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|. PRESENTATION DU TRAVAIL

L'obésité, définie par un exces de masse grasse, est une maladie complexe, multifactorielle
résultant de [linteraction de nombreux facteurs génétiques et non génétiques
environnementaux, en particulier comportementaux (apports énergétiques et activités
physiques). L'expression phénotypique des facteurs génétiques impliqués dans l'obésité
permet de distinguer différentes situations cliniques (obésités monogéniques ou syndromes
génétiques rares, obésités oligogéniques et polygéniques). Dans le cas des obésités
monogeéniques et syndromiques, la précocité et la séveérité de ces obésités sont en faveur d’'une
origine génétique trés peu dépendante de I'environnement. Or, méme si les progres des études
moléculaires ont permis d’identifier quelques genes impliqués dans ces obésités extrémes, a

ce jour, la plupart d’entre elles ne sont pas élucidées.

L’objectif principal de mon travail était de mieux comprendre les facteurs génétiques
impliqués dans l'obésité séveére a deébut précoce. Pour cela, jai réalise 2 études

complémentaires afin d’appréhender cet objectif et de répondre aux questions suivantes:

- Quelle est lIimplication des mutations du gdnEPR dans l'obésité séveéere, en

France ? (approche géne candidat)

- Peut-on identifier de nouveaux genes impliqués dans les obésités syndromiques

précoces avec anomalies du développement ? (approche sans a priori)

I.1. Quelle est I'implication des mutations du gene LEPRans 'obésité sévere ?

Le récepteur de la leptine (LEPR) joue un réle clé dans le contréle de la prise alimentaire, au
sein de la voie leptine-mélanocortines. Quelqgues mutations duLgd?ie ont été décrites

chez des sujets ayant une obésité massive associée a des anomalies endocriniennes. La
prévalence de ces mutations est peu connue et n'a actuellement été estimée que dans 2
populations tres spécifiques marquées par un taux élevé de consanguinite. Méme si les
mutations du genéEPR semblent jouer un réle important dans la survenue des obésités
extrémes, leur fréquence n’est pas connue dans la population obése francgaise. De plus, la prise
en charge des sujets porteurs de mutationd EleR reste difficile, sans thérapeutique
actuellement disponible chez 'homme et avec une perte de poids variable apres chirurgie

bariatrique chez les quelques premiers patients décrits.
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Afin de déterminer I'implication des mutations du gdaePR dans l'obésité sévere en
France, nous avons réalisé une approche ‘géne candidat’ dans une population de 535 sujets
Francais, enfants et adultes, présentant une obésité sévere par séquencagd HiritEre

cas de mutation du geh&PRmise en évidence, j'ai réalisé une caractérisation phénotypique
détaillée des sujets porteurs de mutations a I'état homozygote et des sujets hétérozygotes
apparentés. Enfin, pour évaluer les effets de la chirurgie bariatrique, j'ai étudié I'évolution
pondérale post-chirurgicale des 3 patients porteurs d’une mutation homozygote de LEPR

Cette étude a permis de montrer que les mutation&EB® a I'état homozygote ne sont pas

rares en France (2,24% dans la population francaise étudiée) et qu’elles sont caractérisées par
un phénotype spécifique associant une obésité extréme a début trés précoce, des troubles du
comportement alimentaire (hyperphagie, impulsivité alimentaire) et des anomalies
endocriniennes (hypogonadisme hypogonadotrope, déficit en hormone de croissance). En
particulier, nous avons identifié¢ une nouvelle mutation du ¢&feR Aexon6- 8,partagée

par 6 sujets non apparentés tous originaires de I'lle de La Réunion, suggérant un effet isolat de
cette mutation. La perte de poids aprés chirurgie bariatrique chez les patients homozygotes
était tres variable. Enfin, les sujets hétérozygotes ne présentaient pas de phénotype
intermédiaire, avec une obésité inconstante (80% des sujets), de sévérité variable et sans

anomalies endocriniennes ni impulsivité alimentaire associées.

Ce travail a fait I'objet d’'un article publié dans ‘Journal of Clinical Endocrinology and

Metabolism’ en mai 2015.

ARTICLE: Seven novel deleterioud EPR mutations found in early-onset obesity: a

Aexon6-8 shared by subjects from Reunion Island, Frare suggests a founder effect.

Huvenne H, Le Beyec J, Pépin D, Alili R, Pigeon Kherchiche P, Jeannic E, Frelut ML,
Lacorte JM, Nicolino M, Viard A, Laville M, Ledoux S, Tounian P, Poitou C, Dubern B
Clément K. J Clin Endocrinol Metab 2015; 100: 757-66.

[.2. Peut-on identifier de nouveaux genes impliqués dans les obésités

syndromiques précoces avec anomalies du développement ?

Les obésités syndromiques sont des formes particuliéres d’obésité associant une obésité
sévére a début précoce a des anomalies du développement (retard mental, dysmorphie,

malformations d’organe, atteintes neurosensorielles et/ou endocrinienh@se si les
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progres des études moléculaires ont permis d’identifier quelques genes impliqués dans ces
obésités, a ce jour, la plupart de ces obésités ne sont pas élucidées. Or, la précocité et la
sévérité des obésités syndromiques sont en faveur d'une origine génétique trés peu

dépendante de I'environnement. D’autres anomalies génétiques sont donc probablement en
cause dans ces formes extrémes d’obésité. L’identification de nouveaux genes pourrait ainsi

permettre de mieux comprendre la physiopathologie de cette maladie et les mécanismes de
régulation du poids et d’améliorer la prise en charge des sujets atteints d’obésité.

Afin de rechercher de nouveaux genes impliqués dans les obésités syndromiques avec
anomalies du développement, nous avons choisi une ‘approche sans a priori’ avec analyse par
séquencage d’exome dans une population d’adultes et d’enfants présentant une obésité
syndromique. Dans un premier temps, nous avons constitué une large cohorte de 41 enfants et
de 74 adultes ayant une obésité syndromique. Une caractérisation phénotypique complete et
un prélévement sanguin a visée génétique ont été effectués. Nous avons ensuite analysé
'ensemble des données phénotypiques de cette cohorte dans le but de sélectionner des
patients obeses ayant un phénotype clinique et biologique le plus similaire possible. Huit
patients (3 enfants et 5 adultes) présentant une obésité a début précoce (avant 'age de 6 ans)
et sévere (Z-score de I'IMC (indice de masse corporelle) > +3 DS (déviation-standard)),
associée a un retard mental et une impulsivité alimentaire et sans autre anomalie génétique
préalablement identifiée ont été sélectionnés. Afin d’augmenter la capacité discriminative de
détection des anomalies moléculaires, des trios composés du patient atteint dobésité
syndromique et de ses 2 parents sains ont été recrutés. Enfin, une technique de séquencage
d’exome a haut débit a été réalisée chez ces 8 trios. Les données générées ont été analysées
selon 3 modeles génétiques: les modeéles récdssifpvo et hétérozygote composite.

Cette étude a permis de mettre en évidence, dans le numlélevo, des variants localisés

dans des genes impliqués dans 4 voies physiopathologiques principales: 1) la voie de la
neurogénése avec des genes intervenant dans la transformation des fibroblastes en neurones
fonctionnels, la croissance neuronale, la polarité cellulaire des neurones ou la différentiation

des neurones; 2) la voie physiopathologigue de [I'excitabilité neuronale et de la

neurotransmission qui semble jouer un réle dans la plasticité synaptique et dans les fonctions

cognitives supérieures, telles que la capacité a discriminer, a sélectionner et a exécuter ; 3) la

voie du remodelage de la chromatine qui en cas d'altération peut provoquer des

dysfonctionnements au niveau cérébral et neurologique ; et enfin 4) la voie de signalisation

NOTCH qui intervient entre autres dans la morphogénéese du corps ciliaire.
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En particulier, un variant du gemdYT1L (myelin transcription factor 1-like) a été mis en
évidence chez un proband. Ce géne code pour un facteur de transcription neuronal intervenant
dans la transformation des fibroblastes en neurones fonctionnels. L'expresMof tleest

tres importante dans le cerveau en développement mais aussi dans le cerveau adulte. Chez
’lhomme, des délétions de ce gene ont été mises en évidence chez des patients présentant une
obésité centrale associée a une déficience intellectuelle [1-4]. L&W)ERHE_nous paraissait

donc étre un bon candidat dans I'obésité syndromique.

Afin de confirmer I'implication deMYTL1L, nous avons réalisé un génotypage par la méthode
TagMan® Mutation Detection Assays (Applied Biosystems) pour la mutation identifiee dans
plusieurs groupes de sujets (sujets ayant une obésité syndromique ; enfants ayant une obésité
commune sans déficience intellectuelle ; enfants de corpulence normale et sans déficience
intellectuelle). Ce génotypage a montré que le varianMd@ 1L était un polymorphisme
puisqu'il était identifié a I'état hétérozygote chez 11,8% des 43 sujets ayant une obésité
syndromique, 19,7% des 178 enfants et adolescents ayant une obeésité commune sans
déficience intellectuelle et 6,7% des 195 enfants et adolescents de corpulence normale. Les
études statistiques n’ont mis en évidence aucune association significative entre le génotype de
MYTILL et le phénotype, clinique et paraclinique, des sujets des trois cohortes étudiées.
Toutefois, la probabilité d’avoir un IMC normal, pour I'age et le sexe, était plus élevée chez
les sujets ne présentant pas le varianMd 1L, en comparaison aux sujets hétérozygotes

(p=0,0003), suggérant le réle potentiel de MYdahs le développement de I'obésite.

Afin d’explorer la pertinence des autres variants mis en évidence par le séquencage d’exome,
nous avons comme perspective de réaliser un séquencage des autres genes, dans une cohorte
de sujets présentant une obésité syndromique et dans une population de sujets témoins non

obeses, dans le but d’essayer de confirmer leur implication dans ce type d’obésité.
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II. INTRODUCTION
[I.1. Obésité infantile: généralités
[1.1.1. Définition

L’'obésité est définie par un exces de masse grasse et résulte d'un déséquilibre prolongé de la
balance énergétique. Elle est devenue un probleme de santé publiqgue en raison de
'augmentation de sa prévalence depuis les années 60 et de ses complications a court et moyen
termes. L'obésité est une maladie complexe et multifactorielle, résultant de l'interaction de
nombreux facteurs génétiques et non génétigues environnementaux, en particulier

comportementaux (apports énergétiques et activités physiques) [5].

L'obésité est appréciée par le calcul de l'indice de masse corporelle (IMC ; en anglais body
mass index ou BMI) ou indice de Quételet selon la formule suivante: poids (en kilogrammes)
divisé par la taille au carré (en metre carré). Pendant longtemps, chez l'enfant, I'obésité a été
définie par un IMC supérieur au 9Fercentile pour I'age et le sexe selon des courbes établies

a partir d'un échantillon représentatif d'enfants francais [6]. Cette définition était peu
satisfaisante car elle était fondée sur la distribution de I'lMC dans une population pédiatrique
et ne tenait pas compte du risque de surmorbidité et de surmortalité lié a I'obésité, comme
c'est le cas chez l'adulte. En effet, chez l'adulte, la surcharge pondérale et I'obésité sont
définies par des IMC supérieurs a, respectivement, 25 et 30 kg/m2 car ces valeurs
correspondent a un risque relatif de mortalité devenant significativement supérieur a 1 et
rapidement croissant. Secondairement, en 2000, des courbes d'IMC basées sur le risque
d'aboutir aux valeurs de 25 et de 30 kg/m? a I'age de 18 ans (appelées respectivement courbes
IOTF 25 et IOTF 30) ont été établies par I'International Obesity Task Force (IOTF) a partir de
données recueillies dans plusieurs pays [7]. La courbe Upe®dentile initialement utilisée

en France est pratiqguement superposable a la courbe IOTF 25. Deux degrés d’obésité ont pu
étre définis en fonction de la courbe IOTF 30. On parle de surpoids (degré 1) pour un IMC
supérieur au $7percentile et inférieur a la courbe IOTF 30 ; et d’obésité (degré 2) pour un
IMC supérieur a la courbe IOTF 30 (Figure 1, page 25). Ces courbes sont maintenant

présentes dans tous les carnets de santé.

Les courbes d’'IMC permettent aussi de déterminer I'age du rebond d’adiposité. En effet, il
existe une augmentation physiologique de la masse grasse, et donc de I'IMC, dans la premiére
année de vie suivie d’'une diminution jusqu'a I'dge de six ans puis enfin d’'une nouvelle

augmentation progressive jusqu’a la fin de la croissance [6]. Cette ré-ascension de la courbe
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vers I'age de six ans définit I'age de rebond d’adiposité, qui est trés souvent plus précoce chez
les enfants obeses (vers 2-3 ans). Le rebond prématuré de I'MC marque le véritable début de
l'obésité, c'est-a-dire lI'expression phénotypique initiale de sa prédisposition constitutionnelle.
Cependant, dans certaines obésités séveres, le rebond de I'MC peut étre absent, I'MC
s'accroissant sans discontinuer depuis la naissance.
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Figure 1: Courbe de corpulence chez les garcons de 0 a 18 ans établie a partir de la définition

internationale de I'International Obesity Task Force (IOTF).

Le surpoids (degré 1) est défini par un indice de masse corporelle (IMC) supériedr au 97
percentile et inférieur a la courbe IOTF 30 ; l'obésité (degré 2) est définie par un IMC
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I1.1.2. Prévalence

L'obésité infantile constitue I'un des plus grands défis pour la santé publique &®XXI
siécle. A I'échelle mondiale, le nombre de cas d’obésité a doublé depuis 1980. Auparavant, le
surpoids et l'obésité étaient considérés comme des problemes spécifiques des pays
industrialisés, mais ils augmentent actuellement spectaculairement dans les pays émergents a
faible ou moyen revenu, essentiellement en milieu urbain. D’aprées 'OMS (Organisation
Mondiale de la Santé), en 2014, dans le monde, le surpoids concernait 1,9 milliards de
personnes de 18 ans et plus, parmi lesquelles plus de 600 millions étaient obéses. Ainsi, 35%
des adultes dans le monde sont atteints d’obésité ou de surpoids. Les complications associees,
en particulier le diabéte et les maladies cardiovasculaires, entrainent le déces d’au moins 2,8
millions de personnes chaque année. En 2013, le surpoids concernait pres de 43 millions
d’enfants de moins de 5 ans, pres de 35 millions vivant dans des pays en développement et 8
millions dans des pays développés, avec des prévalences quasiment similaires chez les filles

et les garcons [8].

En France, une augmentation franche de la prévalence de I'exces de poids a été notée depuis
les années soixante. Ainsi, chez l'adulte, la prévalence de I'obésité était de 8,5% en 1997,
10,1% en 2000 puis 14,5% en 2009 pour atteindre 16% en 2013. Chez I'enfant, méme s'il
n'existe pas d’estimations nationales antérieures aux années 90, un certain nombre de données
régionales sont disponibles et ont montré que la prévalence de I'exces de poids a été
multipliée par 5 a 6 depuis les années 60. Ainsi, elle était de 3%, par définition chez les
enfants de 5-12 ans en 1965 au moment de I'établissement des courbes d'IMC, puis est passée
a 5,1% en 1980 pour atteindre 10-12% en 1996 puis 16% en 2000 et actuellement 18 % dans
cette tranche d’age (16% des garcons et 19% des filles). Aux Etats-Unis, elle est estimée a 20-
25% en fonction des états. Toutefois, il est important de noter que, depuis 2003 aux Etats-

Unis et depuis 2008 en France, la progression de I'obésité tend a se stabiliser.

En revanche, dans les pays émergents ou en voie de développement, on dénombre 115
millions d’obeses et la prévalence de I'obésité ne cesse d’augmenter. Le taux d’augmentation

du surpoids et de I'obésité chez les enfants d’age préscolaire était supérieur de plus de 30% a
celui des pays développés. En Chine, la prévalence de I'obésité a augmenté de plus de 28 fois

entre 1985 et 2000. La Chine est en 2013 le deuxieme pays du monde touché par I'obésité [8].
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[1.1.3. Complications a moyen et long terme

Contrairement a l'adulte, les complications somatiques chez I'enfant obese sont rares et ont
pour la plupart peu de conséquences immeédiates. Certaines d’entre elles nécessitent cependant
d’étre dépistées et prises en charge le plus précocement possible (complications respiratoires
telles que syndrome d’apnées du sommeil, asthme ; complications orthopédiques comme

I'épiphysiolyse de la téte fémorale notamment) [9, 10].

Les anomalies métaboliques sont aussi décrites [11, 12]. Quelque soit la définition utilisée
pour linsulinorésistance, elle atteint environ la moitié des enfants et adolescents obeses.
L'importance de la masse grasse abdominale, associée a l'inflammation de bas grade,
augmente le risque de survenue de l'insulinorésistance, en particulier en cas de susceptibilité
génétique, familiale ou ethnique [13, 14]. La fréquence des troubles glucidiques reste faible
chez l'enfant et l'adolescent obéses (3,6% d'intolérance au glucose et 0,5-1%
d’hyperglycémie a jeun) [13, 14]. Selon les définitions choisies et les populations étudiées, la
prévalence totale du syndrome métabolique est tres variable, allant de 3,6 & 34,5% des enfants
et adolescents obeses [12, 14, 15].

