que sur une période de 4 ans

262

un gain de poids de 5% augmentait le risque d’hypertension de 30%.°” La répartition de I'adiposité a

un impact sur la pression sanguine avec une plus forte association pour I'adiposité viscérale que

%3 De la méme facon que pour le DT2, 'adiposité viscérale permet de
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I'adiposité périphérique.
prédire I'hypertension chez des Américains japonais.

L'état dyslipidémique est fréquemment observé chez les patients avec une obésité viscérale.
Il comprend des niveaux élevés de triglycérides, un faible taux de lipoprotéines de haute densité
(HDL), des taux relativement normaux de lipoprotéines de basse densité (LDL) et de cholestérol
total, mais un plus grand nombre de particules de LDL qui sont plus petites et plus denses que la
normale. Dans un cadre clinique typique, I’hypertriglycéridémie et le faible taux de HDL seront les
deux principales anomalies détectables associées a I'obésité. Chaque composante de la dyslipidémie
pourrait contribuer au développement de I'athérosclérose. L’hypertriglycéridémie a été proposé
comme un facteur de risque indépendant d'athérosclérose, mais cette question reste débattue.?*>?%®
Les vestiges de lipoprotéines riches en triglycérides, qui sont élevés dans les états
hypertriglycéridémiques, sont trés athérogenes, probablement autant que les petites particules
denses de LDL.**’ La combinaison de taux élevés de triglycérides, de faibles taux de HDL et de petites
particules denses de LDL, a été nommée « triade lipidique athérogéne», et a été reconnue comme un

facteur important de risque cardiovasculaire.’®®

Le syndrome métabolique (MetS) représente un ensemble d'anomalies physiques et
métaboliques qui sont des facteurs de risque pour le développement de maladies cardiovasculaires.
Un consortium de 6 institutions différentes est finalement parvenu a une définition commune. (Fig.
18)**° La présence de 3 des 5 facteurs de risque constitue un diagnostic de syndrome métabolique.
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Mesure Seuil

Tour de taille Spécifique de chaque ethnie

Triglycérides >150 mg/dL (1.7 mmol/L)

HDL-Cholestérol <40 mg/dL (1.0 mmol/L) chez les hommes
<50 mg/dL (1.3 mmol/L) chez les femmes

Pression sanguine Systolique 2130 et/ou diastolique =85 mm Hg

Glycémie a jeun >100 mg/dL

Fig. 18 : Critéres pour le diagnostic clinique du syndrome métabolique

Il a été montré que plus le nombre de facteurs de risque augmente plus le risque de
mortalité est élevé.””° En clinique, le diagnostic du MetS permet d’identifier les individus ayant un
risque élevé de développer un DT2 ou une maladie cardiovasculaire. Cependant, cet indice reste

controversé dans la mesure ou des individus en surpoids ou obéses sans MetS restent a risque pour
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les maladies cardiovasculaires (CVD).”"" Il semble plutét que I'adiposité viscérale soit le vrai facteur

de risque des CVD et du DT2.”%?”® D’autres problémes vasculaires sont liés a I'obésité et on peut
citer 'accident vasculaire cérébral®”* et I'insuffisance cardiaque®”.
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L’obésité est également un facteur de risque pour plusieurs cancers.””” (Fig. 19) Les données

d’une large analyse prospective ont montré que chez les hommes et les femmes respectivement 14%
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et 20% des morts de cancer étaient attribuables au surpoids et a I'obésité.””” Chez I’homme, certains

types de cancers sont davantage associés a l‘obésité, le cancer colorectal, du pancréas et de la
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thyroide.””® Chez la femme, ce sont plut6t les cancers de 'endometre, de la vésicule biliaire et des

seins qui sont associés a I'obésité.”’®

Type de cancer Risque relatif avec  Risque relatif FER (en %) pour  FER (en %) pour
un IMC de 25-30 avecunIMC 230 la population US la population EU

Colorectal (H) 1,5 2 35,4 27,5

Colorectal (F) 1,2 1,5 20,8 14,2

Seins 1,3 1,5 22,6 16,7

Endomeétre 2 3,5 56,8 45,2

Reins 1,5 2,5 42,5 31,1

(Esophages 2 3 52,4 42,7

Pancréas 1,3 1,7 26,9 19,3

Foie NC 1,54 NC NC

Vésicule biliaire 1,5 2 35,5 27,1

Cardia 1,5 2 35,5 27,1

Fig. 19 : Cancers associés a I'obésité
(NC = non connu, FER = fraction étiologique du risque dans la population)

. . .. N ;e s ape s 2 .
D’autres complications sont associées a 'obésité : les calculs biliaires*”® et autres maladies de
;. epe s 2 281 - -1282
la vésicule biliaire®®, I'arthrose des genoux et de la hanche 8 e syndrome d'apnées du sommeil 8
288 | a NAFLD est une maladie

ou la structure du foie est perturbée par I'accumulation de graisse. La NAFLD peut évoluer de la

la dépression” et I’hépatopathie stéatosique non alcoolique (NAFLD)

stéatose a I'hépatite stéatosique non alcoolique (ou NASH) ou méme la cirrhose.




5) Physiopathologie

La gestion de la quantité d'énergie que nous ingérons implique plusieurs mécanismes et des
réseaux qui relient le cerveau a l'intestin, ce processus étant la clé de la régulation du poids corporel
au cours du temps, ainsi que la modification des comportements alimentaires a long terme. L'obésité
est caractérisée par une augmentation du tissu adipeux sous-cutané. Ses conséquences
métaboliques, telles que la résistance a l'insuline, sont principalement dues a une augmentation des
dépots de graisse sur des sites tels que I'épiploon, le foie et les muscles squelettiques.?

D'un point de vue pratique, il n'y a que deux fagcons de contréler le poids d’un individu :
I"apport alimentaire et la quantité d’activité physique. Du point de vue de la thermodynamique, les
changements de poids sont la résultante de la balance énergétique : le gain de poids se produit
lorsque I'apport énergétique est supérieur a la dépense énergétique, et la perte de poids se produit
lorsque la dépense d'énergie est supérieure a I'apport énergétique. L'énergie est dépensée par trois
voies principales : 1) le taux métabolique au repos (RMR), qui est I'énergie dépensée pour exercer
des fonctions corporelles au repos , incluant la réparation et la maintenance des cellules et des
tissus, le maintien de la fréquence cardiaque, une température constante du corps, et d'autres
processus physiologiques nécessaires au maintien d'un milieu environnemental et hormonal interne
constant , 2) I' effet thermique des aliments , ce qui correspond a |'excés de chaleur générée quand la
nourriture est consommeée , digérée et absorbée, et 3) I'activité physique , qui est variable et la seule
composante de la dépense énergétique qui est soumise a un contrdle volontaire.”®® La composante la
plus importante de la dépense d'énergie est le RMR, qui représente généralement 60-70% de la

87 | 'effet thermique des aliments représente environ

dépense énergétique quotidienne totale (TEE).
10 % de la TEE. La dépense énergétique liée a I'activité physique dépend de la quantité et de la
nature de l'activité physique. Chez une personne trés active, I'énergie dépensée par l'activité
physique peut atteindre 40 % de la TEE, mais elle peut étre a seulement 10 % de la TEE chez un

individu sédentaire.

On sait maintenant que I'un des composants clés qui contrdélent la balance énergétique est
I’hypothalamus. Cette découverte date de la fin du 19e siecle avec la description du syndrome de
Frohlich caractérisé par des tumeurs pituitaires associées a un hypogonadisme et une accumulation
sous-cutanée excessive de graisse.”***® Toutefois, on ne savait pas si ce syndrome était dii 3 la
glande pituitaire ou a cause de dommages sur I’hypothalamus. Plus tard, Hetherington et Ranson
démontrérent chez le rat que la destruction de I’hypothalamus médial sans dommage de la glande
pituitaire causait une obésité morbide et des déreglements neuroendocrines similaires a ceux du

2 . ~ s . . e . . .
h.”° Si le réle de I’hypothalamus était alors bien établi, on ne connaissait pas les

syndrome de Froéhlic
mécanismes moléculaires sous-jacents qui impliquaient un dialogue avec le tissu adipeux. Il faut
attendre 1950 pour découvrir des mutations récessives ob et db qui rendent les souris
hyperphagiques et obéses morbides.””* Les génes ob et db ont été clonés vers le milieu des années
90.2%%* ’hormone issue du géne ob a été appelée leptine, qui vient du grec leptos signifiant mince,
car son injection conduit la souris a un état cachectique (amaigrissement extréme).”*>**® De la méme

\ .« . . . .299-301 . by 7 . .
facon, le clonage du géne agouti issu des souris jaune agouti**>°" a conduit 3 la caractérisation du

\ . . 2
systéme de la mélanocortine centrale®**®,

L'obésité survient a la suite d'un déséquilibre entre I'apport et la dépense énergétique
régulés autour par un axe composé du cerveau, des intestins et du tissu adipeux. (Fig. 20) De
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nombreuses informations sont déja disponibles concernant les génes, les peptides, les
neurotransmetteurs et les récepteurs dans I'hypothalamus et les régions voisines qui régulent
|'appétit et le poids corporel. Le neuropeptide principal qui augmente I'appétit est le neuropeptide Y.
Les autres neuropeptides augmentant I'appétit sont I'orexine A et B, I'agouti related peptide (AgRP)
et I'hormone qui concentre la mélanine (MCH). Les neuropeptides qui diminuent I'appétit sont les
dérivées de la pro-opiomélanocortine (POMC) qui agissent sur le récepteur MC4, le peptide CART, la
corticolibérine (CRH), le prolactin releasing peptide (PrRP), la mélanocortine alpha (a-MSH), la
sérotonine (5HT) et le récepteur a la leptine (LEPR).

_~ Behavioral Outputs __
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Fig. 20 : Régulation de la balance énergétique®®

Il'y a 4 hypothéses principales concernant les mécanismes afférents impliqués dans la
régulation de l'appétit. Selon I'hypothese lipostatique, le tissu adipeux produit un signal hormonal
qui est proportionnel a la quantité de graisse et qui agit sur I'hypothalamus pour diminuer la prise

alimentaire et augmenter la dépense énergétique.>®

Cette hypothése est appuyée par le fait que le
tissu adipeux blanc libere la leptine et la résistine qui diminuent I'appétit. La condition inflammatoire
de l'organisme due a l'obésité serait aussi liée a cette hypothese. Par exemple, la libération
d'adiponectine et d’adipocytokines tels que le facteur de nécrose tumorale et l'interleukine-6
augmentent aussi I'appétit. Le tissu adipeux brun libére également PPAR-y et la thermogénine (UCP-

1) qui sont responsables d’un taux métabolique élevé et donc de la réduction du poids.

L'hypothéese du peptide gastro-intestinal met en jeu certaines hormones du systeme digestif
comme la bombésine (GRP) sécrétée par I'estomac. On peut également citer le glucagon et la
somatostatine sécrétés par le pancréas qui diminuent I'appétit et contrélent le poids, les peptides
CCK et PYY sécrétés par l'intestin et le colon qui sont aussi responsables de la régulation de I'appétit
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et du poids, et la ghréline sécrétée par I’estomac qui exerce un effet orexigéne par la voie NPY/AGRP
dans le noyau arqué.

L'hypothéese glucostatique stipule qu’une diminution du taux de glucose sanguin augmente
I'appétit®®
augmentation de I'adiposité. L’hypothése sous cette forme a été abandonnée. La notion de détection

, des jelGnes fréquents conduisant a la réduction du métabolisme de base et une

du glucose dans le cerveau a été mise en lumiere avec la découverte des neurones senseurs de
glucose dans I'hypothalamus, y compris les neurones exprimant NPY et POMC dans le noyau arqué,
qui sont également sensibles a la leptine, a l'insuline et a d'autres neuropeptides.’*’?% || a été émis
I'hypothese que le glucose, l'insuline et la leptine agissent dans ces neurones par l'intermédiaire de la
glucokinase et de la PI3-kinase afin de stimuler le métabolisme du glucose intracellulaire, qui fournit

de I'ATP et a son tour réduit I'activité de 'AMPK et la prise alimentaire.?*®3%

L'hypothése thermostatique postule que la chute de la température corporelle en dessous
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d’un certain point stimule I'appétit et au-dessus de ce méme point I'inhibe.”™ Cette hypothése en

|’état est abandonnée.

6) Traitements
a) L'approche comportementale

Que ce soit pour la perte de poids ou pour prévenir le gain de poids ou son regain, la thérapie
comportementale est une approche primaire d'intervention de l'obésité. En effet, le National Heart,
Lung, and Blood Institute (NHLBI) recommande comme premier traitement de I'obésité un
programme composé de régime alimentaire, d’exercice et de thérapie comportementale.*"

Le traitement comportemental est un ensemble de plusieurs composantes destiné a faciliter
les changements d’alimentation et d'activité physique. Ces procédures ont été décrites dans les
manuels de traitement détaillés, tels que le programme pour la gestion du poids LEARN*"” et le

programme de prévention du diabéte DPP?“.

Les composantes de ce traitement sont
I'autosurveillance (apport alimentaire, activité physique et suivi du poids), le controle du stimulus via
le conditionnement classique et opérant (par exemple en dissociant I'action de manger et regarder la
télé), la résolution de problémes (comprendre les chaines d’évenements qui conduisent a trop
manger ou a peu d’activité physique), la restructuration cognitive (éviter les baisses de moral dues a
un seul exces alimentaire), et la prévention des rechutes (anticiper les périodes a risque telles que les

vacances ou au contraire les périodes de stress au travail).

De fagcon générale, les patients ayant recu la thérapie comportementale ont perdu en
moyenne environ 10% de leur poids initial (I'équivalent de 10 kg) avec en moyenne 30 semaines de
traitement. (Fig. 21) Dans les années 90, la durée de traitement augmente sensiblement, ce qui a été
associé a une augmentation correspondante de la perte de poids. Les participants ont généralement
perdu 0,4-0,5 kg par semaine®* et ont atteint leur perte de poids maximal & six mois>. Le taux
d’arréts prématurés du traitement était d'environ 20 %. De nombreuses études ont effectué des
évaluations de suivi des adultes qui ont participé a des programmes de traitement de
comportement. En moyenne, 30-35% de la perte de poids ont été retrouvés dans I'année suivant le
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traitement.”™ Entre 4 et 5 ans aprés le traitement, les patients ont maintenu une perte de poids
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moyenne d'environ 1-3 kg, et de nombreux patients ont repris la totalité du poids qu'ils ont
perdu.317’318

Caractéristiques 1974 1985-87 1991-95 1996-2002
Nb d’études 15 13 5 9
Taille moyenne de I’échantillon 53,1 71,6 30,2 28
Poids initial (en kg) 73,4 87,2 94,9 92,2
Durée du traitement (en semaines) 8,4 15,6 22,2 31,4
Perte de poids (en kg) 3,8 8,4 8,5 10,7
Perte par semaine (en kg) 0,5 0,5 0,4 0,4
Abandons (en %) 11,4 13,8 18,5 21,2
Durée du suivi (en semaines) 15,1 48,3 47,7 41,8
Perte de poids a la fin du suivi 4 5,3 5,9 7,2

Fig. 21 : Résumé de I'efficacité du traitement comportemental sur I'obésité>**

Ces résultats sont décevants pour la plupart des patients. Cependant, de nouvelles
interventions ont facilité une plus grande réussite a long terme, tel que celles intégrant un modele de
soins continus apres la perte de poids initiale. Les données publiées de I'étude Look AHEAD
constatent que, aprés quatre ans de traitement continu, les participants ont maintenu une perte de
poids de 4,7% du poids initial.**® Le programme DPP a également démontré que des pertes de poids
relativement modestes produisent des bénéfices significatifs pour la santé.” Dans cette étude,
méme dans un contexte de reprise de poids, les participants qui ont regu le traitement
comportemental ont réduit leur risque de développer le diabéte de type 2 de 58% par rapport aux
participants sous placebo.

Dans ce type d’approche, la question du type de régime se pose. Une méta-analyse de cing
études avec 6 et 12 mois de suivi n'a révélé aucune différence dans la perte de poids entre les
régimes a faible teneur en glucides et ceux faibles en graisses.>*® Le taux de cholestérol et de LDL
s’est amélioré sur les régimes faibles en graisses, alors que les valeurs de HDL et de triglycérides
étaient meilleures pour les régimes faibles en glucides. Une étude de deux ans comparant le
maintien a long terme d’un régime a faible teneur en graisses, méditerranéen, et ceux a faible teneur
en glucides a trouvé un meilleur maintien sur le régime faible en glucides pour les six premiers mois,
mais pas a deux ans.>”* Le maintien du régime faible en glucides a été considérablement réduit et le
taux d'abandons était le plus élevé des trois régimes, tandis que ceux qui suivaient un régime
méditerranéen ont démontré un fort maintien et des taux d'abandon faibles. Les régimes qui sont
plus restrictifs dans la diversité pourraient réduire le nombre de calories consommées tout
simplement parce que les choix disponibles sont limités, mais sont moins susceptibles d'étre suivis
sur le long terme.

b) La chirurgie bariatrique

Une modification du mode de vie sous la forme d'un régime hypocalorique peut étre tres
efficace pour la perte de poids, mais 80-90% de la population ne parvient pas a maintenir la perte de
poids 3 long terme en raison de processus de compensation.’** La chirurgie bariatrique reste le
traitement le plus efficace pour la perte de poids et son maintien a long terme chez les obéses
morbides.

40



Les premieres interventions de chirurgie bariatrique ont été développées dans les années
1950. A I'époque, les chirurgiens ont tenté de favoriser la perte de poids grace a I'élaboration de
procédures que restreint I'apport alimentaire ou conduisent a la malabsorption de calories. Le bypass
gastrique Roux-en-Y (RYGB), la gastroplastie par anneau gastrique modulable (AGB) et la dérivation
bilio-pancréatique (avec ou sans switch duodénal) sont les trois techniques qui ont résisté a |'épreuve
du temps, et ce sont certainement les deux premiéres qui continuent d’étre le plus utilisées a travers
le monde. L'augmentation de I'utilisation de la chirurgie bariatrique est sans précédent : entre 2000
et 2010, le nombre d’opérations a été multiplié par 10 en Angleterre.?*

Aujourd’hui, il existe deux types principaux d’interventions, restrictives et combinées. (Fig.
22) Les premieres visent a réduire la capacité gastrique, c’est-a-dire le volume utile de I’estomac (par
ex. la gastrectomie longitudinale ou VSG) ou a réduire la vitesse de vidange de l'estomac afin
d'obtenir un sentiment de satiété plus rapidement (par ex. anneau gastrique ou AGB). Les secondes
associent a cette restriction gastrique la création d’un systeme de dérivation dans le tube digestif
afin de diminuer I'absorption des éléments nutritifs par I'intestin, notamment par la technique du
bypass gastrique (RYGB). Le bypass gastrique agit en réduisant la faim, en augmentant la satiété, en
changeant les préférences alimentaires et en augmentant la dépense énergétique. L’AGB fonctionne
probablement par la réduction de la faim qui pourrait étre médiée par la signalisation vagale. Si la
VSG réduit le volume de I'estomac, son action principale sur la perte de poids serait plutét due a une
augmentation des acides biliaires et des changements de la flore intestinale.?**
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Fig. 22 : Principaux types de chirurgie bariatrique.>” a | bypass gastrique, b | gastroplastie par
anneau gastrique modulable et ¢ | gastrectomie longitudinale

La RYGB, I'AGB et la VSG sont les procédures les plus couramment effectuées et entrainent
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une perte de poids de 20-35% et son maintien. Les améliorations cliniques dans les

comorbidités associées a |'obésité, notamment les maladies métaboliques, cardiovasculaires,

respiratoires, musculo-squelettiques et rénales, le cancer, mais aussi la réduction de la mortalité
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globale et cardiovasculaire associée, peuvent étre considérables. De plus, deux études parues

dans le New England Journal of Medicine (NEJM) ont montré que la chirurgie bariatrique permettait

un meilleur contréle de la glycémie avec plus de 75% de rémission a 1 an et plus de 90% a 3 ans chez

85,86,334

les patients DT2 par rapport aux traitements classiques , et une autre étude a montré que le
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risque de développer un DT2 diminuait de 80%” . Cependant, les individus opérés présentent une

augmentation des symptédmes dépressifs**, des risques de maux de téte sévéres®’, et une mortalité

par accident ou par suicide accrue de 58%>%%. Une partie non négligeable des patients obéses a été

339,340

victime de violence durant leur enfance , et il est possible que ce traumatisme réapparaisse

apreés la chirurgie.

c) Pharmacothérapie

Compte tenu de l'échec de I'approche comportementale et les limites de la chirurgie
bariatrique, I'utilisation de médicaments anti-obésité comme traitement d'appoint dans le
traitement de I'obésité reste essentielle. L'objectif est de développer un schéma thérapeutique sar et
efficace, en combinaison avec une meilleure alimentation et de l'exercice, pour atteindre une
réduction significative et durable du poids corporel et de profiter des avantages qui en découlent. Un
médicament pour la perte de poids doit étre compatible avec le profil d'un patient obése pour étre
vraiment significatif en termes d'efficacité, de sécurité et de durabilité. En effet, la population obése
est trés hétérogeéne, avec des variations de degré et de durée de la surcharge pondérale, d'age et des
comorbidités associées.