La majorité des enfants et adolescents obeses deviennent des adultes obeses. En effet, plus de
la moitié des enfants obeses de 6 ans et 70 a 80 % des enfants de plus de 10 ans restent obeses
a I'age adulte, alors que seuls 10 % des enfants du méme age et de poids normal le deviennent
[16]. L'obésité a d’ailleurs d’autant plus de risque de persister a I'age adulte gu’elle se
prolonge durant I'enfance et/ou qu’il existe une obésité parentale [16, 17]. Or, I'existence de
'obésité a I'age adulte augmente le risque de complications ou de comorbidités (syndrome
métaboliqgue, maladies cardiovasculaires, diabéte de type 2 et ses complications associées
rénales et rétiniennes, apnées du sommeil,...) [18, 19]. La perte de poids pourrait protéger
contre l'apparition de ces complications et réduire la mortalité. Cependant, la prise en charge
par des programmes de régimes restrictifs et contrélés associés a de l'activité physique n'a
pas montré d’effets bénéfiques a long terme, chez l'adulte, en cas d'obésité sévere. La
chirurgie bariatrique (bypass gastrigue, anneau gastrique ou gastroplastie verticale) est par
contre associée a une reduction a long terme de la mortalité globale et réduit I'incidence du

diabéte, des maladies cardiovasculaires et du cancer [20].

Il semble donc indispensable de mettre en évidence les mécanismes physiopathologiques
intervenant dans I'obésité, en particulier les facteurs précoces, afin de mettre en place des
mesures thérapeutiques, mais aussi préventives, les mieux adaptées, le plus précocement

possible.
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[1.2. Contréle de la balance énergétique

L'obésité résulte d'un déséquilibre prolongé de la balance énergétique. L'exces d'énergie en
cas de balance énergétique positive est alors stocké dans le tissu adipeux sous forme de
triglycérides. L’adéquation exacte entre la dépense énergétique totale et un apport énergétique
approprié repose sur un systeme intégratif complexe dans lequel interviennent des signaux
multiples et des interactions & médiations nerveuses, humorales et hormonales entre le
systeme nerveux central (SNC), en particulier I'nypothalamus, et les tissus périphériques (en
particulier, les tissus adipeux, musculaire et hépatique). La prise alimentaire peut donc étre
considérée comme une réponse intégrée complexe. L’instant ou nous mangeons est
généralement déterminé par des habitudes, commodités ou opportunités et les repas sont
précédés par la sécrétion de nombreuses hormones (ghréline, cholécystokinine (CCK),...) qui
préparent le tube digestif a un apport calorique. La quantité que nous mangeons, quant a elle,
est déterminée par des hormones sécrétées en réponse aux nutriments ingérés (insuline, GLP-
1 (glucagon-like peptide-1),...) et par la leptine, hormone d’adiposité corrélée a la masse
grasse, indicateur de la réserve énergétique permettant la régulation du poids corporel a long
terme. De plus, tous ces signaux qui contrélent la prise alimentaire interagissent avec de
nombreux facteurs non homéostatiques, tels que la palatabilité, le stress, le contexte

psychologique et les influences sociales [21].

De nombreuses molécules de type «signal » renseignent le cerveau sur I'état des stocks
énergeétiques. Ces principaux signaux peuvent étre classés en deux catégories: 1/ ceux qui
jouent un réle a court terme, principalement le glucose et les hormones gastro-intestinales
(CCK, ghreéline,...), qui sont surtout impliqués dans le déclenchement ou I'arrét du repas ; 2/

ceux qui agissent a plus long terme comme linsuline et la leptine qui vont moduler les

réponses induites par les précédents. L'intégration de ces signaux aboutit a la production de
réponses physiologiques spécifiques et coordonnées ayant pour but de réguler la balance

energétique grace a la modulation de I'appétit et de la dépense énergétique [22].

Les cellules endocrines gastro-intestinales sécretent des hormones de satiété en réponse a la
consommation d'aliments et a la digestion. Ces hormones suppriment la sensation de faim a
I'aide principalement de circuits du cerveau postérieur qui gouvernent le comportement
alimentaire, repas par repas. Par contraste, I'hypothalamus integre des signaux d'adiposité qui
régulent la balance énergétique a long terme et le poids corporel [23]. Tout déséquilibre de

cette balance va entrainer la mise en jeu de systemes, anaboliques ou cataboliques, de
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régulation de la prise alimentaire et de la dépense énergétique par l'intermédiaire de circuits
neuronaux hypothalamiques variés ayant pour objectif le rééquilibrage de la balance
énergétique [24, 25] (Figure 2, page 30). Dans I'hypothalamus médiobasal, élément
fondamental de contrdle de la balance énergétique, et plus précisément dans le noyau arqué, il
existe au moins 2 populations majeures de neurones qui régulent I'appétit et la dépense
énergétique: les neurones POMC/CART (proopiomélanocortine/cocain- and amphetamine-
related transcript) et les neurones NPY/AGRP (neuropeptide Y/agouti-related protein). Ces
deux populations neuronales sont dimportants intégrateurs des signaux hormonaux et
neuronaux meétaboliquement signifiants et agissent de fagcon antagoniste pour influencer la
balance énergétique. Les neurones NPY/AGRP sont de puissants stimulateurs de la prise
alimentaire, tandis que les neurones POMC/CART sont des agents anorexigenes [26]. Ces 2
populations neuronales constituent dgstéme meélanocorting en association avec leurs
neurones cibles situés en aval et exprimant les récepteurs aux mélanocortines de type 4 et 3,

MC4R et MC3R (melanocortin receptor type 4 et 3).
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Figure 2: Contr6le de la balance énergétique (d’apres [24]).

Les signaux d’adiposité (leptine, insuline) et ladjine informent I'’hypothalamus sur I'état
des stocks énergétiques. Ce dernier integre ces informations et module la prise alimentaire et
la dépense énergétique par I'intermédiaire de systemes effecteurs. Les signaux d’adiposité ont

un effet anorexigene. La ghréline a I'effet inverse.

[1.2.1. Les signaux d’adiposité

Les signaux d’adiposité sont des hormones dont la sécrétion est proportionnelle au niveau de
graisse corporelle. lls ont pour but de renseigner I'hypothalamus sur I'état des stocks
énergétiques. Il s’agit principalement de la leptine et de l'insuline. Ces 2 hormones agissent
sur des récepteurs spécifigues au niveau des neurones hypothalamiques et engendrent une

nette action catabolique [21].

a. La leptine

La découverte de la leptine, produit du gene ob (obese, mouse, homolog of), en 1994, a ouvert

une nouvelle dimension dans la compréhension de la régulation centrale de la balance
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énergétique [27]. La leptine est une adipokine, hormone sécrétée par I'adipocyte du tissu
adipeux blanc, qui circule dans le sang et agit au niveau du systeme nerveux central. Elle est
la principale hormone impliquée dans le contrdle & long terme de la prise alimentaire et de la
dépense énergétique et a une action anorexigene. Sa production et sa concentration
plasmatique sont corrélées a la quantité corporelle de masse grasse et a la taille cellulaire
adipocytaire et refletent donc I'état des réserves énergétiques [28, 29]. Quand la masse grasse
diminue, les concentrations plasmatiques de leptine diminuent, ce qui stimule I'appétit et
réduit la dépense énergétique jusqu'a ce que la masse grasse soit restaurée. En cas
d’augmentation des réserves énergetiques, et donc de la masse grasse, les concentrations de
leptine augmentent, ce qui inhibe I'appétit jusqu’a ce que I'excés de poids soit reperdu. Ce
systeme entretient le contrdle homéostatique de la masse du tissu adipeux.

La leptine véhicule des informations sur le statut énergétique de I'organisme, atteint le SNC et
agit au niveau de I'hypothalamus, en particulier du noyau arqué, par l'intermédiaire de son
récepteur spécifique, LEPR (leptin receptor), appartenant a la classe | de la famille des
récepteurs aux cytokines. La fixation de la leptine & son récepteur induit une inhibition de
'appétit (Figure 3, page 32). Une des voies principales de signalisation de la leptine est la
phosphorylation activatrice du facteur de transcription STAT3 (signal transducer and activator
of transcription 3), ce qui stimule I'expression du gB@MC et inhibe I'expression du gene
AGRP [29, 30]. De plus, la leptine, tout comme [linsuline, active la PI3K
(phosphatidylinositol-3-kinase) au niveau des neurones POMC du noyau arqué responsables

d’'une diminution de la prise alimentaire [26, 31].

L’invalidation du gene de la leptinkEP) ou de son récepteutEPR), respectivement chez

les sourisob/ob etdb/db, est responsable d’'un tableau d'obésité sévere avec hyperphagie,
réduction de la dépense énergétique et anomalies endocriniennes (hypogonadisme) [27, 32].
Le traitement par leptine chez les sowtigobcorrige le phénotype d’obésité, en diminuant la

prise alimentaire et en augmentant la dépense énergétique, et l'infertilité [33]. Or, la plupart
des patients obéses (obésité commune) ont une résistance a la leptine, qui est caractérisée par
'incapacité de concentrations circulantes élevées de leptine a exercer leurs actions centrales
anorexigenes, ce qui empéche l'utilisation de la leptine comme approche thérapeutique dans

'obésité commune [22].

En plus du tissu adipeux, la leptine est également produite par le placenta, les ovaires, le
muscle squelettique, I'estomac, les cellules épithéliales mammaires, la moelle osseuse,

I'hnypophyse et le foie. Ses concentrations sériques présentent des modifications significatives
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en fonction du stade de développement pubertaire [34]. La leptine posséde d’autres effets
biologiques périphériques puisqu’elle intervient dans la régulation du métabolisme osseux, de

la croissance staturaleju systeme immunitaire, de l'angiogénése et de la fonction
gonadotrope, mais aussi probablement dans la cognition et la mémoire [35, 36]. Elle joue
également un role dans la croissance des axones du noyau arque, dans la synaptogénése et la
neurogénese et dans la modulation des entrées excitatrices et inhibitrices du noyau

paraventriculaire de I'hypothalamus (NPV) [37].

Diminution de la prise alimentaire Augmentation de la dépense énergétique

Noyau
paraventriculaire

Noyau
ventromeédian

NOVEU arg ué neurones neurones
NPY POMC

Leptine

Adipocyte

Figure 3: Voie de signalisation leptine-mélanocortines.

La leptine active les neurones POMC (proopiomélanocortine) dans le noyau arqué de
I’hypothalamus qui produisent aloredMSH (a-melanocyte stimulating hormone).d-MSH

active le récepteur MC4R (récepteur de type 4 aux mélanocortines) dans le noyau
paraventriculaire aboutissant a un signal de satiété. Un autre groupe de neurones exprimant
NPY et AGRP produisent des molécules agissant comme de puissants inhibiteurs du signal
MCA4R.
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AGRP: agouti-related protein ; BDNF: brain-derived neurotropic factor ; LEPR: leptin
receptor ;a-MSH: a-melanocyte stimulating hormone ; NPY: neuropeptidie POMC:
proopiomélanocortine ; SIM1: single-minded homolog 1 ; TRKB: tyrosine kinase receptor B

b. L'insuline

L’insuline est traditionnellement associée au métabolisme glucidigue mais elle agit également
comme un signal anorexigéne dans le SNC. La seécrétion d'insuline par les cellules 3
pancréatiques est dépendante de la glycémie a court terme et du degré d'adiposité a long terme
[38]. Comme la leptine, mais avec un effet moindre, I'absence d’insuline est associée a une
hyperphagie. Par contre, I'administration chronique intracérébroventriculaire (ICV) d’'insuline
chez I'animal induit une baisse significative de la prise alimentaire, aboutissant a une perte de
poids [39].

L’insuline agit par liaison a son récepteur spécifique (IS-R, insulin receptor), qui est exprimé
dans I'hypothalamus et présente une localisation commune avec les neurones POMC et
AGRP. Cette liaison entraine l'activation de voies effectrices en aval, telles que la PI3K
comme la leptine, responsable d’'une réduction de I'expression du neuropeptide NPY et une
augmentation de I'expression de POMC dans le noyau arqué ce qui engendre une diminution

de la prise alimentaire [40].

La leptine et [linsuline régulent également [lactivit¢ de IAMPK (5 adenosine

monophosphate-activated protein kinase) qui joue un rdle central dans la régulation
hypothalamique de 'homéostasie énergétique [41]. Ces 2 hormones inhibent TAMPK et ses
cibles en aval dans I'hypothalamus, ce qui est nécessaire pour leur action sur la prise

alimentaire [42].

[1.2.2. Les autres signaux périphériques

Parallelement a l'insuline et a la leptine, le systeme nerveux central recoit d’autres signaux
périphériques provenant du tube digestif et du tissu adipeux lui permettant une adaptation de

la prise alimentaire a court terme (rythme et fréquence des repas).

a. La ghréline
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La ghréline est sécrétée principalement par la paroi gastrigue et est la seule hormone
orexigene circulante. Sa sécrétion augmente en période de jeline, avec un pic environ 30
minutes avant le repas, puis est interrompue aprés le repas [43]. Chez l'animal, son
administration centrale et périphérique entraine une augmentation dose-dépendante de la prise
alimentaire et par conséquent de I'adiposité et du poids corporel [44]. De méme, la ghréline

stimule I'appétit chez I'hnomme [45].

La ghréline exerce ses actions biologiques sur la balance énergétique par I'intermédiaire de
son récepteur GHS-R (growth hormone secretagogue receptor) qui est exprimé dans les
neurones AGRP du noyau arqué de I'hypothalamus. Elle stimule la transcription de NPY et
AGRP, augmente le nombre de synapses stimulatrices des neurones AGRP et a l'inverse
augmente le nombre de synapses inhibitrices des neurones POMC [44, 46]. Elle engendre
donc une augmentation de I'expression du neuropeptide NPY et un blocage de [leffet

anorexigene de la leptine [44, 47].

b. Autres signaux périphériques

D’autres signaux, sécrétés en particulier par les cellules du tube digestif, communiquent des
informations sur le statut de la balance énergétique au SNC, principalement a I'hypothalamus.
lls sont impliqués dans le contrble a court terme de la prise alimentaire, surtout en diminuant
le signal hypothalamique orexigéne et en augmentant le signal anorexigéne mais aussi en
agissant sur la vidange gastrique, la sécrétion gastrique acide ou la motilité intestinale. Ils ne

jouent qu’un réle mineur dans le contrdle a long terme de la balance énergétique.

Il s’agit, entre autres, de la cholécystokinine, des peptides PP (polypeptide pancréatique) et
PYY(3-36) (peptide tyrosine-tyrosine(3-36)), de I'oxyntomoduline (OXM) ou du GLP-1 [48-
50] (Tableau 1, page 35).

L’'adiponectine est, quant a elle, une adipokine produite par les adipocytes du tissu adipeux.
Elle est secrétée en proportion inverse a la graisse corporelle. Sa sécrétion est stimulée par

l'insuline. Son action au niveau du SNC a pour but d’augmenter la dépense énergétique [21].
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Tableau 1: Peptides issus du tube digestif jouant un réle dans le contrble a court terme de la

prise alimentaire (d’aprés [49, 50]).

Peptide Type cellulaire Effet sur la prise alimentaire
Amyline Cellules B pancréatiques !
APO-AIV Entérocytes !
Bombeésine/GRP Estomac !
CCK Cellules | (duodénum, jéjunum) !
Entérostatine Pancréas exocrine !
Ghréline Estomac (fundus) 1
GLP-1 Cellules L (iléon, colon) !
Glucagon Cellules apancréatiques !
Insuline Cellules 3 pancréatiques !
Leptine gastrique Estomac (fundus) !
NAPE Intestin gréle !
Oxyntomoduline Cellules L (iléon, colon) !
PP [I6ts pancréatiques !
PYY(3-36) Cellules L (iléon, colon) !

APO-AIV: apolipoprotéine A IV ; CCK: cholécystokinine ; GLP-1: glucagon-like peptide-1 ;
GRP: gastrin releasing peptide ; NAPE: N-acylphosphatidyléthanolamine ; PP: polypeptide
pancréatique ; PYY(3-36): peptide tyrosine-tyrosine(3-36)
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[1.2.3. Le systeme mélanocortine

Les différents signaux périphériques (leptine, insuline, ghréline,...) agissent au niveau du
systeme nerveux central, en particulier au niveau de I'hypothalamus et de son noyau arqué qui
joue un role clé dans lintégration de ces signaux dans le but de réguler I'noméostasie
énergétique [38]. Le noyau arqué est situé sous le planchei"8uedtricule et sa partie
inférieure est en dehors de la barriere hémato-méningée, cette localisation privilégiée lui
permettant d'étre le premier ‘senseur’ des signaux peériphérijugmntient en particulier

deux types de neurones qui jouent un role clé dans le contréle de la prise alimentaire et de
I'homéostasie énergétique: 1/ les neurones orexigenes NPY/AGRP qui, lorsgu’ils sont activés,
conduisent a augmenter la prise alimentaire et a diminuer la dépense énergétique ; et 2/ les
neurones anorexigenes POMC/CART qui au contraire conduisent a diminuer la prise
alimentaire et a augmenter la dépense énergétique [28]. La leptine et I'insuline, mais aussi la
ghréline, agissent au niveau de ces deux populations neuronales qui expriment leurs
récepteurs spécifiques (LEPR, IS-R et GHS-R respectivement). La leptine et l'insuline
stimulent les neurones anorexigénes et inhibent les neurones orexigénes aboutissant a une
diminution de la prise alimentaire, tandis que la ghréline a l'effet inverse. Les neurones
POMC et AGRP sont donc tous les 2 capables de réagir aux nombreux signaux d’origine
périphérique (leptine, insuline, ghréline) mais aussi centrale (NPY, GABA (acide
aminobutyrique), sérotonine et mélanocortine) en modulant leur activité électrique ce qui
influencera la libération de neuropeptides et de neurotransmetteurs qui au final réguleront la
prise alimentaire et la dépense énergétique [22] (Figure 4, page 37). Ces circuits neuronaux
hypothalamiques, associés aux neurones cibles en aval exprimant les récepteurs aux
mélanocortines MC3R et MC4R, constituensysteme meélanocortineet jouent un role clé

dans le contr6le de la balance énergétique [51, 52].
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Figure 4: Intégration des signaux périphériques au niveau du systeme nerveux central.

Les signaux périphériques informent le systéeme nerveux central, et en particulier le noyau
arqué hypothalamique, de I'état des stocks énergétiques. Ces informations sont intégrées puis
entrainent une modulation de I'activité de plusieurs populations neuronales impliquées dans le

contréle de la balance énergétique.

AGRP: agouti-related protein ; BDNF: brain-derived neurotrophic factor ; CART: cocain- and
amphetamine-related transcript ; CCK: cholécystokinine ; CRH: corticotrophin releasing
hormone ; GLP-1:. glucagon-like peptide-1 ; HDM: hypothalamus dorsomédian ; HVM:

hypothalamus ventromédian ; MCH: melanin concentrating hormone ; MSH: melanocyte
stimulating hormone ; NHL: noyau hypothalamique latéral ; NPV: noyau paraventriculaire ;
NPY: neuropeptide Y ; OXM: oxyntomoduline ; PP: polypeptide pancréatique ; PYY: peptide

tyrosine-tyrosine ; TRH: thyrotropin releasing hormone
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Le chef de file du systeme mélanocortine est POMC. La proopiomélanocortine est une
prohormone qui est clivée, par des proconvertases (PCl et 2), en différents
peptides biologiquement actifs dans I'hypothalamus: les mélanocortmesp-( y-MSH
(melanocyte stimulating hormone) et ACTH (adrénocorticotrophine)) ef-tgsdorphines

[53]. Les peptides issus du clivage de POMC agissent ensuite sur les récepteurs aux
mélanocortines dont il existe cing types: MC1R a MC5R. Au niveau de la peau, les
mélanocortines jouent un réle clé dans la pigmentation via MC1R. L’ACTH agit par
l'intermédiaire de MC2R au niveau de I'hypophyse antérieure et est un facteur-clé de I'axe
corticotrope. Au niveau de I'hypothalamusydMSH influence I'appétit et le comportement
alimentaire via son action sur les récepteurs MC3R et surtout MC4R. Enfin, MC5R,
d’expression plus ubiquitaire, joue un roéle dans la sécrétion des glandes exocrines [51, 53]

(Figure 5, page 38).

PC2 PC2 PC2 PC2

T ! l
] |

N-terminal peptide y-LPH R-Endo

L=

JP TH
MSH
[y re— e
3 L% Lw%‘i Lo,%’ ey
&

MC2R MC1R MC5R MC4R MC3R
Surrénale Mélanocytes Glandes Hypothalamus Hypothalamus
exocrines

Figure 5: Sites d’action des principaux peptides issus du clivage de la proopiomélanocortine
(POMC).

L’ACTH (adrénocorticotrophine) agit au niveau de MC2R et joue un rble-clé dans l'axe
corticotrope. L’ACTH, la y-LPH (y-lipoprotein hormone) et d-MSH (a-melanocyte
stimulating hormone) ont un réle dans la pigmentation via MC1R.-MSH agit au niveau

de 'hypothalamus via MC4R et MC3R.

B-Endo:B-endorphines ; JP: joint peptide ; MC1-5R: récemewx mélanocortines de type 1

a 5 ; MSH: melanocyte stimulating hormone ; PC2: proconvertase 2
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MC4R possede un rdle central dans le systeme mélanocortine et par conséquent dans
’lhoméostasie énergétique [54]. C’est un récepteur couplé a la protéine G, composé de 7
domaines transmembranaires. L’activation de MC4R paMSH induit une baisse de
l'appétit et de la prise alimentaire alors que 'AGRP est un agoniste inverse de MC4R
entrainant un effet orexigéne [55, 56]. La variation du rappeMSH/AGRP au niveau
hypothalamique est donc responsable de la modulation de la prise alimentaire médiée par
MC4R [24]. Le role de MC3R dans le contrdle de la prise alimentaire est a ce jour moins bien
établi que celui de MC4R [51, 57].

Au niveau du noyau arqué de I'hypothalamus, les signaux d’adiposité (leptine, insuline) se
fixent sur leurs récepteurs spécifiques exprimés par les neurones POMC/CART, stimulent la
synthese de POMC et parallelement inhibent la synthése de NPY et ’AGRP [gR2ghig

6, page 40). ld-MSH et I'AGRP, tous deux produits dans le noyau arqué, exercent leurs
actions antagonistes au niveau des neurones du noyau paraventriculaire en modulant I'activité
du récepteur MC4R. De plus, au sein du noyau arqué, les neurones NPY/AGRP se projettent
sur les neurones POMC/CART et modulent leur activité par lintermédiaire du
neurotransmetteur GABA [58, 59]. Ainsi, la leptine a deux actions au niveau du noyau arqueé:
1/ stimulation des neurones POMC et inhibition des neurones NPY/AGRP par I'intermédiaire
de sa fixation sur LEPR ; mais aussi 2/ inhibition de la libération de GABA par les neurones
NPY se projetant sur les neurones POMC avec ainsi stimulation de ces derniers [60, 61].
L’action de la ghréline, quant a elle, sur la prise alimentaire et la balance énergétique est
meédiée par les neurones AGRP. La ghréline dépolarise les neurones AGRP et augmente le

nombre de synapses inhibitrices GABAergiques sur les neurones POMC [62, 63].
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Figure 6: Réle du systéme mélanocortine dans le contrdle de la balance énergétique.
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Balance énergétique

Les signaux d’adiposité (leptine et insuline) et la ghréline se lient sur leurs récepteurs
spécifigues au niveau des neurones POMC/CART et des neurones NPY/AGRP du noyau
arqué. La variation du rappaaMSH/AGRP au niveau de I'hypothalamus module I'atévi

de MC4R. Ce dernier régule l'activité de plusieurs populations neuronales en aval qui
agissent sur les systemes effecteurs modulant la balance énergétique.

AGRP: agouti related protein ; CRH: corticotrophin releasing hormone ; GH-R: récepteur de
la ghréline ; HL: hypothalamus latéral ; 1S-R: récepteur de I'insuline ; LepR: récepteur de la
leptine ; MCH: melanin concentrating hormone ; MC4R: récepteur de type 4 aux
mélanocortines ;a-, B-MSH: a-, B-melanocyte stimulating hormone ; NPV: noyau
paraventriculaire ; NPY: neuropeptide Y ; Ox: orexines ; PA: prise alimentaire ; PC:

proconvertase ; POMC: proopiomélanocortine ; TRH: thyrotropin releasing hormone
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Le role central du systtme mélanocortine dans 'homéostasie énergétique et pondérale a
d’abord été prouvé chez I'animal. L'invalidation de POMI@z la souris induit une obésité
sévere associée a des troubles de la pigmentation par déficiM&MH et a une insuffisance
corticotrope par déficit en ACTH [64]. De méme, la surexpression d’AGRP entraine un
tableau d’obésité [65], tandis que la destruction spécifique des neurones exprimant TAGRP
est responsable d’'une baisse de la prise alimentaire et d’'une perte de poids avec réduction de
la masse grasse corporelle totale [66]. Les souris présentant une invalidation homozygote du
géneMC4R (MC4R") développent une obésité morbide apparaissant & I'age mature, associée
a une hyperphagie, une hyperinsulinémie et une hyperglycémie. Les souris hétérozygotes
MC4R" ont, quant a elle, une obésité intermédiaire entre celle des souris non mutées et celle
des souris homozygotes [67]. Enfin, le rdle spécifique du noyau paraventriculaire dans la
régulation de la prise alimentaire via MC4R a aussi été démontré. En effet, I'inhibition
spécifiqgue des neurones exprimant MC4R a montré que seuls les neurones du NPV étaient
impliqués dans la régulation de la prise alimentaire chez I'animal, alors que la régulation de la

dépense énergétique passait par d’autres populations neuronales [68].

Plusieurs populations neuronales ont des connexions avec les neurones du systeme
mélanocortine (Figure 6, page 40). C’est le cas des neurones a MCH (melanin concentrating
hormone) ou des neurones a orexines. Les neurones a MCH sont situés dans I'’hypothalamus
latéral et ont de nombreuses connexions avec les neurones NPY/AGRP et POMC/CART. lls
sont considérés comme un des effecteurs majeurs des signaux provenant du noyau arqué en
réponse aux modifications des signaux d’adiposité [24, 69]. L'injection ICV répétée de MCH

a une action orexigéne tandis que l'utilisation d’antagonistes du récepteur de MCH a une
action anorexigene. Les orexines, produites dans I'’hypothalamus latéral, ont elles aussi une
action orexigéne. Enfin, le CRH (corticotrophin releasing hormone) ou le TRH (thyrotropin
releasing hormone) sont quant a eux synthétisés au niveau du NPV et ont entre autre des
actions anorexigenes. Parallélement a son action en réponse au stress, le CRH a un roéle
anorexigene et catabolique. En effet, I'injection ICV de CRH diminue la prise alimentaire et la
prise de poids, induit une activité locomotrice et stimule la thermogénése du tissu adipeux
brun et la lipolyse médiée par le systeme sympathique [37]. De plus, la leptine augmente
I'expression du gen€RH dans le noyau paraventriculaire et le CRH inhibe directement les
neurones NPY/AGRP et I'expression du g8l [70]. De méme, NPY réduit I'expression

du géneTRH tandis que la leptine, FMSH et le CART en augmentent directement

I'expression [37].
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[1.2.4. Les autres voies hypothalamiques impliquées

En plus du systeme mélanocortine, il existe d’autres systémes qui ont également un rdle
important dans le contréle de la balance énergétique, tels que les monoamines et les

endocannabinoides.

a. Les monoamines

Les neurotransmetteurs monoaminergiques (dopamine, noradrénaline, sérotonine) exercent un
effet sur I'appétit et sont des cibles thérapeutiques dans I'obésité. Cependant, leurs roles
respectifs dans le contréle de la prise alimentaire sont complexes et leurs interactions avec les
voies de régulation précédemment décrites restent peu claires. Le systéme sérotonine a un
effet anorexigéne en partie par stimulation des neurones POMC. Les neurotransmetteurs
monoaminergiques interagissent avec les neuropeptides Nie¥I8H dans I'hypothalamus

et avec les hormones périphériques afin de contrbler les états physiologiques de faim et de
satiété [71].

La sérotonine diminue la prise alimentaire et la prise de poids, en agissant principalement sur
son récepteur 5-HE (5-hydroxytryptamine receptor 1B). La dopamine régule la faim et la
satiété en agissant sur des aires hypothalamiques spécifiqgues par lintermédiaire de ses
récepteurs D1 et D2. L’activation par la noradrénaline des récepteurs adrénendicpif2

diminue la prise alimentaire tandis que celle du récemi@uaugmente la prise alimentaire

[72]. Ainsi, des inhibiteurs du captage de la noradrénaline, comme la phentermine, ont été
utilisés dans le traitement de I'obésité, ainsi que des médicaments a effet combiné
sérotoninergique et noradrénergique, comme la sibutramine. Mais leurs effets secondaires
marqués, notamment cardiovasculaires, ont entrainé leur retrait du marché [71]. A ce jour, de
nouvelles molécules sont en cours de développement, telles que la tésofensine, qui est un
inhibiteur triple du recaptage de la noradrénaline, de la sérotonine et de la dopamine. Ce
traitement, chez le rat obese, provoque une réponse prononcée anorexigéne avec perte de
poids [73]. De méme, la lorcasérine, agoniste du récepteur 2C de la sérotonine, réduirait
significativement le poids et la masse grasse et améliorerait les parameétres cardiovasculaires
et métaboliques, tels que la pression artérielle, la dyslipidémie et I'hémoglobine glyquée chez
le rat obese [74, 75].
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b. Le systeme endocannabinoide

Le systeme endocannabinoide joue aussi un rdle important dans le contrle de la prise
alimentaire. Les endocannabinoides, synthétisés a partir de I'acide arachidonique, agissent sur
des récepteurs spécifiques, CB1 et CB2, couplés a la protéine G et ont une action orexigene
[76]. Cette action serait liee en partie a I'inhibition des neurones a CRH et a la stimulation des

neurones a orexines [77]. La leptine diminue les concentrations d'endocannabinoides alors

que la ghréline et les glucocorticoides les augmentent [76].

Un antagoniste spécifique du récepteur CB1, le rimonabant, a été développé dans le traitement
de I'obésité en raison de son action anorexigene. Mais les effets secondaires psychiatriques
séveres (dépression, idées suicidaires,...) ont ensuite entrainé son retrait du marché [77].
Néanmoins, un grand intérét persiste pour la compréhension du rble du systeme

endocannabinoide dans la régulation énergétique.

[1.3. Obésité: physiopathologie et déterminants génétiques

L'obésité est secondaire a un bilan énergétique positif prolongé, I'énergie excédentaire étant
mise en réserve dans le tissu adipeux. Les déterminants a l'origine du déséquilibre de la
balance énergétigue sont nombreux et les facteurs génétiques y jouent un réle non
négligeable, en interaction avec les facteurs environnementaux. L'influence des facteurs
génétiques dans la capacité d'un individu a prendre du poids en réponse aux changements
environnementaux a été principalement analysée par les études d’épidémiologie génétique
(expériences de suralimentation de jumeaux monozygotes, par exemple) [78-80]. Il est
maintenant bien accepté que le développement de I'obésité résulte d’une interaction entre des
facteurs génétiques et de multiples facteurs non génétiques environnementaux. Quarante a
70% de la variation de I'IMC seraient expliqués par les facteurs génétiques [81]. L'obésité est
donc caractérisée par une large hétérogénéité phénotypique et il existe des différences

individuelles dans la progression pondérale et le risque de survenue de comorbidités [82].

L’expression phénotypique des facteurs génétiques impliqués dans I'obésité permet de
distinguer différentes situations cliniques:

a) I'obésité monogéniqueléfinie par une obésité rare, sévere, a début précoce associée a des
anomalies endocriniennes. L'impact de la génétique y est majeur et tres peu dépendant des
facteurs environnementaux. Elle est le plus souvent causée par des mutations des génes de la

voie leptine-mélanocortines impliquée dans la régulation de la prise alimentaire (génes de la
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leptine CLEP) et de son récepteuLEPR, de la proopiomélanocortindlPQMC), de la
proconvertase 1PC1)...) (Figure 6, page 40).

b) I'obésité syndromique qui associe une obésité sévere a début précoce a des atteintes
développementales (retard mental, dysmorphie, malformations d'organe, atteintes
neurosensorielles et/ou endocriniennes).

c) I'obésité oligogénique, comme celle due aux mutations du géWi€4R, caractérisée par

une obésité de sévérité variable, dépendante en partie des facteurs de I'environnement (IMC
variable allant de 18-25 kg/m2 a > 40 kg/m?), et I'absence de phénotype spécifique associé.
Elle est responsable de 2-3% des obésités de I'enfant et de l'adulte, la majorité de ces
mutations étant hétérozygotes [54].

d) I'obésité polygénique (obésité commungla situation clinique la plus fréquente. Il existe

un effet cumulatif de facteurs de prédisposition génétique et de facteurs environnementaux.
Ainsi, dans ce cas, chaque gene de susceptibilité, pris individuellement, n’a que de faibles
effets sur le poids, et la contribution cumulative de ces genes ne devient significative qu’en
interaction avec des facteurs environnementaux prédisposant a leur expression phénotypique
(suralimentation, sédentarité, stress) [83, 84].