L'histoire des médicaments favorisant la perte de poids révele que les approches
pharmaceutiques ont longtemps été utilisées, mais sont également en proie a de sérieux problémes
de sécurité. Dans les années 1890, des extraits de thyroide de mouton ont été utilisés pour
augmenter le métabolisme et induire une perte de poids chez les patients euthyroidiens, mais ce
traitement était aussi responsable d’arythmies et d’arréts cardiaques.? Dans les années 1930, le
2,4-dinitrophénol était un médicament pour la perte de poids tres efficace et populaire jusqu'a la
découverte d’effets secondaires tels qu’une agranulocytose, des cataractes, une dermatite et une

2 Durant les années 1940-60, 'usage généralisé de cocktails incluant des

hyperthermie fatale.
amphétamines révéla leurs propriétés addictives ainsi qu’une toxicité myocardique et une mort
subite chez de nombreux patients.*** Des analogues d’amphétamines font ensuite leurs apparitions
dont le trés populaire Fen-Phen en 1992 qui combine la fenfluramine avec la phentermine. Ce
médicament causait une hypertension pulmonaire et une valvulopathie, menant a son retrait et a ses
dérivés en 1997, ainsi que des milliers de poursuites et des milliards de dollars de dommages et
intéréts.>** En 2008, 'agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) et
I'agence européenne des médicaments (EMA) ont rejeté le rimonabant, un antagoniste des
récepteurs CB1 des cannabinoides, en raison de risques psychiatriques, dont la dépression et le

suicide.

Actuellement, les options pharmacothérapeutiques sont trés limitées. Seulement trois
médicaments sont approuvés par la FDA comme traitement d'appoint pour la gestion de poids
chronique: I'orlistat (Alli, GlaxoSmithKline, Xenical, Roche) approuvé en 1999, la lorcasérine (Belviqg,
Arena Pharmaceuticals) approuvée en 2012, et le combiné phentermine / topiramate en formulation
a libération prolongée (Qsymia, Vivus) également approuvé en 2012. Aujourd’hui, un seul
médicament, l'orlistat, a été approuvé par la FDA et I'Agence européenne des médicaments (EMA)
pour la gestion du poids. L'orlistat inhibe les lipases gastro-intestinales, réduisant I'absorption des
graisses. Par conséquent, |'effet indésirable le plus fréquent est la stéatorrhée. Malgré son statut
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approuvé, l'orlistat a eu un certain nombre d’effets indésirables, incluant I'hépatotoxicité, la
néphrotoxicité, la pancréatite, et des calculs rénaux.>*

Concernant les 2 autres médicaments, la lorcasérine et le combiné phentermine/topiramate,
ils ont été rejetés par la FDA en 2010 a cause de probleme d’efficacité et de sécurité pour étre
finalement acceptés en 2012 sous couvert d’études supplémentaires démontrant I'absence
d’incidents cardiovasculaires. Pour sa part, I'EMA a rejeté la lorcasérine, car les bénéfices du
médicament n'étaient pas supérieurs aux risques, notamment avec un risque potentiel pour les
tumeurs,** et le combiné phentermine/topiramate en raison de préoccupations quant aux effets
potentiels sur le systeme cardiovasculaire et nerveux central associés a son utilisation a long terme,
son potentiel tératogéne, et son utilisation sur des patients pour lesquels il n'est pas indiqué.>*’

La nécessité de nouvelles approches pour traiter et prévenir I'obésité et de ses séquelles
associées a conduit a plusieurs axes de développement ciblant :

- Llasignalisation neuropeptidique centrale : agonistes de MCH-R, MC4R, Y4R ou Y5R

- La neurotransmission des monoamines : inhibiteurs de la recapture de la noradrénaline et de
la dopamine

- Lasignalisation peptidique intestinale : agonistes de CCK-A ou GLP-1R

- La signalisation pancréatique: amyline ou analogue du PP, inhibiteur de la lipase
pancréatique

- Lasignalisation du tissu adipeux : agoniste du récepteur de la leptine

Une autre piste sérieuse implique le microbiote intestinal. En effet, les microorganismes de
I'intestin sont liés au métabolisme, et il a été suggéré que la flore pourrait avoir un role dans
I'obésité. Une étude récente a alimenté le débat sur le role des bactéries intestinales dans I'obésité
en montrant que le microbiote de personnes minces ou obéses peut transmettre les phénotypes de
minceur ou d’obésité lorsqu'ils sont transplantés dans des souris.>*® De plus, ces auteurs ont montré
que des souris qui ont un microbiote «maigre» ne développent pas de phénotype métabolique
associé a l'obésité lorsqu’on leur transplante un microbiote «obésité» issu d’autre souris. Ces
résultats intrigants indiquent qu'il pourrait étre possible d'inverser I'obésité en modulant la
composition du microbiote.

Quand on parle de microbiote, on pense souvent au microbiote intestinal. Pourtant,
I’estomac a peut-étre aussi un réle dans I'obésité. En effet, pres de 50% de la population est infecté
par Helicobacter pylori qui entraine des ulcéres a I'estomac chez 20% des sujets. Les patients traités

pour cette bactérie ont tendance a grossir.>* En effet, les taux d’obésité et de surpoids sont
inversement corrélés avec la prévalence de I'infection & H. pylori.**° Sachant que le taux d’infection a
diminué lors des derniéres décennies, il est possible que la bactérie ait un réle a jouer dans la

pandémie d’obésité. Toutefois, cet effet pourrait étre indirect en agissant sur la satiété®>>>

|353

ou
encore sur le microbiote intestina

D’autres pistes impliquent certains fruits. Une étude comparant différents types de baies a
montré que le cassis, la myrtille et plus particulierement les airelles prévenaient partiellement ou
complétement la prise de poids chez la souris nourrie & un régime riche en graisses.> Les airelles
amélioraient méme la glycémie et le taux de cholestérol. Le jus de pamplemousse diminuerait
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également la prise de poids et la résistance a I'insuline chez des souris soumises a un régime riche en
. 355
graisses.

7) Facteurs de risque

La mondialisation a eu des conséquences telles que les transitions nutritionnelles, mais aussi
des changements de modes de vie et du cadre de vie qui sont le moteur de I'épidémie mondiale
d’obésité. La libéralisation du commerce et les politiques concernant I’agriculture ont influencé la
disponibilité de certains aliments. Par exemple, si les aides gouvernementales favorisent I'agriculture
du mais et du soja, les aliments transformés ainsi que le prix du bétail baisseront, car ils en
dépendent. A I'inverse, la production de fruits et [égumes qui ne regoit aucune subvention aura un
prix élevé. Ce prix élevé des fruits et légumes est justement corrélé avec un IMC plus élevé chez les
enfants.>® Kenneth Rogoff, un économiste américain, suggére que I'épidémie d’obésité est la
conséquence inévitable d’'un systéeme alimentaire capitaliste non réglementé, dans lequel les
entreprises se concurrencent les unes avec les autres pour inciter les consommateurs a manger plus
de leurs produits. Lobstein a calculé que pour réduire I'lMC au Royaume-Uni de 8%, soit le niveau
observé en 1980, cela colterait a I'industrie alimentaire 8,7 milliards de livres sterling par année.*’
L'industrie alimentaire doit donc protéger ses profits et développe des stratégies pour ce faire. Les
grosses compagnies alimentaires commercialisent des produits faibles en calories, mais continuent
de commercialiser des produits hauts en calories pour multiplier les profits, une hypocrisie qui
contribue probablement a I'épidémie d’obésité.**®

La prévalence de l'obésité correle positivement avec les stades initiaux de la croissance
économique qui impliquent des changements nutritionnels et de mode de vie. Une analyse mettant
en relation les risques nutritionnels avec le développement économique dans 100 pays a montré que
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I'IMC augmente rapidement avec le revenu nationa Cette association est plus faible dans les pays

a revenus moyens supérieurs et hauts, a cause d’un meilleur accés aux soins de santé et a
I’éducation, mais aussi par des changements de comportement.®*® Dans les pays a revenus moyens et
faibles, I'IlMC est positivement corrélé avec le statut socioéconomique, a I'opposé des pays a hauts
revenus ol I'IMC est inversement associé au statut socioéconomique. Une étude a permis de
montrer que ce changement arrivait chez les femmes si le PNB par habitant était supérieur a

25008.%%°

La proportion de la population mondiale vivant en milieu urbain est passée de 13% au début
du 20e siécle a 29% dans les années 1950 pour dépasser maintenant les 50%. On estime que cette
proportion devrait augmenter a plus de 70% en 2050, avec une augmentation plus importante dans
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les pays a revenus moyens et faibles.”™ En Chine par exemple, on estime a plus d’un milliard le

nombre de personnes vivant en zone urbaine en 2050. Une étude indienne a montré que la

32 | es conséquences de la vie urbaine sur

migration vers les zones urbaines était associée a I'obésité.
le développement de I'obésité sont nombreuses et se produisent principalement en raison de
changements de style de vie et des choix alimentaires possibles ainsi que des modifications liées au
progres technologique et a la mécanisation. Collectivement, ces changements ont un effet direct sur
I"augmentation de I'apport calorique et la diminution de la dépense énergétique qui contribuent au

déséquilibre de la balance énergétique.
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Les zones densément peuplées avec peu d'espace récréatif extérieur limitent les possibilités
pour la marche et d’activité physique concernant les loisirs. De modestes avantages de l'activité
physique sur le poids ont été démontrés, avec des effets plus notables lorsque I'activité physique est
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combinée avec une intervention diététique.™ Le niveau d’activité physique lié au travail, au

transport et aux taches ménageéres a diminué de facon importante et des comportements

4

sédentaires tels que la télévision®® et l'utilisation d’ordinateurs se sont généralisés diminuant

%5 En analysant les données NHANES des 20 dernieres années, une étude a

I'activité physique totale.
montré que le nombre d’Américaines qui déclaraient ne pas faire d’activité physique a augmenté de
19,1% a 51,7% et le nombre d’Américains de 11,4% a 43,5%.3% L'origine ethnique est un facteur
important puisque les noirs américains et les Américains d’origine mexicaine sont ceux qui font le
moins d’activité physique. Cette diminution de I'activité physique diminuerait le nombre de calories
brlées, mais aussi la capacité de I'organisme a oxyder les graisses. Une étude a montré une
augmentation jusqu’a 20% de I'oxydation des graisses chez des personnes auparavant non sportives

et soumises 3 un programme de remise en forme de 12 semaines.*®’

L'urbanisation contribue aussi au développement de I'obésité par la diminution du temps de
sommeil. En zone urbaine plus qu’en zone rurale, la durée de sommeil est plus courte a cause de la
pollution sonore, I'éclairage public, I'accés a la télévision et a internet, le travail posté et les activités
sociales nocturnes. La durée du sommeil a été associée a I'obésité dans tous les groupes d’age
différents, mais elle est plus forte chez les enfants et les adolescents.>® Le lien direct n’est pas établi,
mais on pense qu’une durée trop courte de sommeil a une influence sur le métabolisme des glucides,
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la fonction endocrine, la sécrétion de ghréline et de leptine. Une autre hypothése est la durée

d’exposition a la lumiere matinale. En effet, une étude récente rapporte que plus I'exposition

371 Cette association est indépendante de

journaliere a la lumiere a lieu t6t, plus I'IMC est bas.
|'activité physique, de I'apport calorique, de la durée du sommeil, de I'dge ou de la saison. La lumiere
permet de synchroniser I'horloge interne et joue un réle dans la régulation du métabolisme, de la
faim et de la satiété. Le mode de vie moderne impose souvent a l'intérieur ou l'intensité de la
lumiere n’est pas assez élevée (environ 200 a 300 lux) en comparaison avec |'extérieur ou la
luminosité est d’au moins 1000 lux méme par temps couvert. Cette exposition a la lumiére
expliquerait jusqu’a 20% de la variance de I'IMC. Enfin, la derniere hypothése concerne la
température des habitats qui a augmenté de 19°C a 22°C en 3 décennies.’”” En effet, une étude
récente publiée dans Diabetes démontre que la quantité de graisse brune augmente ou diminue

selon la température environnante.*”?

Durant les dernieres décennies, le choix des aliments disponibles a drastiquement changé.
Par exemple, le nombre de fast foods a explosé tel que le nombre global de McDonald’s qui est
passé de 951 en 1987 & 7135 en 2002.>’* Une étude menée dans 26 pays riches a montré que les
pays ayant une plus grande densité de fast foods par habitant avaient des taux d'obésité beaucoup
plus élevés par rapport aux pays ayant une faible densité de fast foods par habitant.’”®> De plus, il y a
une association positive entre la proximité aux fast foods et I'obésité chez les jeunes enfants.’’® A
I'inverse, la proximité aux commerces vendant des aliments sains diminue de 38% le risque d’étre
obése ou en surpoids chez les jeunes enfants.>”’ En fait, la consommation de fast foods serait un
sous-produit d'un probléme beaucoup plus important: de mauvaises habitudes alimentaires dues a
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I’éducation des parents.” En effet, les enfants issus de parents divorcés ont 54% de risque d’étre en

surpoids ou obéses ce qui pourrait étre di a une diminution du temps pour les taches ménagéres
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telles que la cuisine ou encore une diminution des revenus.””” Cependant, les fast foods sont souvent
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pointés du doigt, mais ils n’expliquent qu’une petite part de I'obésité. Une étude de la répartition
spatiale de la propagation de I'obésité suggere que I'obésité serait liée au comportement collectif
plus gqu’aux choix individuels. En effet, ils ont observé une corrélation entre la géographie de
I'épidémie et la commercialisation des aliments et des modes de distribution.**

L'autre changement alimentaire important et récent a été I'augmentation du nombre de
grands supermarchés qui a supplanté rapidement les marchés des produits alimentaires frais et

381 |’effet des supermarchés sur I'obésité pourrait étre important, car ils sont

magasins a la ferme.
une source d’aliments hautement transformés, de grignotines (snack), bonbons et boissons sucrées
ou tout simplement parce que les portions sont trop grandes avec par exemple 53% d’augmentation
de la taille des plats tout préparés.®®? D’ailleurs, la capacité a gérer ou a estimer le nombre de
calories que nous mangeons devient de moins en moins précise au fur et a mesure que la taille du
repas augmente.*® Chez les adultes, plus la taille de la portion alimentaire est grande plus la quantité
3 Chez les enfants qui ont pourtant une capacité innée a

autoréguler leur apport alimentaire, cette limite peut aussi étre outrepassée par la présentation de

de nourriture absorbée est grande.

grandes portions alimentaires qui les encouragent a manger méme sans avoir faim.>®*® Ce
surdimensionnement alimentaire est une stratégie marketing qui offre une valeur ajoutée pour une
augmentation minime du prix qui donne au consommateur I'impression d’avoir fait une affaire.
D’autres éléments marketing influencent la quantité d’aliments que nous consommons : la saillance
du produit par son packaging, la structure par les différentes couleurs du produit, I'empilement des
produits, la forme et la taille des contenants, et la publicité télévisée®.

En outre, les produits alimentaires sont soigneusement formulés par les fabricants pour
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maximiser leur attirance aux consommateurs.”™’ L'OMS a identifié la palatabilité comme I'une des

influences les plus importantes sur le comportement alimentaire, qui agit en augmentant la vitesse a

38 | 3 contribution

laquelle on mange, ainsi que la sensation de faim pendant et entre les repas.
majeure a la palatabilité des aliments est la graisse, qui offre une agréable sensation en bouche et est
un excellent véhicule des arémes, c'est pourquoi elle est utilisée dans les sauces et la creme glacée.
Cependant, la graisse contient deux fois plus de calories par gramme que les glucides ou les
protéines, et contribue de fagon majeure a la densité énergétique des aliments. C'est peut étre un
facteur favorisant une balance énergétique positive, car si un aliment a haute densité énergétique
est consommé rapidement, un grand nombre de calories peut étre consommée avant que la satiété
ait une chance de se développer.®®**% La graisse et le sucre sont une combinaison particulierement
savoureuse, que I'on trouve dans les cupcakes, les cookies, etc. Cette combinaison est trés attrayante
pour les humains, et peut-étre plus attrayante encore pour les femmes obéses que de leurs
homologues minces.>®® La graisse et le sel est aussi une combinaison trés agréable au go(t qui
interagit avec les récepteurs du go(t sur la langue et stimule les sighaux neuronaux dans le cerveau
qui encouragent la consommation. Ce concept est bien résumé dans le slogan pour les chips Lay's:

I/I

«Je parie que vous ne pouvez pas en manger juste une!" (“Bet you can’t eat just one!”). Le role

possible des sodas et autres boissons sucrées dans le développement de I'obésité est une question

d’actualité. Une méta-analyse de 88 études a trouvé une association de la consommation de sodas

391
l.

avec I'augmentation de I'apport énergétique et I'augmentation du poids corpore La question de

taxer ou non ces boissons reste en débat dans la mesure ol une partie des obeses consomme déja
des sodas avec de I'aspartame et qu’il est possible de compenser par d’autres aliments riches en

calories.>9%3%

46



La politique, la religion, I'industrie et la médecine influencent les croyances populaires et les
choix personnels tels que nourrir son enfant au sein ou au biberon. L'impact sur le taux d’allaitement
est réel avec le taux le plus bas de I'histoire observé a la fin des années 60 et au début des années 70,
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soit deux décennies avant I'épidémie d’obésité.”™ On pense que la production de lait maternel

devrait aider a la perte de poids post-partum acquis pendant la grossesse. L'allaitement maternel

exclusif est estimé a 626 kcal par jour.>®

Par conséquent, I'allaitement devrait étre davantage
encouragé chez les femmes en surpoids et obéses. Cependant, les femmes obéses sont moins
susceptibles d'engager avec succeés l'allaitement maternel et la durée de l'allaitement est

396,397

relativement courte si tel est le cas. Un IMC plus élevé chez la mere est associé a un retard de

3% Des travaux

lactogenése de stade I, le moment ou la production de lait devient abondante.
ultérieurs ont montré que 48 heures apres l'accouchement, les femmes ayant un IMC>26 sécrétaient
moins de prolactine (une hormone essentielle a la lactation) que celles de plus faible IMC. Plusieurs
études suggerent aussi que l'allaitement réduit le risque de développement de |'obésité chez
I'enfant. Une méta-analyse de 17 études a trouvé une relation entre la durée de l'allaitement
maternel et la réduction du risque de surpoids avec un odds ratio de 1 pour <1 mois d'allaitement
maternel, 0,81 pour 1-3 mois, 0,76 pour 4-7 mois, et de 0,67 et 0,68 pour 7-9 et >9 mois.>*® L'odds
ratio pour le surpoids était de 0,96 par mois d'allaitement maternel, indiquant une réduction de 4%
du risque pour chaque mois de I'allaitement maternel. Cependant, toutes les études ne montrent pas
cet effet. Une étude francaise récente, ELANCE, souligne la nécessité de prendre en compte
I"alimentation durant les deux premiéres années de la vie.**® Ainsi, I'allaitement maternel a un effet
protecteur sur le risque d’obésité a 20 ans seulement si I'alimentation suivie durant les 2 premieres
années du nourrisson est adaptée (riche en graisses et pauvre en protéines). Cet effet positif pourrait
avoir un lien avec le microbiote intestinal.***"!

8) Causes génétiques des formes communes

Deux opinions opposées sur les causes de I'obésité sont parues en commentaire dans le
British Medical Journal (BMJ).****%* Le premier auteur plaide en faveur des causes environnementales
en évoquant le fait que la prévalence de I'obésité a augmenté principalement durant les 30
derniéres années. Pour lui, un tel changement ne peut étre di qu’a une modification de
I’environnement, notamment une diminution du colt de l'alimentation et une diminution de
I'activité physique. Le deuxiéme auteur stipule que quand bien méme I'environnement serait
obésogeéne, certains individus restent minces et d’autres sont obéses. Son dernier argument
concerne les études de jumeaux qui permettent d’estimer I’héritabilité d’'une maladie. L’héritabilité
de I'adiposité basée sur ces études est estimée entre 40 et 70%.°***® Les études d’adoption
montrent aussi une forte corrélation entre I'IMC des enfants adoptés et celui des parents

biologiques, mais pas avec les parents adoptifs.*”’

Les études de liaison et de genes candidats ont identifié un certain nombre de genes et

régions génomiques associés a I'obésité, mais ces études atteignent rapidement leurs limites.** L

es
GWAS ont permis d’avoir une approche sans hypothéses et avec une tres bonne résolution. Cette
méthode interroge plusieurs milliers de SNPs fréquents et répartis dans le génome humain dans le
but d’identifier ceux qui sont plus fréquents chez les obéses par rapport aux contrdles. C’'est ainsi que

depuis 2007, plusieurs vagues de GWAS et de méta-analyses de GWAS ont permis d’identifier une
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cinquantaine de loci/génes de susceptibilité a I'obésité. La majorité de ces études portaient sur la
variabilité génétique de I'lMC et ont identifié 32 loci associés a I'obésité."” Le consortium GIANT a
analysé d’autres traits quantitatifs reliés a I'obésité, tels que le tour de taille, le taux de masse grasse

410

ou le ratio taille/hanche pour révéler 13 loci supplémentaires.”” En stratifiant par le sexe et par les

classes d’obésité, 3 loci étaient associés a I'obésité uniquement chez les femmes et 7 autres loci sont

spécifiques de certaines classes d’obésité. **2

D’un point de vue global, il n’existe, au final, qu’un
chevauchement partiel entre les loci/génes associés aux différents parameétres reliés a I'obésité, ce
qui suggere que les voies métaboliques régulant ces phénotypes sont parfois différentes. Une étude
portant uniquement sur I'obésité de I'enfant a associé 7 loci précédemment associés a I'obésité de
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I’adulte et 2 nouveaux loci qui ont un possible réle dans l'intestin.” Si la majorité des loci a été

associée a I'obésité et répliquée dans diverses ethnies, 8 loci ont été associés seulement dans des
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populations d’Asie de I'est ce qui laisse présager la découverte de loci spécifiques d’autres

ethnies.