En plus des facteurs génétiques, les facteurs environnementaux et les aspects
comportementaux (apports énergétiques et activité physique) jouent en complément un réle

essentiel. lls comprennent:

1/ desdéterminants précocesau cours desquels des phénomenes épigénétiques jouent

probablement un rdle clé ;

2/ desdéterminants sociétaux: l'industrialisation, I'urbanisation, les progrés technologiques

et le développement des moyens de communication des derniéres décennies ont de toute
evidence procuré des conditions idéales pour permettre le développement de I'obésité. Le
mode d'alimentation (densité calorique des repas et des portions, diversité et disponibilité de
la nourriture, abondance et promotion des aliments riches en graisses et en sucres,
déstructuration des rythmes alimentaires,...) et le niveau d'activité physique (motorisation,

sédentarisation, nombre d’heures passées devant la télévision ou l'ordinateur,...) ont en effet

été tous deux bouleversés ces dernieres décennies ;

3/ desdéterminants _psychologiguesle divorce des parents, un déces dans la famille, un

changement de mode de vie, des soucis a I'école,..., peuvent étre des facteurs déclenchants
qui révélent ou aggravent une prédisposition a l'obésité. Des difficultés précoces dans

lattachement maternel et d’éventuels traumatismes peuvent étre en cause dans le

44



développement de troubles du comportement alimentaire qui favorisent la constitution et/ou le

maintien d’une obésité.

L’identification de nouveaux déterminants génétiques intervenant dans I'obésité est de grande
importance afin de progresser dans la compréhension de la physiopathologie de I'obésité et de
la biologie de la balance énergétique. Les obésités génétiques rares, tres peu dépendantes de
'environnement, sont donc importantes a détecter et a explorer dans le but de mettre en

évidence ces nouveaux facteurs génétiques.

[1.3.1. Déterminants génétiques dans I'obésité

Dans le but de déterminer les facteurs génétiques impligués dans l'obésité, différentes
stratégies d’approche moléculaire ont été utilisées (Figure 7, page 48).

L’approche ‘géne candidat’ a été l'une des premieres utilisées. Elle est basée sur des
connaissances biochimiques préexistantes ou sur des expérimentations animales et consiste a
étudier des genes codant pour des protéines susceptibles d’intervenir dans la physiopathologie
de la maladie. La réalisation d’études d’association (recherche d'une relation entre le
phénotype étudié et le génotype des sujets pour le variant étudi€) ou la recherche systématique
de mutations dans le gene suspecté permet alors de le mettre en cause ou non dans la maladie
étudiée. Le choix d’'un candidat repose sur plusieurs arguments, incluant le réle physiologique
de son produit protéique dans les mécanismes de I'obésité, sa localisation chromosomique
dans une région du génome liee a I'obésité chez 'hnomme ou l'animal (régions dites QTL
(quantitative trait loci)), les conséquences de son invalidation génique (KO, knock-out) ou de
sa surexpression (transgénese) chez le rongeur ou encore les caractéristiques fondtionnelles
vitro des mutations ou des variations de I'ADN étudiées. Cette approche a permis, en
association avec l'analyse clinique fine de sujets souffrant d’obésité extréme a début précoce
(avant I'age de 6 ans), de décrire des obésités monogéniques rares par altération de la voie
leptine-mélanocortines (Figure 6, page 40) [85-88] mais a été moins efficace pour identifier
des génes candidats d’obésité commune.

A partir de 2005, I'étude du génome entier ou approche a haut débit (GWAS, genome wide
scan association study) a été utilisée. Elle consiste a tester I'association entre un phénotype
donné (obésité) et des variants répartis sur tout le génome dans de larges populations. Elle a
permis I'identification ‘au hasard’ de 119 loci indépendants associés a I'lMC et contribuant a

I'obésité commune, et en particulier celle du gém® (fat mass and obesity) chez I'enfant et
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'adulte obeses [89, 90]. Cependant, aucun lien direct n'a été mis en évidence entre les
variants associés a l'obésité et la fonction ou I'expressiofrTd@ Récemment, il a été
démontré que ces variants situés dans le &@esont en fait connectés, a des mégabases de
distance, au gen®X3 (iroquois homeobox 3) et sont associés a I'expression génigy3d’

dans le cerveau humain. De plus, les souris R®3" présentent une réduction de 25-30% de

leur poids, principalement par perte de masse grasse. LéR)§Besemble donc étre la cible

des variants du ger€r O liés a I'obésité et représente un nouveau déterminant de la masse et
de la composition corporelles [91]. Toutefois, I'allele FFEO associé a I'obésité pourrait
orienter la différentiation adipocytaire précoce vers le développement des adipocytes blancs
de stockage d’énergie, aux dépens des adipocytes bruns, ce qui entraine une réduction de la
thermogénese mitochondriale et une augmentation du stockage des lipides [92]. De plus, les
etudes GWAS ont montre, de facon intéressante, que la plupart des genes impliqués dans les
obésités monogéniques et oligogénigueERR POMC, MC4R BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), PCSK1 (proprotein convertase subtilisin/kexin type 1)) présentent
également des variants communs associés a I'lMC et a I'obésité polygénique [90].

Plus récemment, de nouveaux outils de biologie moléculaire, de plus en plus rapides, précis et
efficaces, ont été développés. En particulier, le séquencage a haut débit ciblé a I'exome a
montré sa puissance pour identifier des mutations responsables de maladies rares chez un petit
nombre de sujets atteints (8 a 10 selon les études) [93]. Cet outil a également été utile dans
I'identification de nouvelles anomalies moléculaires dans I'obésité génétique. Il a notamment
permis de mettre en évidence 2 nouvelles mutations homozygotes duEfeR¢94] et 5
nouvelles mutations des gen&BS (Bardet-Biedl syndrome) [95]. Cette technique du
séquencage d’exome a aussi été utile pour identifier une délétion paternelle desGfehes

(acid phosphatase 1, solubld)MEM18 (transmembrane protein 18) MiYT1L (myelin
transcription factor 1-like) chez 5 patients non apparentés présentant une obésité sévere a
début précoce associée a une hyperphagie, un retard mental et des troubles séveres du
comportement [2]. Il a aussi permis d’'identifier de nouveaux variants rares dans KSj&he

(kinase supressor of Ras 2) chez 45 sujets souffrant d’une obésité sévere associée a une
hyperphagie, une réduction du rythme cardiaque et du métabolisme de base et une insulino-
résistance sévere [96]. Une mutation homozygote du gendtuibligy like protein) a aussi été

mise en évidence par le séquencage d’exome chez un sujet présentant une obésité, une cécité

nocturne et une dystrophie rétinienne [97] (Tableau 3, page 72). Le séquencage d’exome
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semble donc étre une technique efficace pour identifier de nouvelles anomalies moléculaires

chez les sujets ayant une obésité monogénique ou syndromique.

Enfin, la contribution des CNV (copy number variant) dans la susceptibilité aux pathologies
complexes, telles que I'obésité séveére, a été le sujet de nombreux débats ces dernieres années.
Les VNTR (variable number of tandem repeat) constituent une classe relativement sous-
explorée des variants génomiques intervenant dans les pathologies complexes. Des études ont
montré que de rares CNV pouvaient étre responsables de formes sévéres d'obésité,
notamment chez 31 sujets porteurs de délétions hétérozygotes d’au moins 593 kb (kilobases)
du locus 16p11.2. Ces sujets présentaient des malformations congénitales et/ou un retard de
développement en association a I'obésité. Ce phénotype pourrait résulter de linsuffisance
haploide de multiples génes ayant un impact sur le développement central de I'obésité [98].
L’étude de la région chromosomique 8p21.2 comprenant le PEEKS5 (dedicator of
cytokinesis 5) a également mis en évidence une association significative des VNTR de
DOCK5 avec l'obésité sévere de l'enfant et de l'adulte [99]. Des investigations
complémentaires sur le réle des VNTR et des CNV dans I'obésité sont cependant nécessaires
pour confirmer ou non leur éventuelle contribution a cette pathologie et leur lien potentiel

avec le systeme leptine-mélanocortines.
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Figure 7: Evolution des différentes stratégies d’approche moléculaire utilisées dans I'obésité

et principales anomalies génétiques mises en évidence.

ACP1: acid phosphatase 1, soluble ; BBS: Bardet-Biedl syndrome ; FTO: fat mass and
obesity ; GWAS: genome wide scan association study ; KSR2: kinase supressor of Ras 2 ;
LEP: leptine ; LEPR: récepteur de la leptine ; MYT1L: myelin transcription factor 1-like ;
TMEM18: transmembrane protein 18 ; TUB: tubby-like protein

Revue 1 (page 159): Obésités génétiques rares: Diagnostics clinique et biologique en
2015.

H Huvenne, B Dubern, K Clément, C Poitou. Diabete & Obésité 2015 (10); 86: 42-9.
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[1.3.2. Les obésités monogéniques

a. Les obésités monogéniques par mutation des genes de la voie

leptine-mélanocortines

Chez 'homme, des mutations rares affectant les génes de la voie leptine-mélanocortines
(Figure 6, page 40), facteur-clé de la régulation de la balance énergétique, sont responsables
d’'obésité monogénique a pénétrance compléete. Plusieurs mutations des géenes de la leptine
(LEP) [85], de son récepteuLEPR [86], de la proopiomélanocortinP@MC) [87], et de la
proconvertase 1PC1/PCSK1(proprotein convertase subtilisin/kexin type 1)) [88], ont été
identifiées et ont permis de progresser dans la compréhension des mécanismes
physiopathologiques de régulation centrale du poids (Tableau 2, page 56). Elles associent une
obésité sévere dés les premiers mois de vie, sans rebond d’adiposité (Figure 8, page 50), a une
faim insatiable et des anomalies endocriniennes. L’évaluation de la composition corporelle
chez les sujets porteurs d’une mutation des geB&sou LEPR montre un pourcentage de

masse grasse totale trés élevé (>50%) et une dépense énergétique de repos en lien avec le
niveau de corpulence. Le comportement alimentaire est caractérisé par une hyperphagie
majeure et une faim insatiable [100]. De fagon surprenante, une jeune patiente autrichienne
porteuse d’'un déficit en leptine a récemment été décrite avec une obésité moins sévere (IMC a
31,5 kg/nf) et des prises alimentaires trés faibles dans la vie quotidienne malgré une
augmentation de la consommation calorique lors d'un repas-test [101]. Méme s’il ne s’agit
gue d’'une seule observation, ceci peut suggérer que, malgré le déficit en leptine, il est
possible de contrdler la prise alimentaire et ainsi prévenir I'obésité extréme, principalement en
cas d’environnement favorable contrélant le comportement alimentaire du patient dés la plus
jeune enfance. Cependant, en dehors de ce cas particulier, I'obésité sévere a début précoce
associée a une hyperphagie majeure reste la présentation clinique principale des déficits en

leptine ou en son récepteur.
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En plus de I'obésité sévere a début tres précoce associée a une hyperphagie majeure et a un
défaut de satiété, les patients porteurs d'une mutation duldgheu LEPR présentent un
impubérisme ou un retard pubertaire par hypogonadisme hypogonadotrope [86, 101, 102,
103]. Une insuffisance de sécrétion somatotrope, entrainant un retard de croissance modeéré, et
une insuffisance thyréotrope d’origine centrale ont également été observées chez certains
patients porteurs d'une mutation dé&EPR tout comme une augmentation du risque
d’infections, notamment des infections récurrentes respiratoires, associée a un déficit du
nombre et de la fonction des cellules T [86, 103]. Cependant, chez certains sujets avec un
déficit en leptine secondaire a une mutation soit du ddffe soit du geneLEPR un
développement pubertaire spontané a été observé. En effet, le suivi a long terme d’'une
patiente ayant un déficit en LEPR a permis d’observer la normalisation spontanée a I'age
adulte du déficit thyroidien modéré et la naissance d’'un enfant en bonne santé apres une

grossesse spontanée normale [104].

A ce jour, la prévalence des mutations ldEPR est peu connue et n'a actuellement été
estimée que dans 2 populations trés spécifiques marquées par un taux élevé de consanguinité.
Elle était de 3% chez 300 sujets Anglais présentant une obésité sévere a debut précoce avec
hyperphagie, dont 90 étaient issus de familles consanguines [103], et plus récemment dans
une population sélectionnée d’enfants séverement obéses d'origine Pakistanaise [105].
Récemment, la prévalence des mutations dans les gEReEEPRet MC4R a été estimée a

30% dans une cohorte de 73 enfants d’origine Pakistanaise, ayant une obésité sévere (Z-score
d'IMC > 3 DS), tous issus de familles consanguines [105]. Les mutations ded §g#tiest

LEP sont donc a rechercher en cas d’obésité extréme a début précoce associée a des
anomalies endocriniennes, d’autant plus dans des populations ou le taux de consanguinité est
élevé. Récemment, un phénotype clinique classique de déficit en leptine, associant une obésité
extréme a début précoce et une hyperphagie, a été décrit chez un jeune garcon avec une
leptinémie élevée et pour lequel une nouvelle mutation homozygote du_gEBrentrainant

une leptine mutée biologiquement inactive (pas de fixation ni d’activation de LEPR) mais
présente a de fortes concentrations dans la circulation [106] a été mise en évidence. Cette
observation suggére qu'un déficit en leptine peut toujours étre suspecté devant une
présentation clinique évocatrice et ce malgré une leptinémie corrélée a la masse grasse et a
'IMC.

Les sujets déficients en leptine par mutations du gé&fepeuvent bénéficier d’un traitement
substitutif par leptine recombinanpermettant une perte de poids, principalement de masse
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grasse, avec un effet majeur de réduction de la prise alimentaire [106, 107]. Chez 3 sujets
ayant une mutation homozygote du gé&fe, l'injection journaliére sous-cutanée de leptine
recombinante (0,01 mg/kg) a entrainé une réduction significative de la prise alimentaire apres
2 mois de traitement (patient 1: apports caloriques diminués de 180 KJ/kg de masse maigre a
100 KJ/kg de masse maigre ; patient 2: diminution de 250 KJ/kg de masse maigre a 40 KJ/kg
de masse maigre ; patient 3: diminution de 250 KJ/kg de masse maigre a 180 KJ/kg de masse
maigre ; p<0,005). Parallelement, une perte de poids significative a été notée avec réduction
du Z-score de I'lMC de -6,5 DS a -3 DS apres 2 ans de traitement. Cette évolution pondérale
favorable a aussi été décrite chez I'enfant ayant une leptine inactive [106]. De plus, ce
traitement permet le déclenchement de la puberté, par correction de I'hypogonadisme
hypogonadotrope, méme chez l'adulte [100, 107, 108]. En revanche, la prise en charge des
sujets porteurs de mutationsIdePRreste a ce jour difficile, sans thérapeutique actuellement
disponible chez I'homme. Des traitements qui pourraient contre-carrer le systeme de la leptine
sans effets secondaires notables sont en cours de développement mais ne sont pas encore
disponibles chez 'homme [109]. De plus, la perte de poids aprés chirurgie bariatrique chez
les 2 premiers patients décrits a ce jour est variable et limitée [110]. Une gastroplastie a
permis d’'induire et de maintenir une perte de poids de 40 kg (-20% par rapport au poids pre-
opératoire) apres un suivi régulier de 8 ans chez un premier patient [110]. Ce résultat positif
est en opposition avec I'échec de la prise en charge chirurgicale chez une patiente présentant
une obeésité morbide secondaire a une autre mutation duLg&Re illustré par une reprise
pondérale rapide a 1 an d’'un bypass. Mais cette patiente d’'un faible niveau socio-économique
a été peu compliante aux recommandations post-chirurgicales, avec un suivi médical trés
irregulier [110]. Ces deux observations illustrent le réle majeur de I'environnement médico-
socio-eéconomique dans le bénéfice éventuel de la chirurgie bariatrique en cas d’obésité
monogénique et soulignent notamment la faible efficacité de cette prise en charge chez ces

patients.

Un déficit en POMC, par mutation du geR®OMC, entraine, en plus de I'obésité sévere a
début précoce, une insuffisance surrénalienne aigué des la naissance liée au déficit en ACTH
et inconstamment des cheveux roux du fait de I'absenc®8H. Les modifications dans la
pigmentation des cheveux, la fonction surrénalienne et le poids corporel sont cohérentes avec
le manque de ligands dérivées de POMC pour les récepteurs MC1R, MC2R et MC4R,
respectivement [87, 111, 112].
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Enfin, en cas de mutation du gdr€1/PCSK1|obésité infantile est associée a des malaises
hypoglycémiques post-prandiaux, secondaires a I'accumulation de pro-insuline, a des troubles
de la fertilité par hypogonadisme hypogonadotrope, a une hypothyroidie centrale, a une
insuffisance surrénalienne, secondaire a un défaut de maturation de POMC, et a un défaut
d’absorption intestinale entrainant une diarrhée sévére et rebelle dépendant de la nutrition
parentérale les premiéres années de vie par déficit en GLP-1 [88, 113]. Récemment, chez un
sujet hétérozygote composite pour une mutatioR@8K1 et chez 13 enfants ayant un déficit

en PC1 par mutations dRCSK1, un syndrome polyuro-polydypsique a été décrit, secondaire

au développement d'un diabéete insipide central. Ces observations suggérent que PCSK1
pourrait étre impliqué dans le contrdle central de l'osmolalité chez I'homme. Mais le
mécanisme reste inconnu: le diabéte insipide serait di soit a une anomalie dans le processus
de la provasopressine, soit a une autre anomalie dans la fonction d'osmoréception ou dans la
production ou la sécrétion de vasopressine. Un déficit en GH (growth hormone) a également
été observé chez 13 enfants ayant un déficit en PC1 [114, Ud Frise en charge des
patients ayant un déficit en POMC ou PC1 est actuellement complexe, du fait de I'absence de

thérapeutique spécifique efficace.

Dans tous ces cas d’obésité monogénique, il s’agit de mutation de transmission autosomique
récessive a I'état homozygote ou hétérozygote composite. La mise en évidence de la cause
moléculaire de I'obésité a permis d’informer les familles sur le risque de récurrence qui était

de 25% dans I'ensemble de ces situations.

b. Les autres obésités monogéniques

Parallélement aux mutations des génes de la voie leptine-mélanocortines, d’autres cas isolés
d’obésité génétique rare ont été décrits chez 'homme. lls étaient secondaires a des mutations
dans des genes impliqués dans le développement de I'hypothalamus et du systéme nerveux
central et ont ainsi permis d’identifier de nouvelles pistes physiopathologiques (Tableau 2,
page 56). C'est le cas d'une délétion du g8ihdl (single-minded homolog 1), situé sur le
chromosome 6q, secondaire a une translocat@movo entre les chromosomes 1p22.1 et
6916.2, qui a été identifiée chez une petite fille présentant une obésité sévere dés les premiers
mois de vie associée a une hyperphagie avec impulsivité alimentaire [116]. Ce géne code pour
un facteur de transcription impligué dans le développement du noyau paraventriculaire de
I'hypothalamus. Les modéles animaux ont montré que les souris hétérozygotes pour un alléle

nul du geneSIM1 présentent une obésité précoce et une hyperphagie associées a un

53



hypodéveloppement du NPV et que les souris homozygotes décedent dés la naissance avec
absence de développement du NPV [117he délétion interstitielle, localisée en 6q et
incluant le génesIM1, a également été mise en évidence chez un sujet présentant, en plus
d’'une obésité précoce et sévere associée a une hyperphagie et a une impulsivité alimentaire,
des signes cliniques proches de ceux du syndrome de Prader-Willi (SPW) (hypotonie
néonatale, dysmorphie, retard de développement, obésité a début précoce, retard statural par
déficit en GH, hypopituitarisme) [118, 119]. Un séquencage de la région codaBtdte

réalisé chez 2100 patients non apparentés présentant une obeésité sévere a début précoce et
chez 1680 sujets contrdles non apparentés issus de la population générale, a également permis
d’identifier 13 variants a I'état hétérozygote chez 28 patients séverement obeses. Les sujets
porteurs de ces variants présentent une obésité sévere associée a une dysfonction autonome
(diminution de la pression artérielle et augmentation atténuée du rythme cardiaque) et
inconstamment a des anomalies neuro-comportementales (troubles de la concentration, déficit
mnésique, labilité émotionnelle ou syndrome autistique). Les similarités phénotypiques entre
les patients présentant un déficit de SIM1 et ceux présentant un déficit de MC4R suggerent
gue certains des effets du déficit en SIM1 sur ’lhoméostasie énergétique seraient médies par
une altération du signal mélanocortinergique [120]. Un autre séquencegiiie réalisé

chez 44 enfants présentant des signes cliniques proches de ceux du SPW, chez 198 enfants
ayant une obésité sévere a début précoce, chez 568 adultes ayant une obésité morbide et chez
383 sujets contrdles, a permis d’identifier 4 variants rares chez 4 enfants présentant des signes
clinigues proches du SPW (notamment obésité sévére débutant dés I'age de 1-2 ans) et 4
autres variants chez 7 adultes ayant une obésité morbide. Ces variants contribuent
significativement au risque intra-familial d’obésité. Cette étude confirme le lien solide entre la
perte de fonction d&IM1 et I'obésité, sévere a morbide, associée ou non a des signes
cliniques proches du SPW (notamment retard de développement, ou déficience intellectuelle,
et dysmorphie faciale) [121]. Les variants rareStM1 doivent donc étre recherchés chez les
sujets ayant une obésité hyperphagique a début précoce. De plus, une analyse par puce a ADN
a mis en évidence une variabilité du nombre de copies (CN\BIM& chez 9 enfants, non
apparentes, présentant une obésité sévere et précoce associée a des difficultés d'apprentissage

ou a un retard de développement [122].

Une mutation hétérozygote du géN&RK2 (neurotrophic tyrosine kinase receptor type 2) a
été mise en évidence chez un jeune garcon de 8 ans présentant une obésité sévére et précoce

associée a une hyperphagie, un retard mental et des anomalies des fonctions neurologiques
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[123]. Ce gene code pour le TRKB (tyrosine kinase receptor B) qui est le récepteur du facteur
BDNF (brain-derived neurotrophic factor), exprimé dans le SNC et impligué dans la
régulation de la prise alimentaire [124]. D’autres mutationd TiRK2 ont été retrouvées chez

des patients présentant une obésité précoce et un retard de développement, mais leurs
conséqguences fonctionnelles et leur implication dans I'obésité restent a démontrer [125]. Une
inversion chromosomiqude novo, entrainant une perte de fonction d’'une copie du géne
BDNF, a été mise en évidence chez une jeune fille de 8 ans et cette haplo-insuffisance est
associée a une augmentation de la prise alimentaire, une obésité sévere a début précoce et des
troubles neuro-comportementaux (hyperactivité, anomalies des fonctions cognitives et de la
mémoire) [126]. La capacité de la leptine a activer les neurones hypothalamiques et a inhiber
la prise alimentaire semble compromise en cas de déficit en BDNF, malgré une activation
normale de LEPR. Le ger@®DNF apparait donc nécessaire pour la régulation de la balance

énergétique médiée par la leptine [127].
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Tableau 2: Formes rares d’obésité monogénique.

Type de mutation Obésité Phénotype associé
Geéne
Leptine LEP) Homozygote Sévere, dés les Insuffisances
premiers mois de gonadotrope et
vie thyréotrope
Récepteur de la leptine Homozygote Sévere, dés les Insuffisances
premiers mois de gonadotrope,
(LEPR : )
vie thyréotrope et
somatrotrope
Proopiomélanocortine Homozygote ou Sévere, dés les Insuffisance
(POMQ hétérozygote composite premiers mois de surrénalienne
vie o
Hypothyroidie
modérée
+/- Cheveux roux
Proprotein convertase Homozygote ou Sévere, Insuffisance
subtilisin/kexin type 1 hétérozygote composite apparaissant dans  surrénalienne,
(PCSK1) I'enfance gonadotrope,

somatotrope et

thyréotrope

Malaises
hypoglycémiques
postprandiaux
Diabéte insipide

central

Diarrhée néonatale
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Single-minded Délétions

Sévere, Troubles neuro-

homolog 1 apparaissant dans comportementaux
(SIM1) I'enfance inconstants (labilité
émotionelle ou
syndrome autistique)
Neurotrophic tyrosine Mutation de novo Sévere, dés les Retard de
kinase receptor type 2 hétérozygote premiers mois de développement
(NTRK?2) vie
Troubles du
comportement

Revue 2 (page 167): Monogenic forms of obesity.

H Huvenne, B Dubern. In: Nobrega C, Rodriguez-Lopez R, eds. Molecular Mechanisms

Underpinning the Development of Obesity. Springer International Publishing AG 2014;

chapter 2: 9-21.
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[1.3.3. Les obésités syndromiques

Tout comme les obésités monogéniques, les obésités syndromiques sont des formes
particulieres d’obésité associant une obésité sévere a début précoce a des anomalies du
développement (retard mental, dysmorphies, malformations, atteintes neurosensorielles et/ou
endocriniennes) (Tableau 3, page 72). Parmi ces obésités syndromiques, les syndromes de

Prader-Willi (SPW) et de Bardet-Biedl (BBS) sont les moins rares et les mieux connus.

Le SPW, dont la fréquence se situe entre 1/15000 a 1/25000 naissances, est caractérisé par
une hypotonie néonatale sévere, des troubles alimentaires évoluant en plusieurs phases (de
'anorexie avec troubles de succion dans les premiers mois de vie jusqu'a une hyperphagie
avec impulsivité alimentaire majeure apparaissant vers 4-8 ans) [128], des anomalies de la
composition corporelle avec une distribution des graisses a prédominance sous-cutanée [129],
des anomalies endocriniennes (déficit en GH, hypogonadisme), une déficience intellectuelle
de séveérité variable, des difficultés d’apprentissage ou des troubles du comportement et des
traits dysmorphiques [130]. En comparaison aux sujets ayant une obésité commune, les sujets
atteints de SPW ont un pourcentage de masse grasse tronculaire plus faible et un meilleur
profil métabolique avec une insulino-résistance moindre [131]. Ce syndrome est lié a une
anomalie de I'empreinte génomique parentale avec absence physique ou fonctionnelle du
segment chromosomique 15q11-q13 d’origine paternelle. Au moins 5 genes, localisés dans
cette région chromosomique et exprimés dans I'hypothalamus, ont été identifiés et codent
pour différentes protéines dont les fonctions ne sont pas completement détRtes:3
(makorin 3), MAGEL2 (MAGE-like 2),NDN (necdin), NPAP1 (nuclear pore associated
protein 1),SNURF-SNRPNsmall nuclear ribonucleoprotein polypeptide N upstream reading
frame — small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N) [132, 133]. Les génes affectés codent
pour de petites protéines des ribosomes impliquées dans la transcription des genes
(ZNF127AS (zinc finger protein 127, antisense), PAR5 (Prader-Willi/Angelman region RNA

5), IPW (imprinted in Prader-Willi syndrome) et PAR1 (Prader-Will/Angelman region RNA

1)) et pour la necdine, protéine impliquée dans la croissance axonale. Il est probable que
plusieurs genes soient affectés et expliquent le phénotype multiple des sujets atteints de SPW.
Mais les mécanismes génétiques précis amenant a I'apparition d’une obésité dans le SPW sont
encore actuellement a définir. Toutefois, des mutations tronquantes de l'allele paternel du
geneMAGEL2, gene compris dans le domaine chromosomique SPW, ont été mis en évidence
chez 4 individus présentant des troubles autistiques, un retard de développement ou une

déficience intellectuelle et des signes cliniques du SPW de degré variable (hypotonie
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néonatale, obésité sévere a début précoce, hypogonadisme, défaut d’articulation du langage).
Le géneMAGEL2 pourrait donc étre un nouveau gene causant des désordres complexes
d’autisme et la perte de fonction d8AGEL2 pourrait contribuer a différents aspects du
phénotype du SPW [133].

ARTICLE 1 (page 60): Metabolic and adipose tissue signatures in adults with Prader-

Willi syndrome: a model of extreme adiposity.

Lacroix D, Moutel S, Coupaye M, Huvenne H, Faucher P, Pelloux V, Rouault C, Bastard JP,
Cagnard N, Dubern B, Clément K, Poitou C. J Clin Endocrinol Metab 2015; 100: 850-9.
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ARTICLE

Metabolic and Adipose Tissue Signatures in Adults
With Prader-Willi Syndrome: A Model of Extreme
Adiposity

Delphine Lacroix,* Sandrine Moutel,* Muriel Coupaye, Héléne Huvenne,
Pauline Faucher, Véronique Pelloux, Christine Rouault, Jean-Philippe Bastard,
Nicolas Cagnard, Béatrice Dubern, Karine Clément, and Christine Poitou

INSERM, U1166, Nutriomic team 6 (D.L., HH., V.P., C.R., B.D., K.C., C.P.), Sorbonne Universities (D.L.,
HH., VP, CR,BD, K.C., CP.), University Pierre et Marie Curie-Paris 6, Unité Mixte de Recherche en
Santé Unité 1166, and Institute of Cardiometabolism and Nutrition (ICAN) {(S.M., M.C_, P.F, K.C., CP),
Assistance Publique Hopitaux de Paris, Department of Nutrition, and French Reference Centre for
Prader-Willi Syndrome, Pitié-Salpétriére Hospital, Paris, F-75013 France; Functional Unit of Inflammatory
and Metabolic Biomarkers (1.-P.B.), Department of Biochemistry and Hormonology, Tenon Hospital,
Assistance Publique des Hopitaux de Paris, F-75970 Paris, France; Bioinformatics Platform (N.C.),
Plateforme de Bioinformatique, SFR Necker, University Paris V, F-75015 Paris, France; and Department of
Pediatric Nutrition and Gastroenterology (B.D.), Trousseau Hospital, Assistance Publique Hopitaux de
Paris, F-37044 Panis, France

Context: Prader-Willi syndrome (PWS), the most frequent syndrome of obesity, is a model of early
fat mass (FM) development, but scarce data exist on adipose tissue characteristics.

Objective: The objective of the study was to compare metabolic, fat distribution, and transcrip-
tomic signatures of sc adipose tissue (scAT) in PWS adults, with matched obese adults with primary
obesities.

Main Outcomes and Measures: Hormonal and metabolic assessments, systemic inflammation, and
gene expression in scATwere compared between PWS patients and obese controls (OCs). Each 42nd
PWS patient was matched with one randomly paired control with primary obesity. Matching
factors were age, gender, fat mass (percentage), and diabetic status.

Results: Compared with OCs, the PWS group had a decreased percentage of trunk FM and a better
metabolic profile with decreased insulin and homeostasis model assessment, an index of insulin-
resistance, and increased concentrations of serum adiponectin and ghrelin. Adipocyte size relative
to body fat was significantly higher in PWS vs OCs. scAT in PWS patients was characterized by a
transcriptomic functional signature with enrichment of themes related to immunoinflammation,
the extracellular matrix, and angiogenesis. A RT-PCR targeted study revealed that candidate genes
encoding proinflammatory markers and remodeling molecules, CD68, CD3e, IL-18, chemokine (C-C
motif) ligand 5, collagen type 4-«, and lysyl oxidase, were down-regulated.

Conclusion: Matched for FM, PWS subjects have a better metabolic profile, a phenotype that could
be linked to changes in scAT remodeling and promotion of adipocyte growth. (J Clin Endocrinel
Metab 100: 850-859, 2015)
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rader-Willi Syndrome (PWS), caused by a lack of ex-
P pression of paternal-origin imprinted alleles on chro-
mosome 13, is the most frequent syndrome with obesity.
PWSischaracterized by severe neonatal hypotonia and suck-
ling deficiency, with feeding problems in infancy and exces-
sive weight gain at an early age. This leads to obesity with
hyperphagia and deficit of satiety that persist in adulthood
(1, 2). Subjects with PWS display endocrine disorders, such
as hypogonadism and GH deficiency. Obesity remains a crit-
ical problem in PWS teenagers and adults because it leads to
severe complications, such as limb edema, cardiac or respi-
ratory failure, and physical disabilities (1).

Studies also focused on the metabolic outcomes of
PWS adults. An early study reported that mechanisms of
glucose homeostasis are different in PWS compared
with non-PWS subjects (3). Others report that PWS pa-
tients had a better metabolic profile, ie, lower insulin
resistance, than the subjects with primary obesity (4-
6). However, Grugni et al (7) reported that, when
matched for body mass index (BMI), PWS adults had the
same prevalence of metabolic syndrome (41.4%) and
insulin resistance index as obese controls.

Obesity in PWS is characterized by modified body com-
position with reduced muscle mass and increased adipos-
ity, as reviewed by Reus et al (8). The development of
adipose tissue (AT) occurs early in PWS infants before the
onset of weight gain (9). PWS subjects have a specific fat
distribution with increased fat mass (FM) in the limbs,
decreased FM in the trunk (10-12), and diminished vis-
ceral adiposity compared with obese patients matched for
BMI and age (4, 11, 13, 14}, To this extent, PWS can be
seen as an exceptional model of early and massive AT
development, notably in subcutaneous depots. This con-
dition is thus of particular interest to explore the links
between metabolic and inflammatory profiles and prone-
ness to FM inflation. Despite higher FM, PWS subjects
displayed increased adiponectin concentration and lower
systemic inflammation (6, 11, 15). However, to our
knowledge, only one study has compared the metabolic
profiles in PWS vs non-PWS subjects and reported im-
proved metabolic traits in PWS after FM adjustment (13).
This suggests that, beyond FM development and distribu-
tion, qualitative intrinsic characteristics of AT could be
different in PWS subjects. For example, adipocyte hyper-
trophy and inflammatory status of AT are thought to con-
tribute to metabolic complications (16, 17), but this has
not been explored in PWS patients. Up until now, no data
exist concerning the structure and functions of AT in PWS,
except for a recent study in children with PWS, which
reported that decreased progenitor cell content and de-
creased lipolysis induced by B-adrenergic agonists were
partially restored by GH treatment (18).
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Hence, the aims of our study were to compare body fat
distribution and metabolic and adipokine profiles as well
as the transcriptomic gene and functional signatures of AT
in adults with PWS compared with obese controls, who
were matched according to percentage total FM, age, gen-
der, and type 2 diabetes.