Au-dela des associations de SNPs, les puces ont aussi permis d’identifier des Copy-number
variations (CNVs). Les CNVs résultent de réarrangements chromosomiques et se traduisent par des
délétions, des duplications, des inversions et des translocations. La réanalyse des puces a ADN
utilisées dans les GWAS d’obésité a identifié une large délétion de plus de 593kb au niveau du
chromosome 16p11.2, augmentant de 43 fois le risque d’obésité, et présent chez 0,7 % des individus
obéses morbides européens.*'” Une étude sur I'obésité infantile a mis en évidence 17 CNVs trés rares
qui comprennent a la fois des délétions et des duplications et qui soulignent le role des CNVs dans
I'obésité.**®

Le challenge majeur des GWAS reste l'interprétation biologique des résultats. Lorsque le
tagSNP associé a I'obésité est un variant non-synonyme, l'interprétation est relativement aisée. Mais
la plupart du temps, comme les SNPs associés sont situés dans des régions non codantes et ont des
effets tres faibles, il est difficile de savoir s’ils sont bel et bien corrélés au gene le plus proche, et non
a un gene situé plus loin sur le chromosome (en cis), voire sur un autre chromosome (en trans). On
peut citer un SNP situé dans le premier intron du gene FTO et qui a la plus forte association avec
I'obésité. On pensait que cette association était liée a une modification de la fonction ou du niveau
d'expression de FTO, qui code pour une enzyme connue pour étre impliquée dans le contréle du

419,420 Toutefois, la preuve d'un lien direct entre ce SNP et

poids et du métabolisme de la souris.
|’altération de la fonction FTO ou de son niveau d'expression faisait défaut. Un article récent paru
dans Nature présente des preuves convaincantes que l'association entre I'obésité et FTO implique en
réalité un autre gene appelé IRX3, qui code pour un facteur de transcription impliqué dans les

“21 |IRX3 est relativement distant, soit environ 500 kilobases,

processus de développement multiples.
du premier intron de FTO, dans lequel le SNP associé a |'obésité est situé. En utilisant une technique
de capture de la conformation du chromosome qui mesure la fréquence d’interactions entre
différentes régions du génome, les auteurs ont trouvé que le premier intron de FTO interagit
physiquement avec le promoteur d’/RX3 et agit comme un amplificateur (enhancer), régulant ainsi

son expression. (Fig. 23)

Enfin, la derniére limite des GWAS repose sur le principe de base, I'utilisation de tagSNPs. En
effet, certaines zones du génome sont des déserts de SNPs et les CNVs complexes multi-alléliques
sont plus difficiles a détecter. Ainsi, en utilisant des puces transcriptomiques pour étudier le tissu
adipeux, une étude récente a mis en évidence une association du gene AMY1 codant pour I'amylase
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422 Lr

salivaire avec I'lMC. odd ratio par copie du gene est de 1.19, soit un risque d'obésité augmenté

de 19% pour chaque copie en moins du géne. Un grand nombre de copies protége donc de I'obésité

et serait d(i & I’évolution vers un régime riche en amidons.**?

Cette enzyme catalyse I'hydrolyse de
I'amidon dans la salive et aurait aussi un lien avec le microbiote intestinal qui, chez des souris
soumises a un régime riche en graisse et en sucre, semble enrichi en Enterobacteriaceae, une famille

de bactéries associées a I'obésité humaine.*?***

Cette étude est la premiere a faire le lien entre le
métabolisme des glucides et I'lMC, et expliquerait 2,47-19,86% de la variation génétique de

I'obésité.

r - Enhancer f70 gene Y, A\
N/, WA\ j (N :

500 kb

< Promoter T VAN
7 “ IRX3 gene

Fig. 23 : Interaction entre FTO et IRX3

9) Causes génétiques des formes rares

On sait depuis longtemps que I'obésité humaine pouvait résulter du défaut d'un seul gene.
Des syndromes cliniquement définis tels que Prader-Willi et Bardet-Biedl étaient fortement associés
a l'obésité et un appétit vorace, mais la coexistence de retard de développement et de
dysfonctionnement cérébral plus généralisé compliquait I'interprétation. Cependant, au milieu des
années 90, les premiers défauts génétiques mis en évidence chez ’'homme conduisaient a I'obésité

426427 ces découvertes ont été grandement

sévere, en l'absence de retard de développement.
facilitées par une explosion de la recherche dans le controle de I'équilibre énergétique chez les
modeles animaux obeéses et en particulier par la découverte de la leptine influengant le contréle
central de I'équilibre énergétique, et l'identification du systeme de la mélanocortine comme un
médiateur majeur de I'action de la leptine®®. Les études familiales et en particulier celles sur les
familles consanguines dont les membres souffrent d'obésité extréme et dans la plupart des cas
accompagnés d’autres caractéristiques phénotypiques, comme les cheveux roux, I'hyperinsulinisme
et l'infertilité, se sont avérées étre un succes dans la découverte de génes de I'obésité humaine.*?®4%
On connait maintenant au moins 34 génes qui peuvent conduire a une forme autosomique de
I'obésité humaine. (Fig. 24 et 25) Jusqu'a présent, tous ces défauts affectent le contréle central de

I'équilibre énergétique.**

Les formes récessives d'obésité sont causées par la perte de fonction de mutations
homozygotes ou hétérozygotes composites dans cing génes (LEP, LEPR, POMC, PCSK1 et MC4R). La
déficience compléte de ces cing génes se traduit invariablement par une hyperphagie sévére et des
formes pénétrantes d’apparition précoce et extréme d’obésité humaine. D’autres caractéristiques
phénotypiques associées a ces formes récessives d'obésité sont plus spécifiques: les individus avec
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une déficience en leptine ou son récepteur présentent des altérations de la fonction immunitaire et
des infections infantiles fréquentes des voies respiratoires associées a des taux élevés de mort
prématurée. lls présentent également une puberté retardée due a un hypogonadisme central, et une

427,431

hypothyroidie. Les personnes atteintes de déficience en POMC présentent dés le plus jeune age
une insuffisance surrénale secondaire a un déficit en ACTH et développent une hypoglycémie, un
ictére et une mortalité néonatale qui est associée a une choléstase sévere du foie. Les personnes
d'ascendance européenne ont la peau pale et les cheveux roux**?, mais n’est pas systématique dans

433

d'autres origines ethniques™’. Les personnes présentant un déficit de PCSK1 ont une hypoglycémie

et des perturbations de la fonction endocrinienne notamment des épisodes de diarrhée grave sévére

126434 | o5 personnes présentant

qui indiquent un réle important de PC1 dans les cellules endocrines.
un déficit complet de MC4R ont une augmentation de la masse maigre, une augmentation de la
densité minérale osseuse et une grande taille.*> Des mutations hétérozygotes dans les génes
MC4R™®, POMC*’ et PCSK1™® sont associées & des formes d’obésité & pénétrance incompléte tandis

gu’une déficience partielle de LEP ou LEPR est associé a un plus haut pourcentage de masse
439,440

grasse.
Géne Protéine Modeéle Caractéristiques cliniques associées Princeps
BDNF Brain-derived dominant retard de développement, Al
neurotrophic factor hyperactivité, troubles de la mémoire
et de la sensation de douleur
CEP19  Centrosomal protein of  récessif DT2, maladies cardiaques, 442
19 kDa hypertension, stéatose hépatique
DYRK1B Dual specificity tyrosine- dominant coronaropathie a début précoce, 3
phosphorylation- hypertension sévere, DT2
regulated kinase 1B
KSR2 Kinase suppressor of dominant  hyperphagie, rythme cardiaque faible, ~ ***
Ras 2 taux métabolique basal réduit et
insulino-résistance sévere
LEP Leptine récessif Hypogonadisme, infections fréquentes ~ **’
LEPR Leptin receptor récessif Hypogonadisme, infections des voies 41
respiratoires
MC4R Melanocortin receptor 4 récessif Accélération de la croissance, 445,446
augmentation de la taille
MRAP2  Melanocortin-2 dominant aa7
receptor accessory
protein 2
NTRK2  BDNF/NT-3 growth dominant retard de développement, 448
factors receptor hyperactivité, troubles de la mémoire
et de la sensation de douleur
PCSK1 Neuroendocrine récessif Hypoglycémie postprandiale, 426
convertase 1 hypogonadisme
PoOMC Pro-opiomelanocortin récessif Hypopigmentation 432

SH2B1 SH2B adapter protein1  dominant résistance a l'insuline, petite taille, 449

troubles du comportement
SIM1 Single-minded homolog dominant Spectre de retard de développement,
1 Prader-Willi like

450,451

Fig. 24 : Causes génétiques des formes rares non syndromiques d’obésité
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L'haploinsuffisance de BDNF, NTRK2 et SIM1 a été associée a une obésité sévere
hyperphagique accompagnée de caractéristiques syndromiques chez I'homme.*******>* BDNF et son
récepteur TrkB sont impliqués dans la prolifération, la survie et la différenciation des neurones et
permettent de développer la plasticité synaptique dans les neurones hypothalamiques. SIM1 est un
facteur de transcription jouant un role important dans la différenciation neuronale du noyau
paraventriculaire de I'hypothalamus, une zone du cerveau critique pour la régulation de la prise
alimentaire. Aucun cas humain de déficience complete de BDNF, NTRK2 ou SIM1 n’est rapporté dans
la littérature, ce qui est cohérent avec les phénotypes observés chez les souris. Un déficit partiel de
Bdnf, Ntrk2 ou Sim1 chez la souris induit une hyperphagie, une obésité et des caractéristiques de

#3457 alors qu’un déficit complet de Bdnf ou Sim1 est |étal*****° et un déficit complet

458

développement,
de Ntrk2 réduit considérablement la durée de vie™®. Chez 'homme, des mutations dans SIM1
causent une obésité a pénétrance variable et parfois avec un phénotype similaire observé dans le

syndrome de Prader-Willi.

Une étude récente montre que des mutations déléteres dans SH2B1 sont associées a une
obésité sévere a début précoce, une résistance a l'insuline, une petite taille, et un ensemble de
troubles du comportement, y compris une tendance a l'isolement social et des niveaux élevés

*9 Une des mutations retrouvées (une mutation frameshift) modifie la signalisation de la

d'agression.
leptine, mais les autres mutations n’ont pas cet effet. Cette discordance peut refléter une mauvaise
sensibilité des tests utilisés, ou certains des effets de SH2B1 peuvent étre dus a une voie de

signalisation indépendante de la leptine.

Des mutations du géne MRAP2 sont associées a une obésité sévére de I'enfant. Les études
sur la souris et le poisson-zébre laissent a penser que Mrap2 peut modifier la signalisation par MC4R
et exercer ainsi des effets sur la régulation du poids.*"’**°

Le gene KSR2 ne semble pas étre directement lié au systeme leptine-mélanocortine. Les
porteurs de mutation délétére dans ce gene présentent une hyperphagie dés I'enfance, un rythme
cardiaque faible, un taux métabolique basal réduit et une insulino-résistance sévere. Les variants
rares dans KSR2 perturbent la signalisation de la voie Raf-MEK-ERK et nuisent a I'oxydation des acides
gras cellulaires et de l'oxydation du glucose. Ces effets peuvent étre améliorés par la prise d’un
antidiabétique, la metformine. Les variants retrouvés ne coségrégent pas dans les familles obéses et
cette pénétrance incompléete suggére que d'autres facteurs génétiques et environnementaux jouent
également un role.

Dans la méme lignée, les mutations délétéres du gene DYRKIB semblent avoir un effet
pléiotropique : obésité abdominale, coronaropathie a début précoce, hypertension sévere, DT2. De
la méme fagon que KSR2, DYRK1B inhibe la voie RAS-RAF-MEK qui régule I'absorption du glucose et
la glycolyse. De plus, DYRK1B pourrait augmenter I'adipogeneése par I'inhibition de la voie SHH ou par
I"augmentation du renouvellement de p27Kip, ce qui pourrait expliquer I'athérosclérose observée
également chez les souris. En résumé, les auteurs pensent avoir un gene dont la perturbation conduit
au syndrome métabolique. La contribution de ce gene pourrait étre plus large dans la population
générale sachant que le locus a été associé a la fois au DT2 et syndrome métabolique dans les GWAS.

Enfin, un dernier gene, CEP19, ne semble également pas lié au systéme leptine-
mélanocortine et pourtant son inactivation conduit a la fois a une obésité sévere chez ’homme et
chez la souris. Les mécanismes moléculaires de la protéine ciliaire CEP19 ne sont pas connus mais
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son role semble crucial car il existe une grande conservation de sa séquence protéique au cours de
|'évolution. Le phénotype humain observé va au-dela de I'obésité morbide puisque les porteurs
développent un syndrome métabolique (DT2, dyslipidémie, hypertension, maladies cardiaques telles
gue la coronaropathie et I'infarctus du myocarde). Trois membres atteints présentent une déficience
intellectuelle et tous les hommes atteints avaient une diminution du nombre de spermatozoides.

Les mutations décrites précédemment sont toutes rares et conduisent, en plus de I'obésité a
des manifestations phénotypiques supplémentaires. Ces effets pléiotropiques se rapprochent des
formes syndromiques d’obésité, mais le phénotype majeur reste l'obésité, et les phénotypes
supplémentaires sont tres variables et n’impliquent pas (ou peu) un retard de développement
comme dans ces formes syndromiques. Cing formes syndromiques sont bien connues : Alstrom,
Bardet-Biedl, McCune-Albright, Cohen et Prader-Willi. La sixieme forme est moins connue, car trés
rare et décrite une seule fois dans la littérature.

Géne Syndrome Modeéle Caractéristiques cliniques associées Princeps
ALMS1 Alstrom récessif ~ Photophobie, nystagmus, troubles 460,461
visuels, surdité, insulino-résistance
sévere
BBS1-18 Bardet-Biedl| récessif Polydactylie, dystrophie rétinienne, 462

hypogonadisme, anomalies rénales,
retard de développement

GNAS McCune- dominant Petite taille, anomalies du squelette 463
Albright

TUB récessif cécité nocturne, baisse de l'acuité 464
visuelle, dystrophie mixte

VPS13B (COH1)  Cohen récessif  retard mental, microcéphalie, myopie 463

15q11-q13 Prader-Willi ~ dominant petite taille, petites mains et petits 466
pieds, retard mental, hypogonadisme, et
hyperphagie

Fig. 25 : Causes génétiques des formes rares syndromiques d’obésité

Le syndrome de Prader-Willi (PWS) est peut-étre le plus commun des syndromes d'obésité
(prévalence estimée a 1/25 000 naissances). C'est une maladie caractérisée par une obésité, une
activité foetale réduite, une hypotonie musculaire a la naissance, une petite taille, des petites mains
et petits pieds, un retard mental, un hypogonadisme, et une hyperphagie. Cette maladie est causée
soit par une délétion du segment chromosomique 15g11-q13 paternel, soit par la perte de
I'ensemble du chromosome paternel 15. Plusieurs genes candidats dans la région délétée ont été
étudiés, mais une étude récente indique que le gene MAGEL2 serait responsable en partie du

phénotype de Prader-Willi dont I'obésité.*®’

Cependant, une autre étude souligne le role d’un ARN
non codant (IncRNA) appelé HOTAIR qui, s’il est surexprimé comme dans le syndrome de Prader-
Willi, régule la région DLK1-DIO3 située sur le chromosome 14 et conduit a une surexpression de 6
geénes de la famille des MEGs (maternally expressed genes).*®

Le syndrome de Bardet-Biedl (BBS) est un syndrome rare (prévalence estimée a <1/100 000

naissances) caractérisé par une obésité, un retard mental, une rétinopathie pigmentaire, une
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polydactylie, un hypogonadisme et des anomalies rénales. Beaucoup de ces genes semblent affecter
les protéines localisées sur le corps basal, un élément clé des cils primaires (prolongements
cellulaires), jugées importantes pour I'interaction intercellulaire dans les cellules de mammiféres, y
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compris les neurones.”™” Une étude a suggéré un lien entre la fonction ciliaire et la signalisation de la

leptine.*”°

Le syndrome de McCune-Albright (AHO) est une maladie caractérisée par une obésité, une
petite taille, un visage rond, une brachydactylie, une formation osseuse dans les tissus non osseux,
un retard mental, et une hypocalcémie. Sa prévalence est de 1/139 000 au Japon. L’AHO résulte de
mutations germinales dans GNAS1 qui diminuent I'expression ou la fonction de la protéine Gsa. Les
souris dépourvues de Gsa sont obeéses, et de fagon similaire aux souris déficientes en MC4R, elles ont
une réduction du tonus sympathique, mais ne sont pas hyperphagiques.*’*

Le syndrome de Cohen est di a une déficience d’'un gene qui a été localisé sur le
chromosome 8q dans plusieurs familles finlandaises. Ce syndrome est caractérisé par une obésité, un
retard mental, une microcéphalie, des traits caractéristiques du visage, et une myopie. Des
mutations du géne COH1 conduisent au syndrome Cohen dans différents groupes ethniques.*’

Le syndrome d’Alstrom est une maladie de I'enfance caractérisée par une obésité, une
dystrophie rétinienne, une cardiomyopathie dilatée, un diabéte de type 2 et d'autres traits cliniques
de gravité variable, tels gu’une hypothyroidie, une petite taille, un hypogonadisme, des anomalies
rénales, et pour certains un retard mental. Des mutations dans le gene ALSM1 sont responsables de
ce syndrome.

Les rétinites pigmentaires ou retinitis pigmentosa sont des maladies de I'ceil qui sont parfois
liées a des syndromes en combinaison avec I'obésité comme les syndromes d’Alstrom et Bardet-
Biedl. Une étude récente décrit une nouvelle ciliopathie caractérisée par une dystrophie rétinienne

%4 Ce géne semble jouer un role

et une obésité précoce due a une mutation homozygote dans TUB.
dans la signalisation des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) au niveau des cils et dans la
modulation de la signalisation par les RCPG hypothalamiques impliqués dans I'homéostasie
énergétique et le métabolisme du glucose par une modulation des effets de l'insuline et de la

leptine.*”?
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C. Génétique des maladies rares

1) Analyse de liaison

La liaison et le déséquilibre de liaison sont deux concepts étroitement liés. Deux loci
génétiques sont liés s’ils sont transmis ensemble des parents a I'enfant plus souvent que lors d’une
ségrégation indépendante, c'est-a-dire avec une probabilité de recombinaison inférieure a 50%. Les
loci sont en déséquilibre de liaison si dans une population générale, ils sont trouvés ensemble sur le
méme haplotype plus souvent qu’attendu. En général, deux loci en déséquilibre de liaison sont aussi
liés mais I'inverse n’est pas nécessairement vrai.*’*

L'analyse de liaison est souvent la premiére étape dans l'investigation génétique d'un trait,
car elle peut étre utilisée pour identifier des grandes régions génomiques qui peuvent contenir un
géne d’intérét associé a la maladie. C’'est a la fois une méthode biologique et statistique qui permet
une approche sans hypothése sur I'ensemble du génome. Cette méthode repose sur I'utilisation de
marqueurs biologiques, par exemple les STRs (short tandem repeats) ou microsatellites. Les STRs
sont des motifs répétés souvent de 2 a 4 pb qui constituent une séquence ADN souvent inférieure a
100 pb qui peut étre facilement amplifiée par PCR pour évaluer sa taille a partir d’'une quantité
minime d’ADN génomique. Ce sont des marqueurs de choix, car ils sont trés polymorphes et répartis
sur I'ensemble du génome. Toutefois, le génotypage des STRs est difficilement automatisable et les
SNPs, bien que moins polymorphes, mais plus faciles a génotyper, ont remplacé les STRs notamment
avec l'utilisation des méthodes TagMan et SNPplex.

Les études basées sur des familles pour étudier un effet génétique ont plus de puissance

5 Cependant, le

statistique que dans une étude cas/controle avec le méme nombre d’individus.
recrutement de familles est plus difficile que celui d’'une population générale. Plusieurs types d’étude
familiale sont possibles : les trios parents-enfants, des fratries (concordantes ou discordantes pour
un trait), des familles étendues avec plusieurs membres atteints, ou encore des familles
consanguines. Les études de liaison reposent sur une évaluation statistique de la coségrégation du
marqueur biologique avec un trait dans une étude familiale. En fonction du design de I'étude, de la

guestion posée ou des objectifs de I'étude, plusieurs techniques d’analyse sont possibles.