Patients and Methods

Patients with PWS

Berween July 2007 and May 2013, 76 adules (aged = 16 v)
with genetically confirmed PWS were examined in the Nutrition
Department (French Reference Centre for PWS, La Piné-Sal-
pétriére Hospital, Institute of Cardiometabolism and Nutrition,
Panis). The inclusion criteria for this study were a BMI greater
than 30 kg/m® and having been assessed for body composition
and metabolic parameters.

Forty-two of these patients fulfilled the inclusion criteria.
Twenty-seven had a chromosomal deletion, 14 had parental di-
somy (UPD), and one had an imprinting mutation. Thirty-nine
patients displayed hypogonadism: among them, 23 were receiv-
ing hormonal replacement therapy. Seven patients had been
treated with GH in childhood or adolescence (median duration
of treatment 4.3 y). Fourteen patients were being treated for
hypothyroidism. Thirteen patients (31%) were being treated
with antipsychotic medications. For a subgroup (n = 17), a nee-
dle sample of AT was performed.

Obese control (OC) population

Between 2007 and 2013, 1100 patients, who were candidates
for bariatric surgery with a BMI of greater than 30 kg/m” and
aped between 16 and 60 years, were admitted to the same Nu-
trition Department. Preoperative assessment included a detailed
medical history, including a history of sexual development, a
physical examination, and assessment of biological factors in-
cluding testosterone and gonadotropins in men. All had a normal
reproductive status for their age. All controls were assessed for
body composition and metabolic outcomes. Each PWS subject
was matched with one OC patient who was randomly selected
using the following covariates: age (=5 y), gender, percentage
(2%, and diabetic status (n = 42). None was treated with any
antipsychotic medication.

Ethical approval was obtained from the Research Ethics
Committee of Hotel-Dieu Hospital (CPP [le de France). All pa-
tients or guardians/parents gave their informed consent for in-
clusion within the study.

Clinical and biological assessments

All subjects underwent systematic explorations that included a
thorough medical interview, a routine physical examination, and
fasting biological analyses. The presence of diabetes, hypertension,
dyslipidemia, metabolic syndrome, metabolically healthy obese sta-
tus, heparic cytolysis (defined by alanine aminotransferase and as-
partate aminotransferase being increased by >1.5-fold), hypogo-
nadism, and treatments with sex hormones and/or GH were
systematically recorded, as described (19, 20).
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Body composition

Body composition was assessed using a whole-body fan-beam
DXA scan (Hologic Discovery W, software version 12.6, 2; Ho-
logic) (12, 21). Body regions {(arms, legs, trunk, and head) were
delineated with the use of specific anatomical landmarks, as de-
scribed elsewhere (22). Body fat repartition between the trunk
and extremities was assessed by computing the trunk FM to
appendicular ratio (21). The FM index was calculated as FM
divided by height squared (kilograms per square meter).

Inflammatory and metabolic markers

Venous blood samples were collected in the fasting state: se-
rumsamples without protease inhibitor were immediately trans-
ported in ice, centrifuged, frozen, and then stored at —80°C for
assessment of other biological components [adiponectin, high-
sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) and the multiplexed as-
says of metabolic markers described below]. Biochemical pa-
rameters, including fasting glycemia, glycated hemoglobin
(HbA1c), insulinemia, total cholesterol, high-density lipoprotein
(HDL) cholesterol, and triglycerides, were measured using rou-
tine techniques. Serum insulin was assessed by immuno-chemi-
luminescence (Diasorin). The homeostasis model assessment, an
index of insulin-resistance (HOMA-IR ), was calculated as fol-
lows: fasting insulin (millunternational units per mulliliter) *
fasting glycemia (millimoles per liter)/22.5. Serum adiponectin
and hs-CRP were quantified as previously described (23). The
sensitivity used was 0.8 pg/ml and 0.3 mg/L for adiponectin and
hs-CRP, respectively. Intraassay and interassay coefficients of
variation were less than 9% and 10% for adiponectin and hs-
CRP, respectively.

In 17 PWS and their OCs, two cytometric bead arrays (Bio-
Plex Pro human diabetes assay and Bio-Plex human cytokine
group i assay; Bio-Rad Laboratories) were used to assess serum
concentrations of C-pepride, glucagon, glucose-dependent in-
sulinotropic polypeptide (GIP), glucagon-like peptide-1 (GLP-
1), ghrelin, leptin, visfatin, resistin, plasminogen-activating in-
hibitor-1, eotaxin, IL-1b, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-1 receptor
antagonists, interferon y-induced protein-10, monocyte chemo-
attractant protein-1, macrophage inflammatory protein-a and
-8, vascular endothelial growth factor, granulocyte colony-stim-
ulating factor, and granulocyte macrophage colony-stimulating
factor, as described elsewhere (23). According to the manufac-
turer, the intraassay and interassay coefficients of variation for
each of the 10-plex assays were both 6% or less, and the recovery
range was 80%—120%. The sensitivity was 14.5 pg/mL. for C-
peptide, 1.2 pg/ml. for ghrelin, 0.8 pg/mL for GIP, 5.3 pg/ml. for
GLP-1, 4.9 pg/mL for glucagon, 1 pg/mL for insulin, 3.1 pg/ml.
for leptin, 2.2 pg/mL for plasminogen activator inhibitor-1, 1.3
pe/mL for resistin, and 37.1 pg/mL for visfatin.

Adipocyte size

Seventeen subjects in both groups (PWS and OC) underwentneedle
aspiration of abdominal subcutaneous adipose tissue (scAT). None
were receiving GH therapy atthe time of evaluation. Adipocyte volume
was measured as previously described (24). Based on the equation
proposed by Spalding et al (25), linking total FM (in kilograms) and
adipocyte volume, we reestimated the parameters of the curvilinear
equation in a French cohort of 36 nonobese and 389 obese subjects.
Thus, adipocyte theoretical volume, expected for the total FM, was
defined as follows: adipocyte theorenical volume = (40.740 051 *
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FMLKGMT + (0,025 310 * FMKG]). Both the measured and theo-
retical adipocyte volumes were then compared.

RT-PCR analysis

Total RNA was extracted using an RNeasy total RNA minikit
(QIAGEN). RNA quality and concentration were assessed using
an Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies). Real-time
quantitative RT-PCR for selected genes was performed on a
StepOnellus real-time PCR system (Applied Biosystems).

mRNA amplification and microarrays

Fourteen patients with PWS and their matched controls were
considered for microarray experiments. An [llumina RNA am-
plification kit {Ambion) was used according to the manufactur-
er’s instructions to obtain biotin-labeled complementary RNA
from 250 ng of toral RNA. Hybridization processes were per-
formed with [llumina human HT-12 version 4.0 Expression
BeadChips (Illumina Inc). Hybridized probes were detected with
cyanin-3-streptavidin (1 mg/mL; Amersham Biosciences, GE
HealthCare) and scanned using an llurmina BeadArray Reader.

Microarray data analysis

Raw data (average probe signals) were extracted using the
numerical results obtained with [llumina GenomeStudio 2011.1
software with default settings. The background for each bead
was estimated by calculating the average of the five dimmest
pixels in the area around the bead in question, and outliers of
transcript replicates greater than three deviations from the rep-
licate median were removed. Unexpressed genes were not re-
moved and no log transformations were performed. Flags were
mnferred from the signal detection P values at a threshold of P =
.03. Three working probe lists were used for each comparison
according to the flapped measurement in the relevant chips. A
P50 list was created by filtering probes flagged as present for at
least half of the chips. The group comparisons were done using
a Student’s f test. To estimare the false discovery rate, we filtered
the resulting P values at 5% and used the Benjamini and Hoch-
berg procedure. Cluster analyses and signature validations were
performed by hierarchical clustering using the Ward-correlation
similarity measure and average linkage algorithm.

All analyses were conducted using the R project for Stanstical
Computing (http://www.r-project.orgf). Data were subse-
quently submitted to Ingenuity Pathway Analysis to retrieve rel-
evant biological processes and Ingenwity Pathways (http://
www.ingenuity.com). An automated annotation procedure of
the differentially expressed genes was also performed with the
FunNet tool using a two-list nondiscriminant analysis and Gene
Ontology (GO} annotation database, as described by Henegar et
al (26).

Statistical analyses

Data are expressed as means + SD. Contingency tables were
performed for the analysis of the categorical data. Nonparamet-
ric Wilcoxon or x tests (or Fisher's exact test for small sample
sizes) were used to obtain the mean values from comparisons of
continuous data (bioclinical parameters) or from nencontinuous
data in both groups, respectively. A two-sided significance level
was fixed at 5%. The relationships between the different quan-
titative variables were determined by calculating the Spearman
correlation coefficients. All analyses were conducted using JMP
statistical software (SAS Institute Inc).
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Results

Body composition and metabolic profile in PWS
We compared the profile of patients with PWS with
those who had primary obesity (OC group) matched for
age, gender, percentage FM, and presence of type 2 dia-
betes. Comparisons of participants are shown in Table 1.
Percentage of lean mass was similar in both groups. As
expected when compared with OC subjects, PWS patients’
heights were significantly smaller, and these subjects had

Table 1. Bioclinical Characteristics of Subjects With
PWS and Obese Controls With Primary Obesity (OC)
ocC PWS5S P
(n = 42) (n = 42) Value
Age, ¥ 2751 9.0 25589 .18
Female gender, % 26(61.9) 26(61.9) 1.0
Type 2 diabetes, n, % 10 (23.8) 10(23.8) 1.0
Weight, kg 1420+218 104 £255 <1074
Height, cm 1686 +89 1527 +11.3 <107
BMI, kg/m?® 499+68 444+86 21073
Body composition
Lean mass, % 479+ 46 466 + 4.2 .11
Lean mass, kg 66.5+11.9 465+ 116 <107*
FM, % 505+ 4.2 52243 10
FM, kg 699+ 124 528=+150 <107°%
FMI, kg;’m2 24646 23474 15
Android FM, % 63.2 £ 6.2 50053 B
Trunk, g, to 12024 098 +023 <10°*
appendicular
FM ratio, g
Metabolic parameters
Glycemia, mM 54+1.2 5.0+ 1.8 31073
HbA1c, %, ND E5 103 5.6 * 0.4 26
HbAIlc, %, D fB+323 74+t11 1.0
Insulinemia, wlU/mL® 243 =240 188 x 208 .01
HOMA-IR® 5855 38+ 38 5.1072
Total cholesteral, 44+07 45+ 08 .59
mmoliL
HOL-cholesterol, +03 1.05+03 47
mmol/L
LDL-cholesteral, 27207 2.7+08 .82
mmol/L
Triglycerides, L 1.4+06 1.3+ 09 .07
ASAT, UIL 324+ 168 287116 .20
ALAT, UL 393257 346x276 .15
Systolic blood 1241 155 1193 £13.1 .11
pressure,
mm Hg
Diastolic blood 685118 683115 .90
pressure,
mm Hg

Abbreviations: ALAT, alanine aminotransferase; AST, aspartate
aminotransferase; D, diabetic subjects; FMI, FM index [fat mass
(kilograms)height? {square meters)]; LDL, low-density lipoprotein; ND,
nondiabetic subjects. All values are expressed as mean + SD.
Comparisons between the OC and PWS groups were obtained using a
Wilcoxon's rank test for quantitative variables and the y? or Fisher's
exact test for qualitative variables.

2 bvaluated in nondiabetic subjects or diabetic subjects without
antidiabetic treatment.
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lower BMIs. Body composition differed significantly be-
tween the two groups, with a lower percentage of android
FM and trunk FM to appendicular FM ratio in the PWS
group compared with OCs. The same results were ob-
served when men and women were analyzed separately
(Supplemental Table 1).

In the nondiabetic subgroups, glycemia, insulinemia,
and HOMA-IR were significantly decreased in the PWS
compared with the OC group. As shown in Figure 1, the
prevalence of metabolic syndrome features was lower in
PWS compared with OCs (P = .03). The prevalence of
hepatic cytolysis was 2-fold lower in the PWS group than
in the C group (P = .004). Thus, the percentage of those
with a defined metabolically healthy obese phenotype was
3-fold higher in the PWS than in OCs (P = .03). Other
metabolic comorbidities, lipid profiles, and arterial blood
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Figure 1. Prevalence of cardiometabolic features in Prader-Willi
subjects (PWS group) and in subjects with primary obesity (OC group).
Cardiometabolic features were defined as described in Materials and
Methods. We used the biological definition of metabalic syndrome,
established by the International Diabetes Federation (2005). Subjects
were considered as metabolically healthy obese (MHO) if they did not
have any two of the four factors: 1) raised triglyceride level (=1.7
mmol/L or specific treatment for raised levels); 2) reduced HOL-
cholesterol {<1.03 mmol/L in males and <1.29 mmol/L in females) or
specific treatment for this lipid abnormality; 3) raised blood pressure
(BP) (systolic = 130 or diastolic BP = 85 mm Hg) or treatment of
previously diagnosed hypertension; and 4) raised fasting plasma
glucose (=5.6 mmol/L) or previously diagnosed type 2 diabetes. To
take into account insulin sensitivity, we added the criteria of
insulinemia of less than 20 pU/mL to include subjects within the MHO
group. Liver cytolysis means alanine aminotransferase and aspartate
aminotransferase were increased by greater than 1.5-fold. Black bars
represent the OC group and white bars the PWS group. Data show the
percentages of individuals with risk factors. Comparisons between the
two groups were performed using a Fisher's exact test. *, P < .05;
** P 001
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Figure 2. Serum concentrations of hormonal and inflammatory mediators in PWS and prirmary obese (OC) groups. A, Adiponectin concentration
measured in 17 PWS subjects and their obese controls matched for age, FM (percentage), gender, and type 2 diabetes. B, Serum concentrations of
C-peptide, glucagon, GIF, GLP-1, ghrelin, leptin, visfatin, and resistin measured by a multiplex assay in 17 PWS subjects and their matched OCs. C,
hs-CRP concentration in 17 PWS subjects compared with their controls matched for age, FM (percentage), gender, and type 2 diabetes. D,
Concentration of macrophage inflammatory protein-1 8 (MIP-1b), eotaxin, interferon-y-induced protein-10 (IP-10), monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1), and interleukin-10 (IL-10) measured by a multiplex assay in 17 PWS subjects and their matched OCs. The OC group is
represented by black bars and the PWS group by white bars. Values are expressed as means = 5D. Comparisons between the groups were

performed using a Wilcoxon's test. *, P < 05.

pressure statuses were not markedly different between the
two groups. The same results in terms of metabolic phe-
notype were observed when men and women were ana-
lyzed separately (Supplemental Table 1).

In the PWS group, metabolic phenotype did not differ
between patients with hypogonadism and those without
hypogonadism or receiving current sex hormone-replace-
ment therapy.

Although PWS subjects with UPD had a lower BMI
compared with those with a deletion, there were no dif-
ferences in the metabolic phenotypes or body composi-
tions between the genotypes (Supplemental Table 2).

PWS have higher concentrations of adiponectin
and ghrelin

‘We examined the circulating profiles of hormones and
inflammatory mediators, which included C-pepride, glu-
cagon, GIP, GLP-1, ghrelin, leptin, visfatin, and resistin in
a subgroup of 17 PWS (5 men and 12 women) and their
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controls. Adiponectin serum concentration was signifi-
cantly higher in the PWS group (5.2 = 1.5vs3.9 = 1.6
ng/mL, P = 0.03) (Figure 2A). The serum concentrations
of ghrelin were significantly higher in the PWS than in the
OC subgroup (1781 = 744 vs 792 + 447 pg/mL, P <
.0001) (Figure 2B). No difference was found between men
and women. A trend toward a higher serum concentration
of GIP in PW5 compared with the OC group was observed
(513.9 = 558.9 vs 298.8 = 90.7 pg/mL, P = .06). There
was no significant difference regarding systemic inflam-
mation between the two groups, at least for hs-CRP or

cytokines measured in a multiplex assay (Figure 2, C
and D).