L'analyse de liaison paramétrique suppose un modele particulier de la maladie et utilise des
méthodes de vraisemblance pour tester la ségrégation non indépendante des marqueurs et de la

maladie.*’®

On peut prendre en compte plusieurs parametres : un modele récessif ou dominant, I'age
de début de la maladie, la fréquence allélique, ou encore I'hétérogénéité de la maladie par la
pénétrance en intégrant un certain pourcentage de phénocopies. Cette analyse permet le calcul d’'un
score LOD (logarithme des probabilités) qui est une fonction du taux de recombinaison ou la position
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chromosomique mesurée en cM.™"’ Plus le score est élevé et positif, plus la liaison est probable.

L’analyse de liaison non paramétrique ne nécessite pas de connaitre le modele de la maladie.
Elle compare l'identité par descendance (IBD, si les 2 alléles sont issus d’'un ancétre commun sans
recombinaison) entre les membres atteints a un locus spécifique du génome, estimée a partir des
données des marqueurs, pour voir si elles sont significativement différentes des prédictions de
Mendel.*’® Une ségrégation non aléatoire des marqueurs et du trait est attendue si les marqueurs
sont liés a la maladie. La cartographie par homozygotie est une autre technique qui est souvent
considérée comme une approche non paramétrique de I'analyse de liaison. Cette approche suppose

54



un alléle rare responsable de la maladie et un mode récessif. Parce que cette approche s'appuie
simplement sur la détection de grandes zones d’homozygotie chez les individus atteints, elle a
|'avantage de ne nécessiter aucune connaissance exacte des familles, par exemple I'apparition de la
consanguinité, pour l'analyse de liaison.

Les expériences passées ont montré que cette approche est trés fiable. Le principal avantage
de l'analyse de liaison est l'identification d'une petite région candidate ce qui augmente la probabilité
a priori qu'un variant identifié dans cette région soit causal. Le principal inconvénient de I'analyse de
liaison est I'obligation d’étudier de grandes familles. Pour atteindre une signification statistique, une
famille multigénérationnelle avec 6-12 personnes atteintes est nécessaire pour un modele
autosomique dominant. Plus le nombre de sujets est important, plus la région identifiée sera petite
ce qui facilitera les analyses ultérieures. Les maladies autosomiques récessives dans des familles
consanguines peuvent souvent étre résolues dans de petites familles a I'aide de la cartographie par
homozygotie. Toutefois, cette analyse reste limitée dans le cas de mutations hétérozygotes
composites, car les enfants atteints n’héritent pas de copies identiques des alléles transmis par les
parents. En outre, des phénocopies et une faible pénétrance de la maladie empéchent fortement
I'identification des génes par I'analyse de liaison.

L’analyse de liaison permet seulement l'identification d’une région génomique qui peut
contenir prés d’une centaine de génes. L'étape suivante est généralement de rajouter des marqueurs
pour restreindre la zone d’intérét (fine mapping). On peut ensuite coupler cette technique au
clonage positionnel de la région d’intérét dans un BAC (Bacterial Artificial Chromosome) et a « I'exon
trapping » pour déterminer les fragments qui correspondent a un géne exprimé. Les données
physiologiques et moléculaires peuvent aussi aider a sélectionner un gene candidat. La seule fagon
d’augmenter la résolution et d’identifier une mutation est le séquencage. Si le séquengage Sanger est
couramment utilisé, on peut aussi utiliser les résultats de I'analyse de liaison pour restreindre le
nombre de mutations obtenues par séquencage nouvelle génération (NGS). On peut par exemple
citer la découverte du géne GUCY2C mis en jeu dans une forme dominante de diarrhée familiale*’® ou
encore le géne DYRK1B dont la perturbation conduit au syndrome métabolique*. De récents
développements algorithmiques témoignent que I'analyse de liaison n’est pas encore abandonnée en

I’état et présente méme un intérét pour du séquencage de génome entier.*”®

2) Séquencage Sanger

En 1977, Fred Sanger et Alan R. Coulson ont publié deux papiers méthodologiques sur la
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détermination rapide d’une séquence d'ADN , ce qui transformera la biologie dans son ensemble

en fournissant un outil pour déchiffrer des genes complets et plus tard des génomes entiers. La

méthode a considérablement amélioré les techniques de séquencgage d'ADN précédemment

développées par Maxam et Gilbert et publiée la méme année®®
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, et celle de Sanger et Coulson
publiée deux années plus to6t™. Les avantages évidents de la réduction de produits chimiques
toxiques et de radio-isotopes ont rapidement fait du séquencage Sanger la seule méthode de

séquencage d'ADN utilisée dans les prochaines décennies.

La commercialisation du premier séquenceur automatique de la société Applied Biosystems
date de 1986. Cette avancée a permis une démocratisation de cette technologie et de concrétiser
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plusieurs projets dont le séquencage du génome humain qui a duré 15 ans. Ce séquencage exploite la
technique du "Dye terminator" qui est une adaptation de la technique de Sanger et est basée sur
I'utilisation de fluorescence. A chaque type de didésoxynucléotide est associé un fluorophore
spécifique : rouge pour didésoxyT, noir pour didésoxyG, bleu pour didésoxyC, vert pour didésoxyA. La
réaction de séquencgage produite par PCR génere des fragments porteurs de fluorophores terminaux.
L'AmpliTag FS incorpore des dNTPs normaux et des ddNTPs fluorescents ou BigDye Terminators.
Lorsqu’un fluorophore est incorporé, la polymérase s’arréte. Comme la concentration des
fluorophores diminue au fur et a mesure de la réaction, les fragments générés seront statistiquement
de plus en plus longs et de toutes les tailles. Apres filtration sur gel de la réaction de séquence et
injection électrocinétique des fragments obtenus, ces derniers sont soumis a une électrophorese
capillaire. La migration des fragments fluorescents au travers d'une cellule de détection permet au
systéme optique laser du séquenceur de collecter la fluorescence portée par chacun de ces
fragments et de transmettre ces informations a I'ordinateur. Un fluorogramme et un fichier texte
sont ensuite générés par correspondance entre les courbes de fluorescence et le nucléotide
incorporé. (Fig. 26) Un logiciel traduit ces courbes en séquence d'ADN, tout en générant des
probabilités d'erreur pour chaque appel de base.

@0 100 110 120 130 140
TCCAAGGTCAGACGCAGGTICTGAGGGICTGGGGTICCCCAGGCCTAGCTITITTG

Fig. 26 : Exemple de fluorogramme

3) Séquencage nouvelle génération

Avec l'objectif ultime de déchiffrer le génome humain, le besoin d’augmentation des débits
de séquencage a pris une ampleur imprévue, conduite par des développements tels que
|'électrophorése capillaire automatisée. Les automates de laboratoire et les processus de
parallélisation ont abouti a la création d'entreprises ressemblant plus a des usines telles que les
centres de séquengage qui abritent des centaines d'instruments de séquencage exploités par des
cohortes de personnel. Cependant, méme la réussite des deux projets de séquengage du génome
humain n'a pas satisfait la soif des biologistes pour un séquencage encore plus haut débit et, surtout,
une technologie de séquencgage plus économique.

Les premiers signes de ce qui pourrait révolutionner le marché de séquencage sont apparus
en 2005 avec la publication de la technologie de séquencgage par synthese développée par 454 Life
Sciences et le protocole de séquencage multiplexe de polonies (regroupement ponctuel d'ADN) du
laboratoire de George Church. Les deux groupes ont utilisé une stratégie qui permet de réduire
considérablement le volume de réaction nécessaire tout en augmentant considérablement le
nombre de réactions de séquengage. Cette stratégie entraine un réseau de plusieurs centaines de
milliers de matrices de séquencage, dans un support permettant que ces séquences soient analysées
en paralléle.
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Tous les séquenceurs de nouvelle génération nécessitent une étape de préparation de
librairie avant le séquencage qui differe selon I'application. Dans notre cas, cette étape permet un
enrichissement de régions spécifiques qui peuvent se limiter a quelques génes ou couvrir I'exome
humain. Cette étape est réalisée par deux méthodes différentes : I’enrichissement par hybridation ou
par PCR.

a) Enrichissement par hybridation
Cette méthode compte plusieurs étapes principales de préparation (Fig. 27) :

- L’ADN génomique est coupé en petits fragments ; plusieurs méthodes existent, mais la plus
couramment utilisée est la sonication basée sur I'utilisation d’ondes sonores

- Des adaptateurs sont liés aux fragments d’ADN soniqué et permettront |’hybridation sur la
flow cell durant I'étape de séquencage ; les adaptateurs sont généralement constitués d’'un
index unique qui permet d’identifier chaque échantillon aprés séquencgage

- Le mix précédemment obtenu est hybridé a des amorces d’ADN ou d’ARN qui correspondent
aux zones ciblées d’'intérét et qui sont marquées

- Les fragments d’ADN non hybridés sont lavés

- Les fragments restants sont purifiés et quantifiés

Shear DNA

Break genomic DNA into short
fragments of about 300 bp
(exonic DNA is coloured black)

.

Add adapters 2/

Ligate adapters to allow sequencing u!vf_‘ q .l?-"‘ »,,‘;;,-, '.‘,S' \
i o’ ~ ‘e ! s

(this procedure can be done before AN A

or after enrichment; blue and red bars
represent adapter sequences ligated onto
the source genomic DNA)

v

Enrich library for exons
Usually done by

1 hylbridisi?g th(_e Iibrarfy :‘o baits that ‘/)\. l/)\ )
select only regions of the exome (
2 washing off non-selected regions & )ﬂ
3 eluting selected fragments to create % ?j)
2 (

a library enriched for protein coding
sequences

Fig. 27 : Enrichissement par hybridation®®*

Les amorces sont souvent marquées par la biotine qui a une forte affinité pour la
streptavidine. Des billes magnétiques recouvertes de streptavidine permettent l'isolation des




fragments d’intérét. Il existe plusieurs kits commerciaux de capture par hybridation. Pour cibler
I’exome, il existe par exemple SureSelect et Haloplex (Agilent), TruSeq (lllumina) et SeqCap EZ (Roche
NimbleGen). Les régions ciblées peuvent différer entre les kits par exemple les UTR 5’ et 3’. La
différence majeure se situe au niveau de la taille des amorces et leur nature (ARN pour SureSelect et
ADN pour les autres).

b) Enrichissement par PCR

RainDance Technologies, Fluidigm et WaferGen sont les trois entreprises principales qui
proposent des techniques d’enrichissement par PCR. Les technologies de Fluidigm et WaferGen sont
basées sur |'utilisation de puce microfluidique contenant des milliers de chambres réactionnels alors
qgue celle de RainDance permet |'utilisation de microgouttelettes lipidiques pour isoler différentes
réactions chimiques comme la PCR. RainDance a été fondée en 2004 par Darren R. Link, docteur en
physique de I'Université Harvard, Andrew Griffiths, docteur en chimie du Centre de recherche
médicale de Cambridge, et Jérome Bibette, docteur en physique/chimie de I'Ecole Supérieure de
Physique et Chimie Industrielles de Paris. RainDance développe des outils permettant I'application de
gouttelettes microscopiques en microfluidique pour la recherche médicale. Les outils élaborés par
RainDance servent essentiellement a la détection de mutations cancérigenes et de CNVs par PCR
digital et au reséquencage ciblé du génome humain. Cette derniére application permet I'analyse a
haute résolution des variations génétiques entre individus et populations. RainDance développe
d’autres applications type « single cell » pour I'isolation de cellules humaines*®, mais aussi pour des
microorganismes, des systémes pour le criblage a haut débit de bibliothéque de petites molécules et
de protéines, et des projets plus fondamentaux tels que l'utilisation des microgouttelettes comme
analogues des protocellules pour étudier le réle de compartimentalisation dans la chimie prébiotique
et I'origine de la vie, dans la conservation et le transfert d’information par les ARNs et dans I'origine
des chromosomes (transcription et traduction).

Concernant le séquencage ciblé, le flux de travail (Fig. 28) commence par la génération de la
librairie et comporte plusieurs étapes :

(a) Identifier les séquences d’intérét du génome qu’on veut cibler : on peut fournir une liste de
génes ou méme des coordonnées génomiques précises

(b) Le design des primers est basé sur la plateforme Primer3 avec des critéres tels qu’un
pourcentage en GC entre 25 et 80%, une taille d’amplicon adaptée au type de séquenceur,
un Tm compris entre 56 et 60°C, une taille de primer entre 15 et 33pb, et I'absence de SNP
connu dans les primers ; les primers sont ensuite synthétisés par une autre société

(c) Une puce microfluidique est utilisée pour encapsuler séparément chaque couple de primers
dans des microgouttelettes lipidiques de 25 microns ; I'enveloppe lipidique est constituée
d’une huile de support inerte fluorée couplée a un copolymere tensioactif

(d) Les microgouttelettes lipidiques sont mélangées de facon équimolaire pour que chaque
couple soit représenté proportionnellement

La deuxiéme étape constitue la préparation du mix PCR contenant I’ADN génomique :

(e) L'ADN génomique est fragmenté, généralement par sonication, entre 2 et 4 kb puis purifié
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(f)

L’ADN fragmenté est mélangé a tous les constituants de la PCR a I'exception des primers :
buffer, MgS0O4, mix de dNTPs, bétaine, stabilisateur, DMSO, Taqg haute fidélité, eau
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Fig. 28 : Génération de la librairie de primers et préparation de I’ADN génomique*®®

La derniere étape (Fig. 29) a fusionner les microgouttelettes :

(8)

(h)

(i)

Les microgouttelettes contenant les primers (environ 25 microns) sont injectées dans le
circuit de la puce microfluidique

L’ADN génomique mélangé aux réactifs PCR est injecté dans le circuit de la puce
microfluidique pour former des microgouttelettes d’environ 33 microns; ces
microgouttelettes sont ensuite couplées aux microgouttelettes contenant les primers dans
unratiol:1

Un champ électrique permet de fusionner les microgouttelettes (37 microns) ; environ 1
million de microgouttelettes sont produites et récupérées dans un support
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o\, .4&’0

ﬁ
Droplet PCR

+

Break Emulsion

4

DNA Clean-up

4

Microfluidic
Chip

Fig. 29 : Fusion des microgouttelettes*®®
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On procede ensuite a une PCR sur un thermocycleur standard pour permettre I'amplification ciblée.
Une solution chimique permet de casser I'émulsion et purifier la réaction de séquence.

c) Séquencage lllumina

La plateforme de séquencage Solexa a été commercialisée en 2006, et rachetée par llumina
début 2007. Le principe (Fig. 30 et 31) est basé sur une chimie de séquencage par synthése, avec des
nucléotides terminateurs réversibles pour les quatre bases d’ADN chacune marquée avec un
fluorophore différent, et une ADN polymérase capable de les incorporer.

Fig. 30 : Génération des clusters™®’

Apreés fabrication de la librairie, les fragments d'ADN sont dénaturés et une des 2 extrémités
est liée a un support solide. La surface du support est recouverte par une forte densité d’adaptateurs
et d’adaptateurs complémentaires. Chaque fragment simple brin, immobilisé par une extrémité sur
la surface, crée une structure "en pont" par hybridation avec son extrémité libre a I'adaptateur
complémentaire sur la surface du support. Aprés avoir ajouté un mélange contenant les réactifs
d'amplification par PCR, les adaptateurs liés a la surface servent d’amorce pour la PCR.
L'amplification est nécessaire pour obtenir suffisamment d'intensité du signal lumineux pour la
détection fiable des bases ajoutées. Apres plusieurs cycles de PCR, des clusters aléatoires d’environ
1000 copies simples brins d’ADN (aussi appelés polonies) sont créés sur la surface.

Le mélange réactionnel pour le séquencage et la synthése d'ADN est distribué sur la surface
et contient des amorces, des quatre nucléotides terminateurs réversibles marqués chacun avec un
colorant fluorescent différent, et I'ADN polymérase. Apres l'incorporation dans le brin d'ADN, le
nucléotide terminateur, ainsi que sa position sur la surface de support, est détecté et identifié par
I'intermédiaire de son fluorophore identifié par la caméra CCD. Le groupe terminateur a I'extrémité
3’ de la base et le fluorophore sont ensuite retirés de la base nucléotidique et le cycle de synthese est
répété. La longueur de la séquence lue était d'environ 35 nucléotides dans la premiére génération de
séquenceur et elle atteint maintenant 300 paires de bases. La séquence de millions de clusters peut
étre déterminée simultanément en parallele, ce qui entraine un débit tres élevé de lecture, de I'ordre
de Gigabases voire Terabases par support.
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Fig. 31 : Séquencage™’

Les séquenceurs lllumina ont vu de nombreuses améliorations au fur et a mesure des
générations :

- Lasimplification des protocoles d’utilisation

- L’augmentation de la longueur des séquences lues

- L’augmentation du débit (le nombre de clusters)

- La diminution du temps de run

- L’amélioration de la fiabilité de la chimie (pour les problemes d’homopolymeres, etc.)

@T

Green
channel

C ®A ©G @A

Red
channel

Fig. 32 : La nouvelle chimie lllumina®®’

Récemment, deux nouveaux séquenceurs ont été introduits sur le marché : le NextSeq 500 et
I’'HiSeq X Ten. Une modification de la chimie de synthese (Fig. 32) répond simultanément a plusieurs
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problématiques, a savoir diminuer par 2 la complexité de production des réactifs, d’instrumentation
et de calcul informatique. Les 4 bases nucléotidiques ne sont plus marquées par 4 fluorophores
différents, seulement un fluorophore rouge et un fluorophore vert sont utilisés. Ainsi, la thymine est
marquée par un fluorophore vert, la cytosine par un fluorophore rouge, I'adénine a la fois par un
fluorophore vert et rouge, et la guanine n’est pas marquée du tout. Cette optimisation permet de
prendre 2 images au lieu de 4 et diminue par 2 I'espace informatique requis pour le stockage des
données. Aujourd’hui, Illumina est un acteur majeur dans le domaine du séquencage et revendique
I'utilisation de sa technologie dans plus de 90% des publications scientifiques sur le sujet.

d) L’analyse bioinformatique

Ce qui prenait avant des années et de nombreuses collaborations pour générer la séquence
du génome humain, peut maintenant étre fait en quelques jours par une seule personne en utilisant
une des derniéres machines de séquencage de derniére génération. L'inconvénient majeur est que
cette quantité massive de données se présente sous la forme de courtes séquences (les reads), et il
faut s’investir massivement dans I'analyse informatique et choisir parmi une pléthore d'outils pour
donner un sens a tout ¢a. L'analyse des données peut étre décomposée en 5 grandes étapes (Fig. 33)
: le controle de la qualité des données brutes, |'alignement des reads sur un génome de référence,
I'identification des variants, I'annotation des variants, et la visualisation des données. Ces étapes
constituent un pipeline qu’on peut définir comme un outil permettant d’exécuter un ensemble de
processus de fagon automatique. En amont de ce pipeline, par exemple dans le cas d’lllumina, le
logiciel du séquenceur convertit les images obtenues en reads et c’est ce qu’on appelle le base
calling. Le logiciel fournit aussi des métriques en temps réel qui permettent d’avoir une premiere
idée de la qualité des données. On a par exemple la densité de clusters, le score Q et le taux
d’erreurs. Le score Q est un indice inspiré du score Phred calculé pour le séquengage Sanger qui
permet de mesurer la précision et qui correspond dans le cas d’un Q30 a la probabilité qu’une base
soit incorrectement appelée 1 fois sur 1000. Le taux d’erreur est calculé sur le génome du PhiX qui
est utilisé comme contréle dans chaque run de séquencage.

La premiere étape de I'analyse est d'évaluer la qualité des reads bruts et de supprimer,
couper (trimming) et corriger les reads qui ne respectent pas les normes définies. Les données brutes
générées par les plateformes de séquencgage sont compromises par des artefacts de séquence de
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base tels qu’une mauvaise qualité des reads ou encore une contamination des adaptateurs. es

erreurs sont tres fréquentes dans les données de séquencage, et les plateformes sont sensibles a un

489,490 || est donc nécessaire d'effectuer

large éventail de défaillances de la chimie et des instruments.
un filtrage et un trimming pour éviter de tirer des conclusions erronées. En général, ces mesures
comprennent la visualisation des scores de qualité par base et la distribution des nucléotides, et
d’autres parametres tels que les contaminations de primers, la teneur en N (nucléotide non connu)
et les biais de GC. L'étape de trimming consiste a enlever les séquences des adaptateurs et inclut
donc un démultiplexage qui permet grace aux index utilisés d’apparier les reads a un échantillon. Le

format des fichiers de sortie le plus couramment utilisé est le fastq.