PWS is associated with increased adipocyte size
relative to fat mass

We analyzed scAT samples from 17 PWS subjects (5
men and 12 women) and their matched OCs. The mean
adipocyte volume did not significantly differ between the

1} o 28 Seprember 2013, at (636 For personal use csly. Mo other uses without permussson. . All nghts ressrved.



doi: 10.1210/c.2014-3127

g

1000

2]
=
=

jeem.endojournals.org 855

n = 11). In the PWS proup, the adi-
pocyte volume was significantly and

* positively correlated with BMI (r =

0.46, P = .05), total FM (kilograms)
(r=047,P =.05),and HbAlc(r =
0.49, P = .05). In multiple regression

g

Adipocyte volume (pl)
g

Measured minus theoretical
adipocyte volume (pl)

=

Rl
1 1=

Figure 3. Measured and theoretical adipocyte size in subjects with PWS and in subjects with
primary obesity (OC). Comparisons of adults with PWS (n = 17) and adult OC (n = 17 matched
for age, FM (percentage), gender, and type 2 diabetes. A, Adipocyte volume (picoliters) was
measured manually after adipocyte isolation and collagenase digestion. B, Measured adipocyte
volume minus theoretical adipocyte volume (picoliters). The theoretical adipocyte volume was

analyses, taking into account adi-
pocyte volume, gender, age, FM,
HbAlc, sex hormone-replacement
therapy, and GH in childhood, the
adipocyte volume was significantly
associated only with gender (R* of
the model = 0.67, P = 8. < 1077%).

calculated according to the following equation: [40.740 051 * FM.KG)1 + (0.025 310 *

FM.KG)], adapted from Spalding et al (25). Values are expressed as mean * SD. Comparisons

between the groups were performed using a Wilcoxon's test. *, P< .05.

two groups (1093 = 269 vs 935 = 111 pL, for PWS and
OC, respectively; P = .19) (Figure 3A), even when men
and women were analyzed separately. We then evaluated
the theoretical expected adipocyte volume for total FM (ie,
adipocyte morphology; see Materials and Methods). We
found that the difference between adipocyte volume mea-
sured manually, and the theoretical adipocyte volume ex-
pected for total FM was higher in PWS individuals (P =
.01) (Figure 3B). This suggests that adipocyte volume rel-
ative to FM is increased in PWS.

Adipocyte volume did not differ between the genotypes
(deletion vs UPD) or between PWS patients treated or not
with GH in childhood (n = 6 vs n = 11) or those receiving
current sex hormone-replacement therapy or not (n= 6 vs

A B

Transcriptomic functional
signatures of adipose tissue
in PWS subjects

We performed microarray experiments and searched
for GO functions, which may discriminate PWS obese sub-
jects and their matched controls.

First, cluster analysis showed that individuals with
PWS were grouped together (Figure 4B). Second, using a
5% false discovery rate, we detected 96 up-regulated
cDNAs (fold change 1.2-1.8) and 108 down-regulated
cDNAs (fold change 0.8-0.07) in 14 PWS compared with
matched OCs. Figure 4B shows the most significant GO
themes among the annotated genes, ranked according to
their functional coverage of the transcriptional domain
(FunNet tool analysis). Overrepresented biological pro-
cesses in PWS included defense and immune responses,

GO Biological Process
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Figure 4. Functional transcriptomic signature of scAT in PWS subjects. A, Cluster analysis and signature validations were performed by
hierarchical clustering using the Ward-correlation similarity measure and the average linkage algorithm. B, GO biological process annotation
categories showing a significant enrichment in genes that are up- or down-regulated in the scAT of PWS subjects [n = 14 subjects in PWS groups
and n = 14 control subjects (OC) matched for FM (percentage), age, gender, and type 2 diabetes]. Using the FunNet tool, genes whose expression
changed between PWS and OC were grouped with the GO biological process annotations at specificity level 5. The bar plots represent the
percentage of transcripts annotated by each theme among transcripts differentially expressed in the scAT of PWS subjects.
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response to cytokine and interferon, cell surface receptor,
cell adhesion, cell proliferation, and apoptosis. Using the
Ingenuity tool, the first four enriched functional themes
were connective tissue disorder, inflammatory disease,
skeletal and muscular disorders, and immunological dis-
ease. No difference in transcriptomic signature was found
between the genotypes (deletion vs UPD) or between PWS
patients treated or not with GH in childhood or receiving
current sex hormone-replacement therapy or not. How-
ever, because there was a small number of subjects in each
subgroup, these results do not exclude a biological impact
of such treatments on adipose tissue gene profile.

PWS is associated with changes in adipose tissue
remodeling and inflammatory genes

Based on our microarray data, we observed that,
among the most differentially genes expressed in the scAT
of PWS, several encoded proteins were related to the ex-
tracellular matrix and immunoinflammation. Thus, col-
lagen type VIII-a1 (fold change 0.57), fibronectin type I1I
(fold change 0.62), fibulin 1 (fold change 0.70), chitinase
3-like 1(CHI3L1; fold change 0.63), or IL-7 receptor (fold
change 0.60), synuclein (fold change 0.57), and versican
(fold change 0.69) were significantly down-regulated
(Supplemental Table 3). In contrast, another collagen, col-
lagen type XV-al (fold change 1.26), was up-regulated in
the scAT of PWS5. Some inflammatory mediators, such as
chemokine (C-X-C motif} ligands 9 and 10 [chemokines
{C-X-C motif) ligand 9, fold change 1.80; chemokine (C-
X-C motif) ligand 10, fold change 1.50], were also up-
regulated. These results were confirmed by RT-PCR for
most of the genes (Figure 5).

We further extended this analysis by exploring the AT
mRNA expression of a candidate gene that encodes
known proteins involved in metabolic pathways, inflam-
mation, and tissue remodeling (fibrosis). Among the ex-
tracellular matrix genes, we found that lysyl oxidase
(LOX) and collagen type 4 (COL4a1) gene expression
were down-regulated in PWS vs OC scAT, whereas col-
lagen type-6 (COL6)-a isoforms were unchanged (Figure
5). Interestingly, lysophosphatidic acid receptor 1
(LPARI), a gene encoding a receptor involved in the pro-
motion of fibrosis in a different model was also down-
regulated in the scAT of PWS. We also found decreased
adipose expression in inflammatory genes such as CDé68,
CD3e, IL1B, and chemokine (C-C motif) ligand-5
(CCL5), whereas CD40 and CD11¢ gene expression was
unchanged. The adipose expression of metabolic genes
such as, leptin, adiponectin, and perilipin was similar in
both groups.

Gene expression did not differ significantly between the
genotypes (deletion vs UPD) or between PWS patients
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Figure 5. Comparison of mRNA gene expression of 25 genes in
subjects with PWS and in subjects with primary obesity (OC). Gene
expression quantified by real-time PCR of CD40, CD11c, CD68, CD3e,
IL-1B, chemakine (C-C motif) ligand-5 (CCLS), chemokine (C-X-C
motif) ligands 9 and 10, collagen type V-e1 (COL4al), COLGa1,
COLBe1, SERPINAT and SERPINF1 (serpin peptidase inhibitor A1 and
F1), fibronectin type Il (FNDC1; fibronectin), fibulin 1 {FBLN1; fibulin),
SMCA (synuclein), CHI3L1, LOX, LPAR1, VCAN {versican), LEP (leptin),
ADIPOQ (adiponectin), and PLIN (perilipin) in FWS (n = 17) and OC
(n = 17). Values are expressed as mean + SD. Comparisons
between the groups were assessed using a Student's ¢ test

after log transformation of the values. *, P < .05; **, P < .001;

e P DOOT.

treated or not with GH in childhood or those receiving
current sex hormone-replacement therapy.

To evaluate the clinical relevance of changes in gene
expression, we performed a correlation analysis between
gene expression of all the aforementioned genes and phe-
notypes related to corpulence (BMI, FM), adipocyte size,
and metabolic status (lipid and diabetes related traits). We
found that age was significantly and positively correlated
with markers of inflammation and negatively correlated
with COL4a1 and COLé« isoforms and adipocyte-re-
lated proteins (leptin, adiponectin, and perilipin) (data not
shown). Adipocyte volume was positively correlated with
IL-18 (r = 0.59,P = .011), COL6al (r = 0.66,P = .004),
leptin (r = 0.57, P = .012), and perilipin (r = 0.67, P =
.003). Interestingly, metabolic traits (glycemia and/or
HbAlc) were positively correlated with markers of in-
flammation, ie, CD68, CD3, IL-18, and IL-7 receptor in
this population.

Discussion

Herein we have confirmed that PWS adults displayed a
specific distribution of AT associated with a better meta-
bolic and adipokine profile, with these features being in-
dependent of PWS genotype. Additionally, we have de-
scribed, for the first time, a distinct pattern of AT gene
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function with signatures that favor modified AT remod-
eling. Along these lines, we may speculate that scAT has
functional characteristics that could favor its expandabil-
ity in PWS.

In agreement with several studies (10-12) performed in
subjects aged from 10 to 50 years, we confirm that body
composition of PWS subjects was characterized by a de-
creased percentage of android FM and a lower trunk to
appendicular FM ratio, a situation that is beneficial for
metabolic complications (27). PWS subjects had a better
metabolic profile, ie, a decreased insulin resistance index
and increased circulating adiponectin. This was observed
despite similar systemic inflammation in PWS and in sub-
jects with primary obesity matched for total FM.

We have described that the improved metabolic profile
was associated with a series of characteristics of scAT. The
measured adipocyte volume compared with the theoreti-
cal volume expected for total FM was increased in PWS.
One may suggest that, in PWS, sc adipocytes could have a
higher capacity to increase in size, without the adverse
consequences on the metabolic and inflammatory signals
found in primary obesity. This observation can be linked
with the AT expandability hypothesis developed by Vidal-
Puig (28) and Virtue and Vidal-Puig (29), which states that
the failure of AT expansion is one of the key factors linking
positive energy balance and cardiometabolic risks and not
obesity per se. Conversely, subcutaneous adipocytes with
a higher capacity for growth, for facilitating storage and
for decreased overflow of fatty acids, are associated with
a lesser risk of lipotoxicity and metabolic syndrome (28).

Moreover, we observed that a series of AT genes, such
as SERPINF1, CHI3L1, and FIBULIN1, were underex-
pressed in the AT of PWS patients. Interestingly these
genes encode proteins that are increased at the systemic
level in models of insulin resistance. Serpin peptidase in-
hibitor F1 or pigment epithelium-derived factor is a met-
abolic regulatory protein that was increased in the plasma
of insulin-resistant adults (30-32) and was positively as-
sociated with the insulin resistance index. Circulating lev-
els of CHI3L1 (or YKL-40) were elevated in insulin-re-
sistant compared with non-insulin-resistant individuals
after adjustment for age and BMI (33). Fibulin1 levels, a
component of the basal membrane, was increased in type
2 diabetes and might be involved in the pathophysiological
process of arterial stiffness (34 -36). This observation may
stimulate interest in measuring the circulating levels of
these molecules in PWS individuals.

We also identified transcriptomic functional signa-
tures of AT in adults with PWS, which was character-
ized by changes in the expression of genes coding for
inflammation and tissue-remodeling factors. In associ-
ation with these functions, we observed modification of
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genes involved in extracellular matrix (ECM) remodel-
ing or the promotion of fibrosis, with the majority being
down-regulated.

Regarding genes encoding for inflammation markers,
we found a decreased expression of CD68, CD3, and IL-
1B, suggesting that low-grade inflammation was lower
within the AT of PWS subjects. Furthermore, we found
associations between glycemic status and expression of
markers for inflammation in subjects with PWS. Given
that numerous studies have shown that increased AT in-
flammation is related to impairment of insulin sensitivity,
this observation is consistent with the assumption that the
better metabolic profile present in PWS could be related to
AT-specific characteristics.

‘We also found that modified mRINA expression of col-
lagen IV and fibronectin, which are major components in
the basal membrane of adipocytes and ECM (37), wasalso
decreased in the AT of PWS patients as well as mRNA
expression of LOX and has a role in stabilizing the colla-
gen network. LPAR1, the receptor of lysophosphatidic
acid (LPA), a profibrotic mediator involved in inhibi-
tion of adipogenesis, was also down-regulated in PWS
subjects. It was shown that the stimulation of LPAR1 sig-
naling inhibits the differentiation of preadipocytes by
down-regulating peroxisomal proliferator-activated re-
ceptor-y2. Despite a lower body weight, LPAR1™"~ mice
had higher adiposity than wild-type littermates, and their
AT contained more preadipocytes that could be differen-
tiated in culture, which is consistent with an antiadipo-
genic role for LPAR1 (38). Endogenous and exogenous
LPA exertsa profibrotic activity in AT in vivo and in vitro,
which could be mediated by an LPA1TR-dependent path-
way (39).

Pericellular fibrosis is increased in the AT of obese sub-
jects (26, 40) and is considered a major player in AT dys-
funcrion, as reviewed by Sun et al (41). Although we did
not quantify collagen accumulation, it is tempting to spec-
ulate that changes in ECM genes in PWS may be associated
with modified AT stiffness, a phenomenon that could pro-
mote adipocyte expansion. Overall, modified adipocyte
size and gene expression in AT support the idea that scAT
expandability may have a role in these differences in terms
of the metabolic state observed between PWS and subjects
with primary obesity.

What the potential origins of such modifications are
remains an open question. Gene expression variations
could be related to GH or sex hormone deficiency or to
precocious developmental abnormalities. The absence of
differences in terms of AT characteristics between PWS
subjects receiving current sex hormene-replacement ther-
apy or not, and GH treatment received previously or not,
supports the idea that AT could have intrinsic develop-
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mental abnormalities independently of endocrine defi-
ciencies. We observed in our microarray data that expres-
sion of necdin, one of several genes located on 15q11-q13
region, was very low in the adipose tissue of PWS subjects
compared with controls. Necdin is a pleiotropic protein
that possesses antimitotic and prosurvival activities. It has
been shown previously that loss of necdin expression pro-
moted preadipocyte differentiation (42} and expansion of
adipose tissue in necdin-null mutant mice during a high-fat
diet (43). Based on this observation, it is tempting to spec-
ulate that altered necdin could in vivo play a role early in
AT development and growth in these patients. Recently it
has been shown that abnormalities in the AT of children
with PWS, aged from 1 to 10 years, such as decreased
progenitor cell content or impairment of lipolytic response
to B-adrenergic agonists, were resolved by GH treatment
(18). We failed to find an impact of GH treatment on
adults’ AT. However, no patient was receiving GH treat-
ment at the time of AT sampling, and few had been treated
previously in childhood. If they had, then treatment had
been introduced later on and was not long term. We can
also suppose that AT characteristics differed during ki-
netic childhood development compared with the stable
situation in adulthood.

One of the limitations of our study is the lack of
histological quantification of AT fibrosis. Due to tissue
unavailability, we could not substantiate our observa-
tions by evaluating protein expression in the AT. It
would have been of interest to improve the descriptions
of the different compartments of AT within PWS sub-
jects, especially the visceral depots. Unfortunately,
these experiments would have required an abdominal
magnetic resonance imaging or invasive surgery to ob-
tain a sample of visceral adipose tissue, which we did
not perform in PWS subjects.

In conclusion, PWS subjects, matched for FM percent-
age, have a better metabolic profile with regard to insulin
resistance status and adipokine balance. AT in PWS is
characterized by increased adipocyte size and changes in
inflammation and ECM genes, features that could be re-
lated to the increased capacity of adipocyte cell expansion.
This study opens up new perspectives in understanding the
links between changes in AT development and the PWS
phenotypes but also for metabolic obesity-related compli-
cations in primary obesity.
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Le syndrome de Bardet-Biedl (BBS) est, quant a lui, plus hétérogene sur les plans clinique et
génétique. Peuvent s’associer a I'obésité sévere et précoce, une dystrophie rétinienne, des
anomalies des extrémités (syndactylie, polydactylie), des anomalies rénales, un
hypogonadisme, une dysmorphie et des difficultés d'apprentisdagenoins 19 genes
différents ont été identifiés, codant tous pour des protéines impliquées dans le fonctionnement
des cils primaires ce qui définit le BBS comme une ciliopathie [134, 135]. Les cellules ciliées
sont impliquées dans le développement des mammiféres, contribuant notamment a la symétrie
droite/gauche, et permettent de transmettre des messages de signalisation de I'extérieur vers
l'intérieur de la cellule. On comprend que des dysfonctionnements dans ces processus mettant
en jeu les cellules ciliées puissent contribuer aux altérations des épithéliums pigmentaires
essentiels a la vision et aux anomalies de certains organes comme le rein. Mais les
meécanismes précis menant a I'obésité dans le BBS sont encore mal compris. Plusieurs
hypothéses ont été émises. Premierement, I'hypothése d’une origine centrale a I'obésité par
dysfonctionnement hypothalamique, associée a une hyperphagie, a été développée. Il a été
montré que le cil primaire pouvait étre impliqué dans la voie leptine-mélanocortines. En effet,
les souris qui avaient des cils primaires courts au niveau hypothalamique présentaient une
augmentation de leur prise alimentaire et une réduction de leur dépense énergétique, amenant
a un bilan énergétique positif avec obésité. De plus, la réponse de ces souris au signal
anorectique de la leptine était atténuée. Le cil primaire semble donc jouer un réle dans la
sensibilité des neurones hypothalamiques au signal satiétogene de la leptine [136]. I
interviendrait également dans le transport et le trafic intracellulaire de LEPR [137]. Les
protéines BBS semblent nécessaires pour la bonne localisation de LEPR dans I'hypothalamus
[135]. D'autres hypothéses d’une origine périphérique a I'obésité impliquant le tissu adipeux
et la prolifération adipocytaire ou d'autres tissus endocriniens (pancréas, estomac, intestin)

ont aussi été proposees [138].