Apres avoir traité les reads pour répondre a un certain niveau de qualité, ils sont
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généralement alignés sur un génome de référence existant.”" Actuellement, il existe deux sources

principales de référence du génome humain: ['Université de Santa Cruz (UCSC), qui accueille
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2 ot le Genome Reference Consortium (GRC), qui se concentre sur

également les données ENCODE
I'assemblage de génomes de référence de diverses espéces’®. Les deux ressources fournissent
plusieurs versions du génome humain qui sont les plus utilisées. UCSC propose les versions
hg18/hgl9 et le GRC fournit GRCh36 et GRCh37. Ces deux génomes de référence sont les plus
largement utilisés. UCSC (hg) et GRC (GRCh) ensembles humains sont identiques, mais different
guant a leur nomenclature. Les technologies de séquencage augmentent constamment la longueur
des reads nécessitant des algorithmes nouveaux et améliorés. La premiere génération d’aligneurs a
souvent été optimisée pour I'alignement sans trous alors que les programmes d'aujourd'hui peuvent

traiter des reads plus longs et les trous de séquences.

NGS Platform

Illumina, SOLID, 454, ...

¥

Quality Assessment

Trimming, Filtering, ...

Y
Read Alignment

Reference Genome

Pipelines

Prioritization / Filtering

Y
Lab

Fig. 33 : Flux de I'analyse bioinformatique des données***

Une partie cruciale de I'analyse de données de séquencage est l'identification des variants. Le
choix des stratégies appliquées pour I'appel des variants et I'identification des variants structuraux
(inversions, translocations, grands INDELs, CNVs, etc) est finalement lié a I'utilisation des données.
Ainsi, la conception d’une étude doit intégrer ces parametres, car un facteur comme la couverture
des reads (nombre de reads pour une position génomique unique) joue un réle important dans
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I'identification de variants.”” Le format des fichiers de sortie le plus couramment utilisé est le bam.

Avec la grande quantité de données produites par le NGS, la possibilité de prédire I'impact
fonctionnel des variants de fagcon automatisée est en train de devenir de plus en plus importante. Les
annotations permettent de filtrer et hiérarchiser les mutations pathogénes potentielles pour une
analyse plus approfondie. Les outils disponibles mettent en ceuvre différentes méthodes
d’annotation. La plupart se concentrent sur I'annotation de SNPs et d’INDELs, car ils peuvent étre
facilement identifiés et analysés. L'annotation des variants structuraux est souvent limitée aux CNVs
et reste tres récente. La forme la plus commune d'annotation est de fournir des liens vers des bases
de données publiques de variants comme dbSNP. En termes de prédiction fonctionnelle des variants,
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les outils emploient des approches différentes, allant de la conservation interespéces a I'évaluation
de l'impact sur la structure des protéines. Le résultat de I'analyse fonctionnelle est une classification
en scores reflétant la probabilité d'un effet délétere.

Une étape importante et difficile dans un pipeline d’analyse de données NGS est la validation
et la visualisation des résultats générés. La représentation visuelle des données peut étre
extrémement utile pour l'interprétation des résultats obtenus. Par conséquent, les outils de
visualisation NGS devraient aider les utilisateurs en affichant les reads alignés, la qualité de
I'alignement, et des mutations identifiées combinées avec des annotations de diverses sources
publiques. Ces outils peuvent se présenter sous la forme de navigateur du génome intégrant les
données expérimentales et différents types d’annotations ou de logiciels permettent de visualiser
des comparaisons de séquences obtenues de différents individus ou méme d’organismes différents.

Le véritable défi de la génétique de nouvelle génération est de réduire la liste des variants

% Une approche

candidats et d'interpréter les variants restants dans un contexte biologique.
largement utilisée pour réduire sensiblement la liste des candidats est d'exclure les variants connus
qui sont présents dans les bases de données de SNPs, comme on suppose que les variants communs
n’ont pas d’effet fort sur le phénotype.*®” Une autre facon de filtrer les données est I'utilisation de
familles, a savoir un séquencage d’individus distants avec un phénotype d'intérét pour identifier la

% Cependant, puisque chaque génération introduit jusqu'a 4,5 mutations

mutation responsable.
déléteres™, lors de séquencage de trio (I'enfant atteint versus les parents non atteints) il est difficile
de savoir si une mutation de novo est a l'origine de la maladie. Toutes les méthodes de priorisation
ont en commun le risque de suppression du variant pathogene®’ qui se traduit par des taux élevés

200301 44i ne sont pas suffisamment

de faux positifs et de faux négatifs des méthodes de prédiction
fiables pour en déduire un diagnostic définitif.>** L'utilisation de différentes approches de priorisation
en combinaison avec des études fonctionnelles sur des cellules ou des animaux semble étre la

meilleure stratégie pour identifier la cause génétique de la maladie étudiée.
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[I. Présentation des travaux

A. Article 1: Whole-Exome Sequencing and High Throughput
Genotyping Identified KCNJ11 as the Thirteenth MODY Gene

Bonnefond A*, Philippe J*, Durand E, Dechaume A, Huyvaert M, Montagne L, Marre M, Balkau B,
Fajardy |, Vambergue A, Vatin V, Delplanque J, Le Guilcher D, De Graeve F, Lecoeur C, Sand O,
Vaxillaire M, Froguel P.

PLoS One. 2012;7(6):e37423. doi: 10.1371/journal.pone.0037423. Epub 2012 Jun 11.

En 2007, quand il était encore trop cher de séquencer des génomes humains entiers, il a été
démontré que I'on pouvait capturer la séquence des exons de génomes humains individuels par

203304 ce séquencage a été suivi par la premiére analyse bioinformatique en

hybridation sur une puce.
profondeur d'un « exome », défini comme I'ensemble des exons d’un génome. L'exome représente
~1% du génome total d’un individu, code I'ensemble des protéines exprimées dans les différents
types cellulaires du corps humain et arbore environ 85% des mutations causant des maladies®”. Dés
2009, le séquencage de 12 exomes humains est publié®®, suivi par I'utilisation du séquencage de
I'exome pour déterminer la base génétique de nombreuses maladies, dont les syndromes de
Bartter’®, de Miller’” et de Kabuki®®. Depuis, la chute du co(t du séquencage a largement

démocratisé cette technique qui reste toutefois onéreuse pour de grandes études.

L'arrivée de ces nouvelles techniques de séquencage au laboratoire a permis de rendre
possible des projets basés sur la technique de WES dans le but d’élucider les étiologies génétiques du
diabéte transmis au sein de familles MODY dont la cause génétique n’est pas connue (MODY-X).
Comme le WES peut potentiellement identifier un grand nombre de variants nucléotidiques dans
chaque exome séquencé, différentes stratégies d’analyses sont utilisées pour faciliter I'identification
des mutations causales : sélection de plusieurs patients non apparentés et affectés par une maladie
génétique sévere ou sélection de familles présentant plusieurs sujets atteints d’'une maladie donnée.
Dans notre cas, 4 membres de la famille ont été sélectionnés : un patient atteint (IV4), ses deux
parents - I'un atteint (1115) et I’autre non atteint (I116) - et un cousin atteint (IV5). (Fig. 34) L'exome de
ces 4 individus a été ensuite capturé par hybridation en phase liquide a I'aide d’un kit Agilent
SureSelect 38 Mb a I'exception du IV5 qui a bénéficié d’un kit 50 Mb. Ces 4 exomes sont ensuite
séquencés sur le GAllx d’lllumina. Deux parametres sont d’intérét lors d’'un séquencage :

- lalongueur des reads : dans notre cas 76 bp
- single-end ou paired-end (notre cas) qui permet de séquencer les deux extrémités d’un
fragment d’ADN dans un sens et dans I'autre (forward et reverse)

Les données brutes issues du séquencage ont été analysées dans notre pipeline
informatique : I'alignement et I'identification des mutations étaient réalisés via Casava, I'annotation
via une API fournie par Ensembl et les prédictions fonctionnelles via dbNSFP. Une stratégie d’analyse
a plusieurs étapes a été développée pour filtrer les mutations « intéressantes » (c’est-a-dire codantes
non-synonymes ou entrainant un gain de codon STOP ou un décalage du cadre de lecture), présentes
chez les trois patients atteints et absentes chez le sujet apparenté non atteint, et enfin non
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répertoriées dans des bases de variants nucléotidiques (publiques et en collaboration). Une stratégie
complémentaire incluant les combinaisons de mutations entre individus a été également mise en
place. En effet, 'uniformité de la capture et du séquencage n’est pas homogene entre les individus.
Ainsi, un génotype peut étre connu chez un individu ou plusieurs et non connu chez les autres, faute
d’une profondeur de séquencage insuffisante. Apres filtrage et combinaisons, il restait 324 mutations
potentiellement causales a évaluer. Ces mutations ont été testées au sein de la famille compléte, et
chez ~400 sujets contréles par une technique de génotypage par multiplexage (BeadXpress;
Illumina). Ce protocole réalisable en deux jours permet de génotyper sur une méme plaque 96
jusqu’a 384 SNPs. Cette technique ne permet de confirmer des variants que dans certaines
conditions imposées par le design et le taux d’échec reste élevé. Le séquencage Sanger est une
alternative longue et couteuse, mais souvent utilisée par faute de meilleure option. Environ 8% des
mutations n’ont pas pu étre testées par BeadXpress et ont d(i étre testées par séquencage Sanger.
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Fig. 34 : Arbre généalogique de la famille MODY étudiée

Sous chaque patient : statut génétique, age de diagnostic, traitement et année de naissance. NM
indique la présence de la mutation p.Glu227Lys dans KCNJ11 et NN I'absence de la mutation. Les
cercles représentent les individus de sexe féminin et les carrés ceux de sexe masculin. Une barre
oblique a travers le symbole indique que I'individu est décédé. Les symboles noirs indiquent un DT2
et celui avec une diagonale blanche un DT1. Les symboles remplis a moitié ou au quart indiquent un
patient avec IGT et IFG. INS, insuline; OHA, agents hypoglycémiques oraux; SU, sulfonylurée.

Parmi toutes les mutations retrouvées par le WES, une seule mutation était portée par un
maximum de diabétiques de type 2 et par un minimum de membres non atteints. C’est une mutation
faux sens (p.Glu227Lys) qui concerne le géene KCNJ11 codant une sous-unité des canaux potassiques.
Cette découverte avait un sens par rapport a la littérature, car cette mutation avait déja été publiée
dans des cas de TNDM et avait été montrée comme fonctionnelle dans des ovocytes de Xenopus.>*
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Les canaux potassiques sont constitués d’une structure en octamére avec 2 types de sous-unités : 4
sous-unités SUR1 (codé par ABCC8) récepteurs aux sulfonylurées et 4 sous-unités Kir6.2 (codé par
KCNJ11) composant le cceur du canal. Quand ce canal est fonctionnel, la production d’ATP par la
glycolyse et le cycle de Krebs conduit a I'inhibition et la fermeture des canaux potassiques. Cette
fermeture entraine une dépolarisation de la membrane qui active les canaux calciques et qui permet
in fine de déclencher I'exocytose de linsuline. (Fig. 35) Dans notre cas, la mutation réduit la
sensibilité du canal potassique a I'inhibition par I’ATP et augmente ainsi la probabilité que le canal
reste ouvert. Les sulfonylurées rétablissent cette sensibilité en se liant aux sous-unités SUR1 du canal
et en permettant ainsi leur fermeture. Ce traitement personnalisé chez des porteurs de mutations du
canal potassique permet de passer de I'insuline a une simple prise orale quotidienne d’'un comprimé
et est probablement plus efficace en permettant aux patients d’avoir un meilleur équilibre
>1% | "individu 1113 est un parfait exemple de patient bien équilibré avec presque 30 ans de
traitement par sulfamides. Il est intéressant de noter que le traitement aux sulfonylurées est aussi

glycémique.

utilisé comme traitement du DT2 commun, et que des variabilités interindividuelles de la réponse a
ce traitement dépendent de polymorphismes dans les genes ABCC8 et KCNJ11, mais aussi dans les
génes TCF7L2, IRS1*'! et HNF1A®™. Le géne ABCCS8 avait déja été montré comme étant a la fois une
cause de NDM™ et une cause de diabéte MODY***>*®, ce qui n’était pas le cas du géne KCNJ11. Ce
spectre phénotypique peut étre di a plusieurs facteurs : la sévérité de la mutation, I'épistasie (c'est-
a-dire I'interaction avec d’autres génes), ou encore une influence de I'environnement. A I'inverse des
sulfamides, le diazoxide se fixe sur le domaine SUR1, active le canal potassique des cellules B-
pancréatiques, entraine une hyperpolarisation de la membrane, et inhibe la sécrétion d'Insuline.
Cette propriété peut étre utilisée dans le cas d’un traitement d’un insulinome, une tumeur du
pancréas entrainant une production excessive d'insuline.

Kir6.2
SUR1

Sulfonylureas Voltage-
dependent
Membrane ca2+  CaZ* channel
depolarization (L type)

=)

Karp channel

Glucose

GLUT2
glucose
transporter —

Pancreatic beta cell

516

Fig. 35 : Rble des canaux potassiques dans la cellule B

Cette étude a permis de tirer plusieurs lecons. Le bon phénotypage des patients est un point
crucial pour le NGS, a tel point que certains parlent du besoin d’un phénotypage nouvelle




génération.”’” Dans notre cas, I'individu IV8 avait été identifié a tort comme un DT2 au lieu d’un DT1
ce qui avait faussé I'analyse de liaison et donc l'identification de la cause du MODY en 1998. Le
diabéte de type 2 étant une maladie fréquente, la probabilité d’avoir des phénocopies dans une
grande famille MODY n’est pas négligeable. L'individu Il12 est par exemple intolérant au glucose, mais
ce prédiabéte semble plus lié a son age et son surpoids. De plus, le spectre phénotypique est assez
large et la mutation n’est pas totalement pénétrante, car les individus IV1 et IV2 sont porteurs, mais
non diabétiques.

En dehors des aspects médicaux, les aspects techniques ne sont pas en reste. A cause des
limitations techniques a la fois au niveau de la capture et du séquencage, on observe des disparités
entre différentes zones séquencées. Ces problemes d’uniformité de couverture peuvent étre dus a
des zones répétées du génome, trés pauvres ou tres riches en GC, ou des structures secondaires
complexes formées par I’ADN. Ces problemes tendent a diminuer avec le temps au fur et a mesure
des nouvelles versions de kits de capture et par I'amélioration de la fiabilité du séquencage
(augmentation de la longueur des reads, nouvelle chimie, etc.).

Les challenges concernant I'analyse informatique ne sont pas en reste : selon les algorithmes

9 520
, le

utilisés pour le trimming®, la recherche de SNPs et d’indels®™ ou méme leur annotation
résultat sera différent. Quoi qu’il en soit, les taux de faux positifs et faux négatifs peuvent étre
minimisés pour les SNPs et les indels mais les CNVs et autres modifications complexes de structure
restent mal détectés. Le probléme majeur est que les variants obtenus par NGS demandent une

confirmation ; or il n’existe pas vraiment de méthode haut débit adaptée.

Ainsi, a chaque étape, l'incertitude de passer a cO6té de la cause génétique reste entiére,
d’autant plus que la cause cherchée peut se trouver ailleurs que dans I'exome. Si on estime que 85%
des mutations causales sont localisées dans I'exome, les autres peuvent étre localisées dans des
zones non codantes telles que les UTRs, le promoteur qui contiennent des sites de fixation de
facteurs de transcription, d’amplificateurs (enhancer) ou d’autres régulateurs tels que les ARNs non
codants.

Le NGS n’en est qu’a ses balbutiements et les développements technologiques et
bioinformatiques restent a l'ordre du jour. Ces améliorations passent par un séquencgage de
meilleure qualité et plus uniforme, de nouveaux algorithmes informatiques incluant des méthodes
statistiques>*" ainsi que des bases de données plus complétes pour les SNPs par exemple. L’objectif
ultime est d’avoir un minimum de candidats pour des études fonctionnelles sur I'animal ou sur des
cellules dans le but de comprendre les mécanismes en jeu et de trouver un traitement.
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B. Article 2: Highly sensitive diagnosis of 43 monogenic forms of
diabetes or obesity through one-step PCR-based enrichment in
combination with next-generation sequencing

Bonnefond A*, Philippe J*, Durand E, Muller J, Saeed S, Arslan M, Martinez R, De Graeve F, Dhennin
V, Rabearivelo |, Polak M, Cavé H, Castafio L, Vaxillaire M, Mandel JL, Sand O, Froguel P.

Diabetes Care. 2014 Feb;37(2):460-7. doi: 10.2337/dc13-0698. Epub 2013 Sep 16.

Le séquengage Sanger est la technique de référence pour un diagnostic moléculaire depuis
plus d’une décennie. Sans évolution majeure technologique, les laboratoires utilisent depuis
longtemps ce procédé qui pose pourtant des problemes concrets. Le colt du diagnostic reste
important, par exemple plus de 2800$ pour du NDM (limité au séquencage d’ABCC8 et KCNJ11)*%, et
les temps d’attente sont trés longs et peuvent facilement atteindre un an. De plus, pour des raisons
d’économie et de temps, le séquencage est effectué de fagon séquentielle, geéne par géne, ce qui
impose d’avoir une hypothése de départ par rapport au phénotype observé. L'arrivée du NGS a
permis d’envisager des alternatives sérieuses au séquencage Sanger. Le WES reste possible pour du
diagnostic®®, mais n’est pas exempt de défaut avec par exemple un séquencage non uniforme, un
prix de I'ordre de 1000S n’incluant pas I'analyse informatique, et des problémes éthiques liés aux
découvertes fortuites®**. Dans le but d’évaluer une nouvelle méthode d’enrichissement basée sur
une amplification par PCR en microgouttelettes lipidiques, 40 patients dont la cause génétique était

déja connue ont été reséquencés pour preuve de concept.

Diabéte Obésité
néonat.al néonatal MODY syndromique non syndromique
syndromique
PDX1 BBS1-16 LEP
FOXP3 ABCC8 ALMS1 LEPR
CEL GCK GNAS BDNF
WFS1 INS MC4R
EIF2AK3 KCNJ11 POMC
NEUROG3 NEUROD1 SIM1
RFX6 HNF1A NTRK2
PTF1A HNF1B PCSK1
GLIS3 HNF4A

Fig. 36 : Genes ciblés

La premiere étape de cette démarche a été la création d’un panel diabéte et obésité via la
société Raindance. Ce panel inclut 970 couples de primers qui ciblent 43 genes de susceptibilité aux
formes monogéniques de diabéte et d’obésité. (Fig. 36) Cette technique est unique par I'utilisation
de microgouttelettes lipidiques qui permet un enrichissement sans biais. En effet, chaque gouttelette
contient un seul couple de primers et un fragment d’ADN génomique d’environ 3kb. Les constituants
de la PCR permettent une amplification sans biais allélique et en minimisant les interactions non
spécifiques. Chaque ADN de patient est ainsi enrichi séparément pour amplifier les 43 génes ciblés.
Les librairies générées ont ensuite été multiplexées pour étre séquencées sur un HiSeq2000 en 76-bp
et en paired-end. Les reads obtenus par séquencage avec cette technologie sont dits chimériques et
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nécessitent un traitement bioinformatique particulier par I'aligneur BWA-SW>* (maintenant
remplacé par BWA-MEM).
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Fig. 37 : Qualité du séquengage obtenu, exon par exon

D’un point de vue qualitatif, les résultats de séquencgage étaient trés bons avec toutefois 6
exons partiellement séquencés. (Fig. 37) Ces exons sont systématiquement mal séquencés chez tous
les individus et ne sont pas particulierement riches ou pauvres en GC mais présentent plutot une
structure particuliere avec de nombreuses répétitions de type homopolymeéres. Ces répétitions sont
problématiques pour la plupart des techniques de séquencage existantes y compris celle d’lllumina.
En pratique, cela n’a pas nui a la réidentification des mutations causales incluant 23 mutations non
synonymes, 7 mutations faux sens, 4 variants touchant les sites d’épissage et 10 indels. Toutes les
mutations ont pu étre réidentifiées sauf une qui concerne un réarrangement complexe. En
visualisant les données, on s’apercoit que cette mutation est bien présente et résulte en un trou de
séquence. (Fig. 38) Aprés investigation, la détection de cette mutation requiert des algorithmes
relativement récents de calling dont la derniere version de GATK développée par le Broad Institute.
Cette mutation a I'état homozygote peut aussi étre détectée par un simple contréle qualité en
vérifiant les zones non séquencées pour chaque individu. Cependant, a I'état hétérozygote, son
identification aurait été encore plus problématique et il aurait fallu par exemple utiliser des
algorithmes relatifs aux petits CNVs.
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Fig. 38 : Visualisation du fichier bam au locus de la mutation p.His180Tyrfs*2

Plusieurs enseignements peuvent étre tirés de cette étude. Trois patients sont porteurs
d’autres mutations potentiellement déléteres en plus de celles qu’on attendait. Dans un cas, la
deuxieme mutation cause le méme phénotype que la premiere. Sans investigation supplémentaire, il
est impossible de savoir si les deux mutations jouent un role ou seulement I'une des deux. Il s’agit
probablement d’un cas rare, mais qui souléve la question de I'approche actuelle par le séquencage
Sanger qui est généralement réalisé de facon séquentielle : on s’arréte au premier gene ou l'on
trouve une mutation. On comprend alors aisément qu’un diagnostic erroné est tout a fait possible,
car les cliniciens ne font quasiment jamais d’étude fonctionnelle sur les nouvelles mutations. D’autre
part, deux patients obéses ont des mutations dans des génes du MODY. L'un d’entre eux est un
patient atteint de BBS, mais on ne connait pas le statut glucidique de ce patient. Un diabéete ou un
prédiabéte chez un patient BBS pourrait aisément étre mal interprété dans le sens ol ce type de
syndrome posséde un large éventail phénotypique. Chez l'autre patient obése, on peut aussi
supposer qu’un possible diabéte serait mal diagnostiqué, car pour un IMC>40, le risque de diabéete
est multiplié par 10. Ces patients pourraient étre traités par insuline en cas de diabéte sévére alors
gu’un traitement aux sulfonylurées pourrait suffire.

La difficulté d’identification de la mutation causale peut également étre due au filtrage. En
effet, un certain nombre de mutations sont présentes dans dbSNP, mais sans données de fréquence.
Dans notre cas, 14 mutations causales sont présentes dans dbSNP. (Fig. 39) Méme sans données de
fréquence, on peut en déduire leur pathogénicité, car la signification clinique est fournie. Elle
provient de ClinVar®® qui est une base de données phénotypique ouverte intégrée a l'interface
d’acces dbSNP. Cependant, dans un cas I'information est erronée, car la mutation est considérée
comme bénigne et dans 4 autres cas aucune signification clinique n’est fournie. Ce simple fait impose
la prudence lors du filtrage des mutations ou l'intégration de bases phénotypiques externes comme
HGMD*.

Pour conclure, cette technique d’enrichissement par microgouttelettes lipidiques couplée au
NGS est une bonne alternative au séquencage Sanger classique. La qualité des résultats n’est pas




aussi parfaite, mais on peut aisément compléter les amplicons manquants par un séquencage
Sanger. La conversion pour le diagnostic clinique risque d’étre assez longue, car cette technique
d’enrichissement et le NGS demandent une certaine expertise et un colt d’investissement de départ
dans les machines et la formation du personnel aussi bien biologique que bioinformatique.
Cependant, les économies d’échelle seront importantes avec un co(t bien inférieur au séquencage
Sanger et au WES grace aux réactifs moins chers, mais aussi grace a un volume réduit des données et
donc une diminution du co(t de stockage. De plus, ce type de méthode évite les problemes éthiques
liés aux découvertes fortuites, un facteur important en clinique. Enfin, la majorité des formes
monogéniques de diabéte et d’obésité ne sont pas diagnostiquées avec par exemple plus de 80% des

cas pour le MODY.>* || existe donc un vrai marché et une rentabilité économique*’

qui, on peut
I'espérer, se traduiront directement par des améliorations au niveau du patient dont des traitements

personnalisés a la clé.

dbSNP
Géne Mutation HGMD i .. .
Présence Signification clinique
ABCC8 p.Leu225Pro oui oui pathogénique
INS p.Arg89Cys oui oui pathogénique
ABCC8 p.Leu213Arg oui oui pathogénique
INS p.Cys96Tyr oui oui pathogénique
HNF1A p.Gly31Asp oui oui pathogénique
GCK p.Glu279* oui oui pathogénique
MKKS p.Tyr37Cys oui oui pathogénique
BBS1 p.Met390Arg oui oui pathogénique
BBS2 p.Asn70Ser oui oui pathogénique
WFS1 p.Ala671Val oui oui vraisemblablement bénin
HNF1B p.Val61Gly oui oui Non connue
PCSK1 p.Thrl75Met oui oui Non connue
MC4R p.Ala244Glu oui oui Non connue
pPomMmC p.Glu214Gly oui oui Non connue

Fig. 39 : Mutations causales présentes dans dbSNP
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C. Article 3: A nonsense loss-of-function mutation in PCSK1
contributes to dominantly inherited human obesity

Philippe J*, Stijnen P*, Meyre D, De Graeve F, Thuillier D, Delplanque J, Gyapay G, Sand O, Creemers
JW, Froguel P, Bonnefond A.
Int J Obes (Lond). 2014 Jun 3. doi: 10.1038/ij0.2014.96.

A ce jour, les GWAS ont identifié avec succes plus de 80 loci différents associés a I'obésité
polygénique ou des traits relatifs a 'obésité."” D’autre part, les formes monogéniques ou du moins
les formes d’obésité sévere a début précoce peuvent étre dues a des défauts dans 12 génes. Une
partie seulement de ces génes contribue a la fois a I'obésité monogénique et polygénique : BDNF,
DYRK1B, MC4R, PCSK1, POMC et SH2B1. Dés lors, on peut hypothétiser que des mutations rares dans
les genes issus des GWAS jouent un role dans I'obésité familiale. Des I'arrivée du NGS et des
premieres captures en phase liquide, on pouvait déja envisager de tester plusieurs centaines de

genes sur plusieurs centaines d’individus.

Geéne Obégit_é Obé'si_té Médiane_de couverture
monogénique polygénique [1er quartile — 3e quartile]
BDNF x x 291 [171 - 411]
CADM2 x 218 [77 - 352]
ETV5 x 205 [124 - 311]
FAIM2 x 87 [45 - 136]
FTO x 241 [127 - 347]
GNPDA2 x 270 [189 - 347]
GPRC5B x 228 [99 - 364]
KCTD15 x 130 [64 - 240]
LEP x 201 [78 - 293]
LEPR x 343 [222 - 445]
LRP1B x 281 [192 - 377]
MAF x 234 [74 - 379)
MAP2K5 x 116 [66 - 241]
MC4R x x 341 [260 - 419]
MTCH2 x 243 [143 - 359]
MTIF3 x 209 [56 - 339]
NEGR1 x 339 [221 - 428]
NPC1 x 221 [128 - 334]
NRXN3 x 287 [184 - 398]
NTRK2 x 306 [166 - 421]
NUDT3 x 243 [121 - 357]
PCSK1 x 280 [161 - 393]
POMC x x 42 [16 - 101]
PRKD1 x 259 [155 - 374]
PTBP2 x 326 [206 - 422]
QPCTL x 69 [41 - 115]
SEC16B x 188 [99 - 313]
SH2B1 x x 63 [35 - 105]
SIM1 x 318 [141 - 451]
SLC39A8 x 232 [67 - 370]
TFAP2B x 225[108 - 352]
TMEM18 x 157 [78 - 278]
TNKS x 272 [167 - 403]
TNNI3K x 264 [140 - 402]

Fig. 40 : Liste des genes d’obésité monogénique et polygénique

73



C'est ainsi que notre laboratoire en partenariat avec le Génoscope a réalisé une étude pilote
sur 13 familles obeéses soit 201 individus. Le datamining de plusieurs bases de données a conduit a un
classement pondéré et a la sélection de 230 génes. Ces bases de données incluent les génes connus
de I'obésité monogénique non syndromique, des génes issus du Mammalian Phenotype Browser
(base de données phénotypique de modeles KO et transgéniques de rongeurs), des GWAS
(essentiellement GIANT), des génes inclus dans la délétion 16p11.2*", des génes issus de notre base
interne GOOD (génes exprimés dans les adipocytes et I’hypothalamus), ainsi que des loci issus des
études de liaison et répliqués dans I'obésité humaine. D’un point de vue expérimental, les 230 génes
ont été capturés par hybridation en phase liquide a I'aide d’un kit Agilent SureSelect Custom DNA et
les librairies séquencées sur un GAllx en 100 bp et en paired-end.

Dans un premier temps, I'analyse des données a été restreinte a 34 genes connus de
I’obésité monogénique et polygénique présents dans notre panel. (Fig. 40) La médiane de couverture
est supérieure a 100X ce qui est qualitativement trés correct sauf pour 4 genes (FAIM1, POMC,
QPCTL et SH2B1) qui sont moins bien couverts.

Parmi les variants d’intérét que nous avons retrouvés (Fig. 41), trois d’entre eux n’étaient pas
présents chez des individus normopondéraux et seulement chez des obéses : p.Arg80* dans PCSK1,
p.Arg81His dans CADM2 et p.Leu98Pro dans QPCTL. Les deux derniéres mutations sont pertinentes,
car prédites comme délétéres ; cependant, les porteurs des familles sont restreints en nombre ce qui
ne permet pas de conclure sur une possible coségrégation. La mutation non-sens dans PCSK1 était
portée par une partie des membres obéses de la famille 1 (Fig. 42) (#12, #111 et #ll11) et n’est pas
portée par des membres non obéses ce qui va dans le sens d’une coségrégation. Seul I'individu #1113
pose probleme, mais en I'absence d’autres données phénotypiques (suivi de la courbe de poids par
exemple), on peut supposer qu’il s’agit d’'une phénocopie. De fagon intéressante, le patient #2 est
aussi atteint de DT2 et le #lI1 est prédiabétique, mais on ne sait pas si les porteurs sont touchés par
des diarrhées. Comme la mutation non-sens est présente au début du géne PCSK1, on peut supposer
gu’elle est fonctionnelle et donc que I'enzyme produite ne peut pas remplir son réle.

Porteurs hétérozygotes Nombre de  Prédiction
Geéne Variant SNP connu FAM* Poids familles de la Ref

Obese Surpoids touchées  sévérité**

normal

CADM2 ;i‘:ggm S’ NC NC 2 0 0 1 PD NC
PCSK1 Cbzi?gcgot / NC NC 3 0 0 1 PD NC
PCSK1 pcf:nglASB(; e’ ) NC NC 0 0 2 1 PD 530
POMC pCI'D‘LiolZE e’ | 15201408477 0001 0 1 2 1 PD 531
QPCTL ;'Egﬁgggr c’) NC NC 1 0 0 1 D NC

Fig. 41 : Liste des variants rares d’intérét

D, délétere; PD, probablement délétére; Pl, probablement inoffensif; NC, Non connu; SNP, single
nucleotide polymorphism

*FAM selon dbSNP137

**Prédiction in silico de I'effet de chaque variant selon dbNSFP
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Ces résultats sont a mettre en paralléle des connaissances sur ce gene. Dans le monde,
environ 20 personnes sont homozygotes ou hétérozygotes composites ont une déficience compléte
en PCSK1 et ont un certain nombre de symptdémes : diarrhée, retard de croissance pendant la petite
enfance associée avec un taux de mortalité élevé, obésité sévere a début précoce, polyphagie,

diabéte insipide, hypogonadisme, hyperproinsulinémie et d'autres dysfonctions endocrines.*?%***%3*

>3* Aucun cas de déficience hétérozygote conduisant a des symptomes similaires n’est référencé dans

la littérature.

I 1 2 3 4
NN NM NN NN
1932 1934 1931 1933
66 64 68 65
30.11 44.92 33.95 23.91
Normal Weight
Il 1 2
I] O I: Obesity Class |
NM NN
1869 b . Obesity Class IlI
38 36
32.83 21.2
111 1 2 3 4
NM NN NN NN
1987 1990 1986 1998
10 7 12 8
26.91 (3.934) 16.15 (0.578) 27.58 (3.276) 14.2 (-1.391)

Fig. 42 : Arbre généalogique de la famille 11 montrant pour chaque membre le statut génétique,
I’année de naissance, I’dge d’examen et I'lMC

NM indique la présence de mutation hétérozygote p.Arg80* dans PCSK1 et NN indique I'absence de
mutation. Les cercles représentent les individus de sexe féminin et les carrés ceux de sexe masculin.

D’autre part, le géne PCSK1 code pour PC1/3 qui fait partie de la famille des proprotéines
convertases. Ces protéines subissent un clivage autocatalytique de leur chaperone dans le RE
(réticulum endoplasmique). Ce complexe protéique quitte ensuite le RE pour étre maturée dans le
Golgi ou post-Golgi ou un second clivage de la chaperone permet d’activer la proenzyme. (Fig. 43)
Dans le cas de PC1/3, le propeptide est clivé a la position 110 dans le RE par un processus
intramoléculaire et est dissocié de PC1/3 dans le Golgi grace a un second clivage C-terminal en

333338 | e propeptide en trans (avec PC1/3 sauvage) inhibe 'enzyme native par une

position 80 ou 81.
liaison lente et de forte affinité.”®’ La question est donc de savoir si le fragment propeptide PC1/3-
R80X peut inhiber I'enzyme PC1/3 sauvage. Cette cinétique enzymatique a été évaluée en utilisant un
substrat fluorogénique. L’activité de PC1/3 sauvage a diminué de 20% avec PC1/3-R80X et de 25%

avec PC1/3(1-110). La maturation et la sécrétion de PC1/3 sauvage en présence ou absence du
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propeptide partiel ou complet a été évaluée par western blot dans des lysats de cellules HEK293T. En
présence du propeptide partiel ou complet, la quantité de PC1/3 sauvage est augmentée dans le
lysat. Cette augmentation pourrait étre due au fait que le propeptide maintient I'enzyme sauvage
dans le RE ou ralentit le transport intracellulaire par exemple. Tous ces résultats vont dans le sens du
phénotype dominant observé dans cette famille et I'inhibition partielle pourrait expliquer qu’une
partie seulement des symptomes cliniques sont présents en comparaison des cas de déficience

homozygote.
ER Golgi or post-Golgi
primary d
cleavage \ nggca;’g \ '
"/ ot
catalytic catalytic catalytic
inactive inhibited active

Fig. 43 : Activation du zymogéne des proprotéines convertases®

On peut ainsi faire le lien entre génotype et phénotype et résumer la situation de la facon
suivante (Fig. 44):

- Les mutations hétérozygotes composites ou homozygotes entrainent diarrhée, retard de
croissance, obésité a début précoce et d'autres caractéristiques cliniques graves

- Une mutation hétérozygote non-sens qui cause une forme dominante d’obésité familiale
associée au diabéte/prédiabete

- Des mutations hétérozygotes rares augmentant significativement le risque d’obésité**®

- Des mutations hétérozygotes fréquentes associées a une augmentation modérée du risque
d’obésité et de la glycémie et insulinémie a jeun>>*>%

La vraie force des études familiales en comparaison des études cas/controles est de pouvoir
évaluer la vraie contribution des variants rares par la ségrégation familiale. Par exemple, la mutation
p.Asn180Ser dans PCSK1 augmentait le risque d’obésité dans un cas/contrdle publiée précédemment
par notre équipe. Dans notre étude, cette mutation n’a été retrouvée que chez des individus de
poids normal, ce qui a tendance a modérer sa contribution a I'obésité sévere.

D’autre part, les mutations rares sont souvent publiées pour une seule famille. Méme avec
une étude fonctionnelle, on peut prouver le caractére délétere d’'une mutation de fagon isolée, mais
pas dans le contexte biologique de I'individu. Ainsi, la mutation p.Pheld44lLeu dans POMC, publiée
précédemment et portée par un pére et son fils, altere la liaison entre POMC et MC4R. Cependant, le
mode de transmission est normalement autosomique récessif pour POMC ce qui remet en doute la
contribution de cette mutation par rapport au phénotype observé. Dans notre cas, les 3 individus
porteurs ne sont pas obeses donc il est peu probable que cette mutation soit la cause directe de
I’obésité dans la premiere étude.
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Odds

ratio Mutations homozygotes trés délétéres mp diarrhée, retard de croissance associé a

une mortalité élevée, obésité modérée

Mutations homozygotes moins délétéres ®p  obésité séveére,
diarrhée, hypoglycémie postprandiale

Mutations hétérozygotes trés déléteres
mp obésité familiale et intolérance au glucose

> Mutations  hétérozygotes moins
délétéres Wp augmentation du risque
d'obésité

+———> SNPs codants
B Légere
augmentation du

risque d'obésité

Fréquence
allélique

Figure 44 : Spectre phénotypique des variants de PCSK1

En conclusion, ce type d’étude familiale permet de confirmer ou d’infirmer la contribution de
variants déja publiés. Ce type d’étude permet aussi de trouver de nouveaux variants dont certains
ont un role a jouer dans I'obésité comme c’est le cas pour PCSK1. Habituellement, un seul probant
est séquencé par famille et non la famille compléte, ce qui peut étre un probleme si le probant est
mal choisi. Dans notre cas, on peut directement évaluer les résultats sans biais sur la famille
compléte. Enfin, les 196 génes restants, dont les résultats ne sont pas encore publiés dans cette
étude, laissent présager la découverte de nouveaux loci liés a de nouvelles voies de signalisation
impliquées dans la physiopathologie de I'obésité. En effet, aucun variant des 34 premiers genes ne
coségrege dans les 12 familles restantes ce qui implique que la cause génétique de leur obésité est
encore a établir. Cette cause peut étre monogénique ou polygénique avec un role de
I’environnement. On peut envisager une approche sans hypothése par un séquengage du génome
éventuellement couplé a un séquencage épigénétique pour élargir le nombre de loci ciblés et
analyser les interactions avec I'environnement.
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[II. Discussion génerale et
perspective

A. Le séquencage d’exome

Au cours des dernieres années, le NGS a accéléré la détection des variants génétiques
conduisant a la découverte rapide de nouveaux genes associés a diverses maladies. Les success-
stories sont nombreuses dont la majorité identifie la cause de la maladie, mais assez peu permettent
également un traitement pour le patient. Citons I'exemple d’'un américain de 14 ans qui a souffert
d’encéphalite aigué pendant des semaines sans que les médecins parviennent a en trouver la
cause.”** Tous les tests de détection de pathogeénes étant négatifs et I'état du patient empirant,
une méthode expérimentale impliquant le NGS lui a été proposée. Apres la détection de la bactérie
du genre Leptospira, un simple traitement a la pénicilline G a permis le rétablissement complet du
garcon. Un autre exemple frappant est le séquencage d’exomes de 12 patients dont la cause
génétique n’était pas connue.”® La moitié des patients a pu é&tre diagnostiqué et pour 'un d’entre
eux, l'identification du gene NGLY1 non connu comme une cause de la maladie a permis le
recrutement de 8 autres patients avec un phénotype similaire®™ et de suggérer un traitement
potentiel**.

Si on se focalise sur les formes monogéniques de diabete et d’obésité, le séquencage
d’exome a permis de mettre en évidence les genes GATA6, PCBD1 et EEA1 pour le diabéte et les
génes DYRK1B, TUB, LZTFL1, BBIP1 pour I'obésité. Que ce soit pour le diabéte et I'obésité ou d’autres
maladies, le taux de succés du WES est proche des 25%.>*® Plusieurs raisons sont possibles pour
expliquer cet échec :

- Levariant causal est retrouvé, mais est considéré comme non pathogéne, car les algorithmes
de prédiction protéique le définissent comme tel ou ne sont pas capables de le prédire
(création d’un site d’épissage, site régulateur touché, etc.)

- Le variant causal est retrouvé, mais n’est pas annoté correctement faute d’une base de
données fiable ; par exemple la fréquence de l'alléle est erronée ou les individus porteurs
génotypés avaient le méme phénotype, mais on ne le savait pas

- Le variant causal n’est pas reporté lors de lI'appel des mutations; en effet, suivant
I'algorithme utilisé, on détecte plus ou moins de SNPs et d’indels; de plus, faute
d’algorithme exploitant les données, certaines variations ne sont pas ou peu analysées
(grands indels, inversions, variants structuraux, CNVs, etc.)

- Le variant causal n’est pas couvert avec une profondeur suffisante; pour des raisons
techniques, certaines régions sont mal séquencées, car elles contiennent trop de répétitions,
sont riches en GC ou en AT, ou pour d’autres raisons

- Le variant causal n’est pas ciblé ou ne se situe pas dans I'exome ; il y a toujours la possibilité
d’un élément régulateur situé dans une région non codante, d’un exon alternatif non connu,
d’un géne non connu, d’un variant situé dans le génome mitochondrial, etc.
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- Le variant causal n’est pas présent dans le tissu séquencé, par exemple une mutation en
mosaique, c'est-a-dire que tous les tissus ne sont pas touchés

- Une des hypotheses est fausse : le mode de transmission, la pénétrance, un diagnostic
erroné, une cause digénique ou méme polygénique, une cause épigénétique, un probléme
de paternité, etc.

Enfin, I'interprétation des résultats dépend des connaissances actuelles. La richesse des
données du NGS seul n'est pas suffisante pour comprendre les mécanismes de la pathogenese des
maladies sous-jacentes. Des approches pluridisciplinaires combinant les données de séquencage et
les données cliniques avec les connaissances biologiques sont nécessaires pour élucider le role des
variants dans la génétique humaine. Dans ce contexte, il est crucial que ces données soient liées,
organisées et facilement accessibles. Aprées la déferlante d’ « omics », I'heure est a la réconciliation
entre ces différentes disciplines. Une analyse combinant les données de génomique,
transcriptomique, protéomique, métabolomique ainsi qu’un profil d’autoanticorps a permis chez un
individu suivi pendant 14 mois non seulement de prédire le risque relatif a différentes maladies, mais

également de suivre en temps réel I'état physiologique du patient.>*’

Il a ainsi été possible de prédire
la survenue du diabéte chez ce patient. Une approche combinée des données de transcriptomique,
protéomique et métabolomique a permis d’associer le géne DHTKD1 au diabéte chez la souris puis
chez ’lhomme.>*® Le véritable enjeu est donc I'intégration de différentes données pour au final avoir
une meilleure interprétation. Cette vue d’ensemble de plusieurs parameétres est un premier pas vers

la médecine personnalisée et également un outil pertinent pour la recherche médicale.

Dans cette optique, de grands projets visent a une compréhension globale du génome. On
peut citer I'initiative ENCODE dont les résultats ont notamment été publiés dans 3 articles parus dans

49-551 2
Nature®**>? >

et ont été vivement critiqués par la suite™*. Le but du projet est de définir les séquences
régulatrices du génome, leur impact sur les séquences codantes dans plusieurs tissus humains (180
types cellulaires). Pour ce faire, des techniques telles que I'immunoprécipitation de la chromatine
couplée au séquencage et d’autres techniques en lien avec la méthylation de I’ADN ou la fonction de
la chromatine. Le pourcentage de séquences non-codantes et fonctionnelles dans le génome humain
est estimé a 8,2%.>> Une autre fagon de voir les choses est d’étudier le protéome. Deux équipes ont

publié une carte du protéome a I'aide de la spectrométrie de masse.”*>*

Ces cartes ont permis de
montrer que pour pres de 90% des genes, on détecte la présence de la protéine associée. Pour les
génes restants, aucune protéine n’est détectée, car les génes sont probablement inactivés, car
devenus inutiles au fil du temps, par exemple des récepteurs liés au golt et a 'odorat. D’autre part,
plus de 800 peptides retrouvés n’étaient pas référencés ce qui permet d’améliorer notre
compréhension du génome. Le nombre de genes codant pour des protéines exprimées est en débat

556

constant et pourrait étre limité a 19 000.> Une autre fagcon de comprendre le génome est d’étudier

>>’ En utilisant une

le métabolome. Ainsi, un consortium a publié un gwas du métabolome du sang.
cohorte de 7800 individus, 145 loci et leurs liens biochimiques ont été associés a plus de 400
métabolites dans le sang humain. Cette approche est intéressante, car le métabolisme est a la fois la
résultante d’effets génétiques, mais aussi environnementaux et parce qu’in fine cela donne des
pistes pour le développement de médicaments et la compréhension de maladies complexes comme

le diabéete et I'obésité.
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B. Le séquencage ciblé

Le remplacement du séquengage Sanger dans un but diagnostic ne fait aucun doute, la
question est plus quelle technologie va le remplacer et dans combien de temps. Le séquencage ciblé
offre une alternative attrayante, d’'une part a cause du gain de temps et d’argent et d’autre part un
apport médical avec une information exhaustive sur tous les genes. Ce type de séquencgage a aussi
rendu possible le diagnostic de certains genes, par exemple le géne de la titine qui compte 364 exons
et qui cause des cardiomyopathies isolées, des phénotypes touchant les muscles squelettiques ou
des maladies purement infantiles touchant les deux types de muscles striés.®® La technologie
Raindance est une des mieux placées sur ce segment, car les résultats de séquencgage offrent une
couverture presque parfaite, mais on peut regretter la quantité d’ADN requise qui peut étre un
facteur limitant. Cependant, les kits salivaires permettent d’obtenir suffisamment d’ADN chez des
individus difficiles a prélever, par exemple les prématurés, mais en contrepartie ils ont un impact sur
la qualité de 'ADN et donc des résultats.>*

Quelques hopitaux en France commencent a utiliser ces techniques de séquencage ciblé,
mais |'expertise nécessaire a la fois pour la partie expérimentale et pour la partie bioinformatique
limite son développement, d’autant plus que l'investissement n’est pas négligeable et donc que le
retour sur investissement se fera sur le long terme. L'expertise nécessaire pour le traitement et le
stockage des données est importante, et celle concernant l'interprétation des résultats est encore
plus rare. Il est possible pour toutes ces raisons que de la méme facon qu’aux Etats-Unis de grands
centres soient créés et traitent les données de toute la France. On peut imaginer des « master
panels » qui permettraient de cibler les génes connus de plusieurs maladies en méme temps.
L’entreprise GnuBio pourrait prochainement révolutionner le monde du diagnostic NGS dans les
petits hopitaux. Cette entreprise a été récemment rachetée par Bio-Rad. L'un des fondateurs, David
Weitz, est a I'origine de la technologie Raindance. Cette technique de séquencage est aussi basée sur
I'utilisation de microgouttelettes lipidiques dans laquelle la réaction de séquencgage se passe, et
permet ainsi d’utiliser environ 1/1000 de la quantité de réactifs dont les autres séquenceurs ont
besoin. L'intérét est simple : le co(t est relativement bas et les résultats rapides a obtenir. GnuBio
promet un séquenceur a 50 000S, un co(t par échantillon de 200$ tout inclus, et des résultats
obtenus en 3h30 ou moins. Cette technologie qui devrait étre commercialisée cette année limite ses
panels a 50 génes probablement pour obtenir rapidement I'accréditation CLIA qui permet d’utiliser la
technique dans un environnement clinique. Une autre compagnie qui vise avant tout le diagnostic est
la société Roche. Roche a payé 75 millions de dollars Pacific Biosciences pour le développement d’un
séquenceur basé sur leur technologie pour un diagnostic clinique, mais les détails de cette
collaboration ne font pas légion. Différents acteurs sont intéressés par le marché de la recherche qui
est déja juteux, mais trés concurrentiel, et le marché du diagnostic développe encore plus d’intérét,
car les enjeux financiers sont colossaux pour ces multinationales.

Aujourd’hui, la question de la technique a utiliser se pose. En effet, on peut séquencer et
analyser un génome en 50 heures.>® De plus, le colit diminue sans cesse et s’approche des 1000$ par
génome. Un séquencage de génome (WGS) a aussi I'avantage de ne pas faire d’hypothése sur les
génes d’intérét, ce qui permet de seulement réanalyser les données dans le cas d’'une nouvelle
découverte. En effet, le séquencage ciblé requiert de créer un panel de géenes plus ou moins évolutif
selon la technologie donc on ne peut pas a posteriori mettre a jour les résultats. Cependant, le WGS
impose plus de données a stocker et la qualité des données reste inférieure au séquencage ciblé pour
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une liste précise de génes. Le WGS pose aussi le probléme éthique des découvertes fortuites. De la
méme facon, le probléme peut se poser lors de découverte d’une tumeur bénigne ou maligne par un
scanner des poumons par exemple. La différence est que pour le WGS, la tumeur ne serait pas
encore apparue, serait asymptomatique ou n’apparaitrait peut-étre jamais ; en d’autres termes, le
caractére prédictif n’est pas de 100%. L’American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)
a publié un guide de la conduite a tenir et ils conseillent de restreindre I'analyse a 56 génes mis en
jeu dans 24 maladies pour lesquelles un traitement médical efficace existe. Ces découvertes fortuites

concerneraient environ 5% des patients.561

Un sondage de 1500 personnes a révélé que 78% d’entre
eux sont intéressés a recevoir les découvertes fortuites liées a un WGS en donnant une forte priorité
aux maladies sérieuses ou traitables. Une grande majorité d’experts en génétique pense aussi que
ces découvertes fortuites doivent &tre communiquées au patient.”®® En résumé, si la différence de
co(t persiste sur le long terme entre WGS et séquencage ciblé, le WGS ne trouvera pas son public en
diagnostic. En revanche, si la différence devient minime, on peut imaginer une migration des

laboratoires vers le WGS.

Les techniques de séquencage ciblé gardent un intérét certain pour la recherche. La

technologie Raindance a été utilisée pour cribler des génes de la surdité®®, de la maladie de

Hirschsprung564, du cancer’®, des maladies mitochondriales®®

et des dystrophies musculaires
congénitales®’. Notre premiére étude a permis de promouvoir notre méthodologie et une
collaboration avec le département de génomique de I'lmperial College a porté ses fruits. En effet,
une seconde étude a été publiée sur 39 enfants pakistanais.’® En utilisant le méme panel de génes,
cette cohorte a été criblée et 2 patients sont mutés et homozygotes au niveau du géne LEPR.
Contrairement a ce qui avait été montré avant, a savoir que les patients mutés pour LEPR avaient un
phénotype moins séveére que pour LEP*, ici les patients ont un phénotype similaire. Cette cohorte
est trés spéciale, car les enfants sont pour la plupart consanguins et de ce fait, elle comporte des
homozygotes extrémement rares. L'avantage de ce criblage des geénes connus pour cette étude
comme pour la nbtre est de continuer a rechercher la cause génétique pour les patients non

identifiés, par exemple par le séquengage d’exome.

C. Perspectives thérapeutiques

On peut reprocher a la génétique le manque d’applications directes. Toutefois, le monde
médical peut étre concilié avec celui de la génétique. Une équipe italienne a tenté de personnaliser
le régime de patients obéses en utilisant les variants de 19 génes en lien avec les préférences
alimentaires ou le métabolisme. Par exemple, les individus ayant un profil génétique montrant un
métabolisme des lipides moins efficace ont eu un régime hypolipidique. Les patients ayant suivi ce
régime personnalisé ont perdu 33% de plus en poids que le groupe contrdle, tout en augmentant leur

masse maigre.569

Cette méme équipe a aussi identifié des variants dans le gene KCNA5 qui influent
sur la perception du golt et en particulier du sel. Cette découverte pourrait étre intéressante pour
prévenir le développement de maladies cardiovasculaires et de I’hypertension ou méme pour
développer des substituts au sel. Ce résultat est en adéquation avec une autre étude qui montre que
les individus qui préferent les graisses et le sel ont tendance a moins manger de fruits et de
légumes.’”® La perception du go(it mais aussi I'odorat ont un réle non négligeable dans la prise

alimentaire. Une étude récente a révélé que les humains étaient capables de détecter par I'odeur
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différents taux de graisse dans du lait et ce, indépendamment de la consommation journaliere.””*
Une autre étude a montré chez des souris qu’un régime riche en graisses est lié a une réduction des
capacités olfactives.”’ Ces études ouvrent de nouvelles pistes et posent la question de I'impact d’un
régime riche en sucres et de I'exercice physique sur la perception des odeurs.

Depuis la découverte du tissu adipeux brun, les découvertes n’ont cessé de s’enchainer et
une course a l'activation ou la prolifération de ces tissus est engagée. En effet, ces tissus
représentent une piste tres sérieuse pour le traitement de I'obésité puisqu’ils sont responsables du
maintien de la température corporelle et donc d’une partie de la dépense énergétique. De plus, il
semble y avoir un lien avec le métabolisme du glucose et la quantité de tissus adipeux bruns ne

semble pas figée dans le temps.”*"

La dissipation de I’énergie par le tissu adipeux brun est
dépendante des mitochondries, en particulier de la protéine UCP-1 qui catalyse la fuite de protons a
travers la membrane. Une étude récente a montré |'existence de deux types d’adipocytes bruns : le
tissu adipeux brun classique et un nouveau tissu appelé tissu adipeux beige ou clair (beige or brite
fat) avec un statut intermédiaire entre le tissu adipeux blanc et brun, et davantage présent chez
I'adulte.’”

la, IRF4, C/EBPB et FOXC2. En lien avec PGC-1a, la protéine membranaire Fndc5 est clivée en un

Un certain nombre de régulateurs transcriptionnels clés sont mis en jeu : PRDM16, PGC-

polypeptide appelé irisine qui induit la transformation du tissu adipeux blanc en tissu adipeux

brun.’”

L'une des isoformes de PGC-1a, PGC-1a4, stimule la croissance des muscles squelettiques en
réponse a un exercice physique. Une étude publiée dans Cell au mois de juin identifie I'acteur
responsable de ce processus.>’® PGC-1a4 stimule la sécrétion d’une hormone, meteorin-like (Metrnl),
qui est produite et sécrétée par les muscles aprés un exercice et le tissu adipeux apres une exposition
au froid. Metrnl permet la « brunisation » du tissu adipeux blanc, augmente la dépense énergétique,
et améliore les parametres métaboliques dont la tolérance au glucose chez des souris obeses et
diabétiques. Cette étude ainsi qu’une autre étude parue en méme temps>’’ souligne le rdle essentiel
du systeme immunitaire qui sert d’intermédiaire via les macrophages, les éosinophiles et les
interleukines 4 et 13. Cette découverte renverse le dogme que seul le cerveau via le systéme
endocrinien contréle le métabolisme énergétique et ouvre de nouvelles pistes pour un traitement de
I'obésité et peut-étre méme du diabéte. En effet, une étude a montré qu’un taux plus important de
7% Cette

découverte suggére une capacité de la graisse brune a réguler la glycémie et ouvre des pistes de

graisse brune améliore 'homéostasie du glucose et augmente la sensibilité a l'insuline.

traitements contre le diabete.

A plus court terme, I'objectif est d’améliorer les traitements existants. Une famille de
médicaments qui active PPARYy, les thiazolidinediones, a longtemps servi a traiter le DT2 sur la base
de leur activité anti-inflammatoire et de la diminution de la résistance a l'insuline.>” Cependant,
cette classe médicamenteuse a été retirée du marché a cause des effets secondaires qui incluent un
gain de poids, une rétention d’eau et une insuffisance cardiaque. Une approche prometteuse vise a
disséquer les voies régulatrices qui contrdlent les différents sous-types de génes ciblés par PPARy
dans les cellules, pour diminuer les effets secondaires. Une étude récente a mis en évidence un
groupe de facteurs cellulaires qui se lient a 'ADN et aident PPARy a réguler un type spécifique de
génes cibles incluant des enzymes responsables de la lipolyse.”® De la méme facon, on peut
développer de nouveaux traitements a partir de molécules thérapeutiques déja connues. Des
chercheurs ont eu l'idée de créer une molécule qui combine les propriétés de 2 hormones
endocrines: le GLP-1 et le GIP.>®" Cette double incrétine semble étre plus efficace que les
médicaments présents sur le marché pour le contréle de glycémie et la réduction du poids. Certains
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résultats sont similaires a des doses 10 fois plus élevées d’agonistes des récepteurs au GLP-1. Cette
efficacité notoire permettait de réduire des effets secondaires tels que les nausées et les
vomissements.

De multiples études seront nécessaires pour évaluer la sécurité de nouveaux traitements qui
ont un bénéfice, mais aussi un risque. Le resvératrol, un polyphénol présent dans le vin rouge,
présente des effets positifs chez le rongeur®®’, mais ces effets restent & démontrer chez I’lhumain’®>.
Ce type de propagande fait que le resvératrol est disponible en complément alimentaire sans que
I’on connaisse les effets et modes d’action de la molécule. De fortes doses entrainent des anomalies
du pancréas chez le foetus de primates, ce qui met en garde contre I'utilisation de resvératrol par la
femme enceinte.”®* Le cheval de bataille des antidiabétiques est de diminuer les effets secondaires.
Une équipe américaine a démontré qu’une injection de la protéine FGF1 chez des souris diabétiques
permettait de garder la glycémie sous contrble et également de rétablir la sensibilité a I'insuline

durant 2 jours.”®

Ce traitement n’a pas d’effets secondaires connus tels qu’un gain de poids, des
problémes hépatiques ou cardiaques, une hypoglycémie, etc. Une nouvelle classe de lipides, les
FAHFAs (fatty acid hydroxy fatty acids), permettrait de réduire I'inflammation du tissu adipeux et
améliorer I'absorption du glucose par le tissu adipeux par le biais du récepteur GPR120.7%° A I'instar
des traitements utilisables a posteriori, on peut espérer le développement de traitements
prophylactiques pour les prédiabétiques par exemple. L'accumulation d’IAPP dans les cellules B
conduit a une toxicité, puis une apoptose qui contribue au DT2. L’autophagie est un processus qui
nettoie la cellule des molécules toxiques comme I'lAPP, un processus également mis en jeu dans la
maladie d' Alzheimer.”® La découverte de ce mécanisme pourrait conduire a des traitements pour

protéger la cellule B.

La piste la plus en vogue a la fois pour le diabete et I'obésité implique le microbiote
intestinal. Ce dernier aurait une valeur prédictive pour le DT2.% En effet, les patients ayant une faible
diversité bactérienne au niveau du microbiote intestinal semblent avoir une augmentation de
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I'adiposité et de I'inflammation.”” Cette diversité peut étre en partie retrouvée par un régime, ce qui

> plusieurs espéces bactériennes

souligne le caractére réversible et la dynamique du microbiote.
pourraient étre en cause : Akkermansia muciniphila, Firmicutes, Bifidobacteria, Clostridium leptum et
Clostridium ramosum’®. La vraie question est de savoir si ces changements sont une cause ou une
conséquence des maladies métaboliques et comment modifier cette flore. Une équipe a montré
gu’une protéine bactérienne, la bile salt hydrolase, modifie les acides biliaires dans I'intestin et que
sa surexpression diminue le taux de cholestérol et le gain de poids chez les souris.”®* Un médicament
en phase de test nommé NM504 et contenant de I'inuline (mélange de polysaccharides), du béta-
glucane et des antioxydants polyphénoliques a été donné a des adultes prédiabétiques durant 4
semaines. Les résultats de 'HGPO étaient significativement meilleurs que ceux prenant un placebo
ainsi qu’une sensibilité a I'insuline améliorée et une diminution de la faim. Une autre étude a exploité
la bactérie E. coli Nissle 1917 qui a déja été utilisée comme traitement de la diarrhée.>® Cette souche
a été modifiée pour produire un composé lipidique appelé NAPE qui est normalement synthétisé par
I'intestin gréle et qui, une fois converti en NAE, réduit I'apport alimentaire et le gain de poids.
Certaines pistes indiquent que la production de NAPE pourrait étre diminuée chez les individus
consommant un régime riche en graisses. Cette bactérie modifiée introduite dans I'eau des souris
soumises a un régime riche en graisses a permis pendant au moins 4 semaines de diminuer la prise
de nourriture, la graisse corporelle, la résistance a I'insuline et la stéatose hépatique.
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Enfin, les travaux sur les cellules souches se sont intensifiés ces derniéres années. Dans un
premier temps, la recherche vise avant tout a déterminer les facteurs de différentiation pour ensuite
soit partir de cellules souches prélevées sur le patient pour les différentier, soit partir de n’importe
quel type cellulaire pour dédifférencier les cellules et les redifférencier dans le type voulu. Cette
aptitude a obtenir un type cellulaire voulu comme les cellules B est essentielle pour étudier le
diabéte pour lequel les prélévements de pancréas sont extrémement rares. La thérapie génique a un
role majeur, car c’est I'outil de choix pour une modification efficace a long terme. Dans ce sens, une
étude a été publiée sur des cellules endocrines issues de l'intestin et différenciées en un type de
cellules proches des cellules B grace a l'inhibition du facteur de transcription FOXOL1. Les cellules
sécretent I'insuline uniquement en réponse au glucose. Tout récemment, une équipe de I'université
d’Harvard a réussi a différencier en grande quantité des cellules souches pluripotentes en cellules

>%3 Si les cellules souches et la

dont la fonction semble similaire a celle des cellules B humaines.
thérapie génique représentent des outils indispensables pour la recherche, leur utilisation
thérapeutique ne verra pas le jour avant un certain temps, car les obstacles techniques, financiers et

éthiques sont encore majeurs.

D. Perspectives technologiques

L'acteur majeur du séquencage de la décennie passée est clairement Applied Biosystems.
Cette décennie, Illumina semble bien parti pour dominer le secteur du séquencage nouvelle
génération. En début d’année, lllumina a annoncé une nouvelle machine HiSeq X Ten, ou plutét un
pack de 10 instruments pour 10 millions de dollars. Cet instrument est congu pour séquencer des
génomes humains a I'échelle de population. Le communiqué revendique le génome humain a 10005
ce qui semble irréaliste au regard des implications de cette affirmation. En effet, il faudrait que les
séquenceurs tournent 24h/24 7j/7 pour séquencer 18 000 génomes humains par an. De plus, ce
calcul de colt ne prend pas en compte linfrastructure nécessaire, I'analyse informatique et
I'interprétation des données pourtant essentielles, et repose sur un amortissement sur 4 ans. Le pari
est risqué pour les acquéreurs sachant que le GAllx a eu une durée de moins de 4 ans et les HiSeq
moins de 2 ans. Cependant, certains instituts ont été rapidement intéressés puisque le communiqué
de presse annongait 3 acquéreurs : Macrogen, le Broad Institute, et le Garvan Institute of Medical
Research. De plus, la compagnie Human Longevity Inc., dirigée notamment par J. Craig Venter, a
annoncé |'achat de deux HiSeq X Ten pour séquencer 40000 génomes par an dans le but d’étudier le
vieillissement chez I’"humain. On ne peut également s’empécher de penser au projet Genomics
England qui a pour but de séquencer 100 000 génomes d’ici 2017 et qui devrait étre réalisé par
Illumina. Depuis, les annonces n‘ont de cesse de se multiplier ; Illumina prédit 228 000 génomes
humaines séquencés en 2014 et ce chiffre devrait atteindre 1,6 million en 2017. Tous les grands
centres de séquencage et grandes entreprises font |'acquisition de I'HiSeq X Ten: Novogene, le
Wellcome Trust Sanger Institute, le New York Genome Center, WuXi PharmaTech, deCODE genetics.
Au-dela de ces acquisitions, on peut se poser la question de I'objectif d’lllumina. Etant en position de
qguasi-monopole, ils créent en plus de grands centres dont les tarifs ne pourront que difficilement
étre concurrencés. L'avantage pour Illumina est un support localisé qui revient moins cher que
d’avoir 10 fois plus de petits clients qui n‘ont pas forcément I'expertise pour résoudre tous les
problémes techniques. Leur récent partenariat avec les 3 laboratoires pharmaceutiques Sanofi,
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AstraZeneca et Johnson & Johnson pour le développement de tests oncologiques souligne le but du
diagnostic en clinique, un marché tres juteux.

Le danger est réel de voir un seul acteur dominer le marché avec une politique de prix élevé.
Le principal concurrent est Applied Biosystems, le ténor du séquencage Sanger, qui a longtemps
dominé le marché. Leur technologie de séquencage nouvelle génération appelée SOLID n’a jamais
percé sur le marché et leur séquenceur basé sur la technologie lon Torrent peine a se faire une place.
Suite a la fusion avec Invitrogen en 2008 pour former Life Technologies, Thermo Fisher Scientific a
racheté I'entreprise en 2014, ce qui permettra une possible synergie et de plus gros investissements
financiers pour développer la technologie. Roche, qui a initialement acheté la technologie 454 basée
sur le pyroséquengage, n’a pas suffisamment amélioré la technologie et a préféré se retirer du
marché fin 2013. lls gardent un partenariat avec la société Pacific Biosciences pour développer des
produits relatifs au diagnostic clinique. La course technologique est rude, mais celle des prix I'est
davantage. Deux entreprises visent a entrer sur le marché du NGS dés 2015. Aprés avoir acquis
Intelligent Bio-Systems en 2012, Qiagen a repoussé la commercialisation de GeneReader de 2014 a
2015. lIs visent une plateforme tout intégrée grace a leurs nombreux kits déja disponibles et par le
rachat de sociétés orientées sur I'analyse informatique comme CLC bio et Ingenuity. Le Beijing
Institute of Genomics, un institut chinois, vise aussi la commercialisation de son séquenceur BIGIS-4
dont la technique est similaire au pyroséquenceur 454. Le but de ce séquenceur est de casser les
prix, d’avoir une ouverture privilégiée sur le marché chinois en pleine expansion, et de viser des
applications en lien avec la FDA chinoise.

Pacific Biosciences posséde une technologie de séquencage en temps réel d’'une seule
molécule d’ADN. Ce marché de niche a un intérét principalement pour I'assemblage de novo de
petits génomes, car les reads produits par ce séquenceur peuvent atteindre 10kb. Le débit est
beaucoup plus faible que les séquenceurs Illumina et le taux d’erreurs est beaucoup plus élevé. En
contrepartie, les reads sont plus longs et les erreurs sont aléatoires ce qui permet de les corriger en
ayant une profondeur de séquengage suffisante. En effet, les autres technologies ont des profils bien
spécifiques d’erreurs et des biais sur les régions riches et pauvres en GC, ce qui n’est pas le cas ici.
D’autre part, cette technique permet également de détecter plusieurs modifications de base dont la
méthylation de la cytosine et de I'adénine, trés fréquente chez les bactéries. L'utilisation de ce
séquenceur pour des applications liées a la génétique humaine reste limitée, mais le PacBio a déja

été utilisé avec succeés pour séquencer des répétitions CGG dans le syndrome de I’X fragile®*

et pour
séquencer le transcriptome sans biais de tissus>°, mais aussi de cellules souches>®. Les problemes
majeurs de ce séquenceur en génétique humaine sont le colt du séquenceur et des réactifs, le débit
limité et la nécessité d’avoir une salle blanche, car ce séquenceur est trés sensible aux
contaminations. Le probléme de débit est lié aux ZMWs (Zero-Mode Waveguides) qui sont des petits
puits dans lesquels la réaction de séquencage se passe. Seul 1/3 de ces ZMWs est utilisable aprés le
chargement, car une partie d’entre eux ne contient pas de polymérase ou plusieurs. Le chargement
peut étre augmenté jusqu’a 60% en utilisant des nanoadaptateurs d’origami ADNs qui permettent la
création d’une nanostructure qui replie ’ADN de fagon optimale®®” ou encore en couplant les ZMWs

a des nanopores*.

L'avenir du séquengage pourrait venir des séquenceurs basés sur des nanopores. Ces
nanopores sont un ensemble de trous formant une membrane constituée par une matiere inerte
comme le graphéne®®® ou par des protéines telles que I'hémolysine alpha et la porine MspA. En
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appliguant une faible tension sur la membrane, une molécule d’ADN va passer a travers cette
membrane et la mesure du courant au niveau du nanopore permet d’identifier une séquence
particuliere en allant méme jusqu’a détecter des modifications de base de type méthylation. Le
principal probléme est que la molécule d’ADN passe tres vite et donc d’avoir le temps de mesurer
une différence de potentiel. L'astuce est de mesurer la signature d’un k-mer (par exemple 6 pb) pour
la lier a sa séquence. La société Oxford Nanopore est la premiére en lice sur ce marché. Le MinlON
est leur premier séquenceur en béta test et il est a peu prés de la taille d’'une clé USB. Les premiers

%90 | 3 société pense dans

tests révelent un taux d’erreur assez élevé avec des erreurs systématiques.
le futur concevoir un produit avec différents types de nanopore de facon a ce que chacun ait un
profil d’erreurs spécifiques qui pourront étre corrigées lors de l'alignement. La promesse d’un
séquencage avec de trés longs reads, peu onéreuse et portable semble proche et viendrait
directement concurrencer le PacBio. D’autres entreprises investissent dans des technologies
similaires relatives au séquengage par nanopores. Ainsi, Roche a racheté Genia en début d’année,
prévoit de commercialiser le premier instrument en fin d’année, et a également investi 15 millions de
dollars dans Stratos Genomics, une startup qui développe un séquencage par nanopores. De facon
similaire, Illumina a acquis des licences d’utilisation relatives au séquencage par nanopores des

601

universités de Washington et d’Alabama. Cette technologie est basée sur la porine MspA”" alors

qu’Oxford Nanopore et Genia utilisent I’'hémolysine alpha®*®%,

Toutes ces techniques possédent encore un inconvénient majeur: la préparation de la
librairie. Aujourd’hui, aucune technique ne permet de s’en affranchir. On est encore tres loin de
pouvoir séquencer un génome humain en un seul read, sans erreurs, et a partir d’'un simple
échantillon de sang ou de salive. Une nouvelle société développe un séquenceur qui pourrait
répondre a ces problématiques. Le concept semble simple : une molécule d’ADN est immobilisée
dans le séquenceur, les bases sont clivées une a une par pyrophosphorolyse et capturées
séparément dans des microgouttelettes pour étre lues par fluorescence suite a une réaction
chimique. (Fig.45) Base4 promet un séquencage haut débit avec un taux d’erreurs tres faible sans
biais au niveau des homopolymeres et des reads de tres longue taille.

A process called The released nucleotides Inside the microdroplets, each
pyrophosphorolysis are captured one by one nucleotide initiates our proprietary
releases nucleotides into microdroplets cascade reaction, creating a
from the captured DNA bright fluorescent signal

A single molecule of
double-stranded DNA
from a sample is
captured in a micron-

: oil From this
sized channel fluorescence,
1 we can ‘call'
the base that
has been
captured in

each droplet

By maintaining
the order of
the droplets,
we can read
the DNA
sequence

oil

Figure 45 : Technologie de séquencage développée par Base4
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E. Perspectives scientifiques

Le dicton « mieux vaut prévenir que guérir » pourrait étre remplacé par « mieux vaut prédire
que prévenir », tout du moins pour le diabete et I'obésité. On ne peut en effet que constater I'échec
des programmes de prévention devant I'augmentation massive de I'incidence du DT2 et de I'obésité,
peut-&tre faute de moyens, mais aussi d’études sérieuses pour appuyer ces campagnes. A l'inverse,
on peut avec ou plus ou moins de justesse prédire le risque de diabéte et d’obésité. On peut
imaginer un criblage de la population et en particulier des régions a haut risque pour ralentir voire
endiguer ces deux épidémies.®” Les colts liés au traitement de ces 2 maladies et de leurs
complications sont tellement prohibitifs qu’ils valent que I'on s’attarde sur la question. Les outils de

605

diagnostic sont de plus en plus nombreux : un calculateur du MODY™™, une estimation du risque de

devenir obése pour les nouveaux nés®®, un biomarqueur du risque de diabéte qui est augmenté

jusqu’a 12 ans avant le diabéte®”, des biomarqueurs moléculaires comme les miRNAs®®

, etc. Un
nouveau biomarqueur, I'héme oxygénase 1 (HO-1), est associé au syndrome métabolique et plus
précisément une inflammation chronique et au risque de développer un DT2 chez des patients

obéses.®”

Au-dela de l'intérét prédictif, cette découverte pourrait donner le jour a un possible
traitement, en blogquant HO-1. Outre I'aspect purement récréatif, I'algorithme Cortana de Microsoft a
prédit sans se tromper l'issue de tous les matchs du mondial de football. En effet, les prédictions
dépendent aussi des progres en intelligence artificielle. Par exemple, le superordinateur Watson
d’IBM a réussi a diagnostiquer correctement un cancer des poumons dans 90% des cas contre 50%

610

de réussite pour les médecins.” Ces aides informatiques au diagnostic feront probablement partie

de I'avenir médical.

L'une des pistes les plus prometteuses pour la prédiction est le génome. Si les gwas ont
apporté des avancées majeures dans la compréhension des mécanismes, les SNPs associés au

1L612 |ndirectement se

diabete ou a I'obésité n"augmentent que modestement les scores de risque.
pose la question de I'héritabilité manquante : comment expliquer que la génétique ait un impact
majeur, dans les études de jumeaux par exemple, mais que les SNPs fréquents n’expliquent qu’une
petite partie de I’héritabilité? Plusieurs explications sont possibles. Le calcul de I’héritabilité sur les
jumeaux se base notamment sur les lois de Mendel qui, on le sait maintenant, sont en partie
biaisées. De plus, le calcul ne peut pas étre exact a cause des interactions génes-environnement ce
qui explique en partie les différentes estimations selon les études. D’autre part, I’héritabilité n’est
gu’une mesure parmi d’autres et le degré d’importance d’un variant génétique dépend de la mesure
utilisée.®”® Une autre explication se situe dans I’hypothése méme derriére les gwas : des maladies
telles que le diabéte et I'obésité sont fréquentes, donc des variants fréquents doivent en étre la
cause. Cette hypothése rendait I'approche possible via les puces a ADN, mais elle excluait tous les
variants avec une MAF<5%. Dorénavant, avec |'arrivée des nouvelles techniques de séquencage, on
peut prendre en compte ces variants plus rares. Les variants a découvrir dépendent grandement de
la population étudiée et on peut voir par exemple un enrichissement d’une mutation fonctionnelle
dans HNF1A pour une population latino®* avec un DT2 ou dans TBC1D4 chez des groenlandais™®.
D’autres éléments n’ont pas été analysés dans les puces a cause de la technique en elle-méme. Par
exemple, il existe un certain nombre de zones du génome non couvertes par les tagSNPs et on ne
peut pas analyser les petits CNVs et des éléments répétés comme les microsatellites®™®. Encore
aujourd’hui, le génome humain n’est pas séquencé a 100% et les CNVs requiérent de nouvelles

approches pour étre étudiés, par exemple par la technologie NanoString ou par PCR digitale. Un gros
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travail d’interprétation des SNPs associés dans les gwas reste aussi a faire via des études
fonctionnelles qui exploitent des techniques telles que le ChiP-seq, le FAIRE-seq, le RNA-seq pour
identifier les cis-eQTLs, et des techniques de capture de conformation des chromosomes (3C, 4C, 5C
et Hi-C).

On peut donc s’inquiéter d’initiatives liées a la génomique personnelle (personal genomics)
comme 23andMe qui s’adressent a des particuliers et qui prédisent un risque pour telle ou telle
maladie. On I'aura compris, les limitations techniques sont suffisamment nombreuses pour bannir ou
au moins réglementer ce genre de service. En effet, certaines de ces compagnies vont jusqu’a faire
un séquencage d’exome et surtout a I'interpréter. Une expertise est nécessaire pour étre conscient
des limitations qui sont pour la plupart en phase d’étre résolues. Les variants en mosaique chez les

®16 Ce type de

parents des patients atteints peuvent par exemple étre détectés et analysés en WES.
phénoméne biologique sera davantage analysé dans un futur proche grace a I'essor du séquencage
« single cell ». Le concept est que I'hétérogénéité cellulaire nécessite qu’on séquence différentes
cellules séparément pour comprendre la complexité des échanges. Les premiéres études se sont
focalisées sur le séquencage d’ARN de cellules du systéme immunitaire ou de cellules

617,618

cancéreuses. Cette technique présente aussi une grande utilité pour comprendre le

développement des cellules souches dont le génome semble beaucoup plus instable qu’on ne le

619

pensait jusqu’a présent. D’autres domaines pourraient bénéficier de cette avancée:

I’épigénétique, I'étude du microbiome intestinal, le diagnostic prénatal, la police scientifique, etc.

Si les technologies relatives au séquencage s’améliorent de jour en jour, les outils
bioinformatiques atteignent enfin une certaine stabilité et maturité. En effet, les débuts du NGS se
sont accompagnés du développement d'un nombre trées important de programmes
bioinformatiques, si bien qu’il était difficile d’avoir une visibilité dans ce domaine. Au fur et a mesure,
certains outils sont devenus trés populaires et pour la plupart sont développés par de grands
instituts : BWA et SAMtools développés par le Wellcome Trust Sanger Institute, GATK et PLINK
développés par le Broad Institute, etc. Le nombre d’outils étant déja important, de plus en plus
d’études se penchent sur des comparaisons entre les outils et sur les paramétres a optimiser. Une
étude récente a utilisé une forme rare de lignée cellulaire, CHM1, pour évaluer différents outils.®*
CHM1 est une mdéle hydatiforme qui est le résultat d’'une grossesse molaire ou I'ovocyte n’a pas de
noyau et ou le génome du sperme est dupliqué. Cette lignée est idéale, car tous les variants
hétérozygotes sont forcément des erreurs. Les séquences brutes montrent un taux d’erreurs de 10%
ce qui est tres élevé et étonne méme I'auteur de l'article. Ces erreurs sont partiellement corrigées
par un filtre des régions de faible complexité ou si on croise les résultats de deux pipelines
bioinformatiques différentes. Des solutions plus complexes sont évoquées telles que I'assemblage de
novo ou utiliser un ensemble de génomes. De fagon intéressante, le génome de référence a lui aussi
un impact : les références hs37d5 et GRCh38 donnent un meilleur résultat que GRCh37. La référence
hs37d5, utilisée par le projet 1000 génomes, contient 35.4Mb de séquences qui sont issues de
plusieurs assemblages de novo, mais qui ne sont pas présentes dans GRCh37. La lignée CHM1 a
d’ailleurs servi a résoudre certaines régions présentes dans GRCh38, car certaines régions du génome
sont tellement variables qu’il est impossible de reconstituer une séquence de référence a partir des
deux alleles différents.®®! Les prochaines versions du génome humain utiliseront des résultats de
séquencage du génome humain en 54X sur un PacBio. Certains génes hautement répétitifs, par
822 | "objectif futur

est d’arriver a un génome le plus complet possible appelé « platinum », et pour ce faire, de

exemple MUC5AC, mais aussi les télomeres et centromeres peuvent étre résolus.
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séquencer plusieurs échantillons (d’autres ethnies) et d’utiliser le systéeme optique de la société
BioNano qui permet d’obtenir une structure de I’ADN pour améliorer encore la fiabilité de la
référence. On peut imaginer que d’autres données comme des modifications de bases (méthylation,
hydroxyméthylation, etc.) viendront a étre intégrées par la suite quand des techniques suffisamment
fiables permettront d’obtenir cette information sur le génome entier.

Le projet GENCODE estime a 57820 le nombre de génes et a 20345 le nombre de genes

codant pour une protéine.®”®

Cette complexité est encore plus importante au niveau du
transcriptome ol on compte 196520 transcrits dont 81814 sont codants. Pire encore, le nombre de
génes codants serait variable d’un individu & I'autre, car dépendant des polymorphismes.®** Pres de
40% des génes n’ont pas de fonction pour la protéine associée.®” Certains de ces génes sont dits
orphelins, car ils n’ont aucun homologue parmi les autres espéces animales.®?® Ce probléme de taille
implique potentiellement des biais importants lors de l'interprétation des résultats de WES par
exemple. L’analyse systématique de ces génes « inconnus » passera par I’étude de modeles animaux
(rat, souris, poisson-zebre, Caenorhabditis elegans, etc.) et sera complémentée par la
bioinformatique, la protéomique et la biologie des systemes. La découverte du systeme CRISPR-cas9
chez la bactérie jouera un réle majeur, car cet outil peut étre utilisé pour éditer simplement le

génome.®”’

On peut sérieusement envisager aujourd’hui de réaliser des banques de cellules
inactivées pour chacun des genes et ainsi explorer leurs fonctions, ou encore d’introduire des
628-631 .

1.5%8%31 Les grands projets de

séquencage de génomes humains contribuent aussi a déterminer la fonction des génes. En effet, les

mutations en cis et en trans pour étudier leur impact fonctionne

variants perte de fonction sont une ressource précieuse qui permet a I'image des modeéles animaux
®32 Une étude récente a découvert, par le biais de 150 000 individus

séquencés, que la perte du gene SLC30A8 protégeait du DT2 alors que le phénotype inverse est
633

d’avoir un équivalent KO humain.
observé chez la souris.”” Ce type de découverte permet de valider in vivo une cible thérapeutique en
évitant les biais des études animales. C'est peut-étre de cette fagon qu’on trouvera de vraies
réponses thérapeutiques, en étudiant les variants qui protegent du diabete et de I'obésité. Dans ce
méme sens, on peut imaginer plus d’études qui étudient des phénotypes miroirs, par exemple la
maigreur et I'hypoglycémie, pour trouver des réponses dans les phénotypes opposés. Citons les
génes ABCC8, GCK, HNF1A, HNF4A, KCNJ11 qui peuvent, en fonction des mutations, étre une cause
de diabéte ou d’hypoglycémie. On peut également citer le locus 16p11.2 qui s’il est délété cause une
obésité et s'il est dupliqué cause une maigreur.*”***

Une des questions fondamentales est de comprendre pourquoi les taux de DT2 et d’obésité
sont aussi élevés. En 1962 a été proposée |'hypothése du génotype économe (thrifty gene

hypothesis) d’abord appliquée au diabéte puis étendue a I'obésité.**

Cette hypothése s’inspire de
I'idée de sélection naturelle de Darwin et la base de cette hypothése est que des mutations
auparavant bénéfiques pour la survie sont devenues préjudiciables dans I’environnement actuel. Par
exemple, les périodes cycliques de famine et d’abondance de nourriture auraient favorisé les génes
allant dans le sens du stockage de I'énergie. Inversement, I'hypothése du génotype a la dérive (drifty
gene hypothesis) prétend que I'épidémie résulte d’'une suppression des pressions de sélection liées

636 D’

aux prédateurs. une certaine fagon, une dérive génétique aurait eu lieu favorisant la sélection de

génes qui contrdlent la limite haute du stockage de graisses. En effet, des génes favorisant la vitesse,
I'agilité, I'endurance, la capacité athlétique, et la maigreur ne deviennent plus nécessaires pour
échapper aux prédateurs. Une nouvelle hypothése prend en compte I'impact de la mondialisation,

637

|'évolution démographique de la population et les différences ethniques.”’ La pandémie actuelle
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serait la résultante de facteurs environnementaux qui ont commencé il y a 70 000 ans quand
I’'homme a quitté I’Afrique et a migré a travers le monde. Sur la base des différences ethniques, les
auteurs proposent que |'adaptation aux différents climats soit la véritable cause. Les genes relatifs a
la thermorégulation seraient en cause, un facteur important lors d’un climat tres chaud ou tres froid.
Cela expliquerait pourquoi les taux d’obésité sont les plus bas chez les Caucasiens, les Japonais, les
Chinois et les Coréens et parmi les plus élevés chez les populations africaines. C’est donc peut-étre
en étudiant la génétique des populations d’un point de vue de I’évolution qu’on trouvera des
réponses.®®® Le climat n’est sCirement pas la cause unique. L’exemple du variant dans TBC1D4 qui
augmente significativement le risque de DT2 chez les Groenlandais peut étre la résultante d’'un

changement de régime."*

En effet, ils se nourrissaient a I'origine d’'une majorité de produits issus de
la mer riches en protéines et en graisses, mais pauvres en sucres. On peut imaginer que la
combinaison d’une alimentation riche en sucre et du variant a risque est la cause de I'augmentation
du DT2. Ainsi, une combinaison de facteurs génétiques et environnementaux peut expliquer
I’épidémie de diabete et d’obésité et la question est plus de savoir dans quelle mesure chaque
facteur contribue a ces maladies. Quoi qu’il en soit, la complexité des mécanismes génétiques et la
diversité des facteurs environnementaux seront une source abondante de recherche pour encore de

nombreuses années a venir.
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