Outre le SPW, d'autres syndromes associent une obésité et un retard mental, tels que le
syndrome de Cohen, I'ostéodystrophie héréditaire d’Albright (ou pseudohypoparathyroidie de
type 1A), le syndrome de Borjeson-Forssman-Lehman ou le syndrome de I'X fragile (Tableau
3, page 72). Dans le syndrome de Cohen, notamment, I'obésité est le plus souvent tronculaire
et débute dans I'enfance (vers I'age de 10 ans). Elle est associée a un retard mental, léger a
modeéré, une dystrophie rétinienne, une hypotonie néonatale et infantile, un comportement
avenant et sympathique, des anomalies cranio-faciales caractéristiques (incisives centrales de

grande taille, philtrum court, bouche ouverte), des anomalies des extrémités (pieds et mains
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fins, doigts et orteils longs et fuselés, hyperlaxité articulaire), une neutropénie inconstante et
des anomalies endocriniennes (hypogonadisme, retard statural) [130]. Ce syndrome est de
transmission autosomique récessive, lié a une mutation duQf@Ha (Cohen syndrome 1)

(8922-g23) codant pour une protéine transmembranaire ubiquitaire ayant un réle dans le trafic

intracellulaire.

Outre le BBS, I'obésité peut aussi étre associée a des anomalies ophtalmologiques dans le
syndrome d'Alstrom. Ce syndrome est caractérisé par une obésité précoce, une dystrophie
rétinienne, une surdité de perception, un diabéte de type 2, une insuffisance rénale et
cardiaque (cardiomyopathie dilatée). D’autres manifestations cliniques sont parfois observées
incluant un acanthosis nigricans, une alopécie, une petite taille, une cyphoscoliose ou une
cataracte [130]. Sur le plan hormonal, il existe parfois une hypothyroidie, un hypogonadisme,
un déficit en GH, un diabéte insipide ou un hyperinsulinisme. Le §énéS1 (Alstrom
syndrome 1), localisé sur le chromosome 2p13-pl14, code pour une protéine d’expression
ubiquitaire mais de fonction inconnue. Du fait de sa localisation particuliere dans le
centrosome et le corps ciliaire, il a également été suggéré que le syndrome d’Alstrém, comme

le BBS, fasse partie des ciliopathies [139].
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Tableau 3: Signes cliniques et anomalies génétiques des principaux syndromes génétiques

rares avec obésité.

Syndrome Signes associés a I'obésité Génétique

Prader-Willi Hypotonie néonatale, retard mental, Défaut de la région 15q11-q13
hyperphagie, dysmorphie faciale, retard d’origine paternelle
statural, hypogonadisme (microdélétion, disomie
hypogonadotrope maternelle, défaut d’empreinte ou

translocation réciproque)

Bardet-Bied|l Retard mental, dystrophie rétinienne ®BS1 (11q13) ; BBS2 (16912.2) ;

rétinite pigmentaire, anomalies des BBS3 ARLSG, 3q11) ;
extrémités, hypogonadisme, atteinteBBS4 (15q24.1) ; BBS5 (2g31.1);
rénale BBS6 (MKKS, 20p12) ;

BBS7 (4027) ;

BBSS8 (TTCS, 14931) ;
BBS9 PTHB1, 7p14) ;
BBS10 C120rf58, 12G21.2) ;
BBS 11 TRIM32, 9933.1) ;
BBS12 (4027) ;
BBS13 MKS1, 17q23) ;
BBS14 CEP290, 12¢21.3) ;
BBS15 (WDPCP 2p15) ;
BBS16 SDCCAGS, 1q43) ;
BBS17 (ZTFL1, 3p21) ;
BBS18 @BIP1, 10025) ;
BBS19 (FT27, 22q12)

Cohen Dystrophie rétinienne, dysmorphie, Autosomique récessif

microcéphalie, retard mental, R
' ' gene COHL1 (chr 8g22-g23)
neutropénie cyclique

Alstrom Dystrophie rétinienne, surdité de Autosomique récessif

perception, .
: - gene ALMS1 (chr 2p13-p14)
cardiomyopathie dilatée,
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atteintes rénale, pulmonaire et

hépatique

X fragile Déficit intellectuel modéré a sévere, Dominant lie a I'X

hyperactivité, dysmorphie faciale,

o _ géne FMR1 (Xq27.3)
macro-orchidie post-pubertaire

Borjeson- Retard mental sévere, hypotonie, Récessif lié a I'X
Forssman- microcéphalie, dysmorphie faciale, .
_ o _ gene PHF6 (Xg26-927)
Lehmann hypogonadisme, épilepsie
Ostéodystrophie Dysmorphie faciale, Autosomique dominant
d’Albright brachymétacarpie et brachymétatarsie, géne GNAS1 (2013.2)
(pseudo- retard psychomoteur variable,
. L Mutations inactivatrices de la
hypoparathyroidie tableau de résistance hormonale
_ . Sous-unité eactivatrice associée a
de type la) (hypocalcémie, hypothyroidie, retard
. la protéine G
pubertaire)

Délétion 16pl11.2 Retard de développement, déficience  Autosomique dominant

intellectuelle, troubles autistiques Microdélétion de la région

16p11.2

Variants de KSR2 Hyperphagie dans I'enfance, Rare variants du géne KSR2
diminution de la fréquence cardiaque et (12924.22-924.23)
du métabolisme de base,

insulino-résistance sévere

Mutation de TUB  Cécité nocturne, dystrophie rétinienne Mutation homozygote du gene

TUB (11p15.4)

Délétion des génes  Hyperphagie, déficit intellectuel, Délétion paternelle des genes

ACP1, TMEM18, troubles du comportement séveres ACP1, TMEM18, MYT1[2p25)
MYTIL

ACP1: acid phosphatase 1, soluble ; ALMS1: Alstrom syndrome 1 ; ARL6: ADP-ribosylation
factor-like 6 ; BBIP1l: BBS protein complex-interacting protein 1 ; BBS: Bardet-Bied|
syndrome ; C120rf58: chromosome 12 open reading frame 58 ; CEP290: centrosomal protein,
290-kd ; COH1: Cohen syndrome 1 ; FMR1:fragile X mental retardation 1
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GNASL1: guanine nucleotide-binding protein, alpha-stimulating activity polypeptide 1 ;
IFT27: intraflagellar transport 27, chlamydomonas, homolog of ; KSR2: kinase supressor of
Ras 2 ; LZTFL1: leucine zipper transcription factor-like 1 ; MKKS: McKusick-Kauffman
syndrome ; MKS1: Meckel syndrome, type 1 ; MYT1L: myelin transcription factor 1-like ;
PHF6: PHD finger protein 6 ; PTHBL1: parathyroid hormone-responsive Bl gene ;
SDCCAGS: serologically defined colon cancer antigen 8 ; TMEM18: transmembrane protein
18 ; TRIM32: tripartite motif-containing protein 32 ; TTCS8: tetratricopeptide repeat domain-
containing protein 8 ; TUB: tubby-like protein ; WDPCP: WD repeat-containing planar cell

polarity effector

Revue 3 (page 181): Obésités rares d’origine génétique.

H Huvenne, B Dubern, K Clément, C Poitou. Feuillets de Biologie 2014; 321: 23-31.
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Aucun traitement spécifique n’est actuellement disponible dans les obésités syndromiques, a
'exception d'une prise en charge globale, spécialisée et multidisciplinaire (diététique
alimentaire et activité physique, psychomaotricité, traitement substitutif hormonal,...), a mettre
en place le plus précocement possible, des la petite enfance. Dans le SPW, le traitement par
GH doit étre discuté. En effet, les essais thérapeutiques ont montré que ce traitement, débuté
avant 'age d’'un an, a des posologies utilisées habituellement dans le retard de croissance de
I'enfant, améliore la croissance, la composition corporelle, la force musculaire, les capacités
et I'agilité physiques, les performances motrices et le métabolisme lipidique chez I'enfant et
ladulte présentant un SPW [140-142]. Différentes molécules (béloranibe, ocytocine,
topiramate, ghréline non acylée) sont actuellement en cours de développement et semblent

trés prometteuses pour la prise en charge future du SPW.

L’indication de la chirurgie bariatrique dans le cadre des obésités syndromiques reste
largement discutée en raison des données limitées dans la littérature. Ainsi, la perte de poids
moyenne et le pourcentage de perte de poids a 2 ans était respectivement de 32,5 kg et 63,2%,
sans complications majeures chez 3 patients ayant un SPW (2 sleeve gastrectomies et 1
bypass) [143]. Dans une autre étude, 23 patients avec obésité syndromique ayant eu une
sleeve gastrectomie par laparoscopie ont été décrits (16 SPW, 6 BBS et 1 syndrome
d’Alstrom). La réduction moyenne de I'lMC a 4 ans de suivi était de 60,2% avec résolution

de plus de 90% des comorbidités et sans complications majeures [144]. Ces 2 observations
sont toutefois en opposition avec la description rétrospective de 60 patients avec un SPW et
ayant eu une chirurgie bariatrique. Dans ce travail, les différentes procédures chirurgicales
n'ont entrainé que de faibles résultats chez les sujets ayant un SPW en comparaison aux
individus ayant une obésité commune. A 5 ans, la perte de poids moyenne aprés bypass n’était
gue de 2,4% et aprés anneau gastrique il existait méme une prise de poids de 3,5% par rapport
au poids pré-opératoire. En plus de ces faibles résultats, de nombreuses complications post-
opératoires étaient reportées: déces, embolie pulmonaire, infection de la plaie post-opératoire,
perforation gastrique [145]. De méme, dans le cadre du BBS, les résultats de la chirurgie
bariatrique sont limités et contradictoires. Un bypass gastrique a entrainé chez un adolescent
de 16 ans, ayant un BBS, une diminution de I'lMC de 52,28 jusque 34,85, kg&® mois de

la chirurgie, sans complications post-opératoires [146]. Cet effet bénéfique a également été
observé chez une femme de 33 ans, qui a subi une sleeve gastrectomie, permettant une perte

de poids de 23,9% a 1 an [147]. Par contre, la pose d’'un anneau gastrique chez un homme de
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35 ans ayant un BBS n’a entrainé qu’une perte de poids tres limitée de 9% sans amélioration
de son diabete de type 2 [147].

Au vu du nombre limité de cas décrits dans la littérature, I'efficacité a long terme de la
chirurgie bariatriqgue dans les obésités genétiques (syndromiques et monogéeniques) nécessite
de plus amples évaluations. La décision de chirurgie bariatrique dans ce contexte doit donc
toujours étre discutée par une équipe pluridisciplinaire, d’autant que les troubles sévéres du
comportement alimentaire sont habituellement une contre-indication a la chirurgie bariatrique.
La position actuelle du centre de référence du SPW est prudente et ne recommande pas la
pratigue de la chirurgie bariatrique en cas d'obésité syndromique avec impulsivité
alimentaire. De méme, la société ESPGHAN (European society for pediatric
gastroenterology, hepatology and nutrition) demande d'autres études sur I'analyse du risque de
la chirurgie bariatrique chez les adolescents présentant une obésité extréme, notamment une
obésité syndromique, et reste donc prudente sur lindication de cette thérapeutique dans

I'obésité sévére chez I'adolescent [148].

Revue 4 (page 191)Obesity.

H Huvenne, P Tounian, K Clément, B Dubern. In: Weiss RE, Refetoff S. Genetic diagnosis of

endocrine disorders, Second edition. Elsevier 2015. En cours de publication.
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Méme si les progrés des études moléculaires ont permis d’identifier quelques génes impliqués
principalement dans les obésités extrémes, a ce jour, les anomalies génétiques en cause ne
sont identifieées que dans moins de 5% des cas. Or, la précocité et la sévérité de ces obésités
monogéniques et syndromiques sont en faveur d’'une origine génétique tres peu dépendante de
'environnement. Si les mutations dans la voie leptine-mélanocortines, et en particulier dans le
géneLEPR semblent jouer un rdle important dans la survenue des obésités extrémes, leur
fréquence n’est pas connue a ce jour dans la population obése francaise. De plus, d’autres
anomalies génétiques sont probablement en cause dans ces formes extrémes d’'obésité. Ainsi
lidentification de nouveaux génes pourrait permettre de mieux comprendre la
physiopathologie de I'obésité et les mécanismes de régulation du poids, afin d’améliorer la
prise en charge des sujets atteints.
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I1l. RESULTATS. APPROCHE GENE CANDIDAT: ETUDE DE L’IMPLICATION
DU GENE LEPR DANS UNE POPULATION D'OBESITE EXTREME

I11.1. Etat actuel des connaissances

Le récepteur de la leptine joue un réle clé dans le contrdle de la prise alimentaire. Seules
guelques mutations du gebhEPRont été décrites chez des sujets ayant une obésité massive a
début précoce associée a des anomalies endocriniennes [86, 103]. A ce jour, le phénotype des
sujets porteurs de mutations hétérozygotes de LdsPReu décrit [103, 105].

La prévalence des mutations de LEPR est peu connue et n’a actuellement été estimée que dans
2 populations tres spécifiques marquées par un taux €levé de consanguinité [103, 105]. A ce

jour, leur prévalence dans la population obése francgaise n’est pas connue.

Si les sujets déficients en leptine par mutations du ddfieé peuvent bénéficier d'un
traitement substitutif de leptine [107], la prise en charge des sujets porteurs de mutations de
LEPR reste a ce jour difficile, sans thérapeutique actuellement disponible chez I'homme
[109]. Les effets de la chirurgie bariatrique sont aussi peu connus, avec une perte de poids
variable et limitée décrite uniguement chez 2 patients [110].

I11.2. Matériel et Méthodes

Afin de répondre a la questionc:Quelle est I'implication des mutations du genéEPR

dans I'obésité précoce en France ? », nous avons étudié une population composée de 535
sujets Francais (180 enfants et 355 adultes) présentant une obésité sévere définie par un IMC
> 35 kg/nf chez I'adulte ou un Z-score d'IMC > 3 DS chez I'enfant. Le service de Nutrition
adulte de la Pitié-Salpétriere (Dr Poitou, Pr Clément), centre de référence pour les obésités
rares, et le service de Nutrition pédiatrique de I'hopital Trousseau (Dr Dubern, Pr Tounian),
en collaboration avec le service de Nutrigénétique de la Pitie-Salpétriere (Dr Le Bihan), ont
recu les demandes d’analyses clinique et génétique de sujets suivis dans différents hopitaux en
France (Paris (Robert Debré et St Vincent de Paul), Amiens, Bordeaux, Lyon, Marseille,

Reims et St Denis de La Réunion).

Pour déterminer la fréequence des mutations du ddffeR dans cette large population
francaise, un séquencage directLd’R (18 régions codantes) a été realisé pour I'ensemble
des sujets. L'effet délétere des mutations a été preditico par le logiciel Alamut (Alamut

Mutation Interpretation Software (Interactive Biosoftware, Rouen, France)) et via les sites
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internet Polyphen hftp://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/Sift (http://sift.jcvi.org) et

Mutation Taster Http://doro.charite.de/MutationTaster/indeXn cas de mutation du géne

LEPR mise en évidence, nous avons réalisé une caractérisation phénotypique détaillée des
sujets porteurs de mutations a I'état homozygote et des sujets hétérozygotes apparentés. Elle
comprenait I'histoire pondérale, la composition corporelle, la dépense énergétique de repos,

les parametres métaboliques et des explorations hormonales. Enfin, pour évaluer les effets de
la chirurgie bariatrique, j'ai étudié I'évolution pondérale post-chirurgicale des 3 patients

porteurs d’'une mutation de LERR’état homozygote ayant été opérés.

[11.3. Résultats
[11.3.1. Identification de 7 nouvelles mutations du géne LEPR

Douze patients porteurs de 7 nouvelles mutations du IgeR® (c.1871Adup, ¢.1810T>G,
€.2357T>C, ¢.2491G>A, ce4on6-8, ¢.1604-1G>A, c¢.1264T>C, c.2131dup) ont été
identifiés (9 homozygotes et 3 hétérozygotes composites) (Figure 9, page 81). La fréquence
des mutations deEPRdans notre population obése francaise est donc de 2,24%. D’apres les
logiciels de prédiction, les 7 mutations alterent la séquence protéique de LEPR (p.C604G,
p.L786P, p.H800 _N831del, p.P166CfsX7, p.535-1G>A, p.Y422H, p.T711NfsX18). Cing
mutations résultent en une protéine LEPR tronquée non-fonctionnelle et 2 mutations ont une

forte prédiction d’altération de la fonction du récepteur LEPR.

[11.3.2. Identification d’'une méme mutation chez des patients originaires

de I'lle de La Réunion

De facon surprenante, 6 sujets, non apparentés, étaient porteurs de la méme mutation
(p.P166CfsX7) (Figure 9, page 81) provoquant une large délétion des exongléxarth- 8

(Figure 10, page 82), a I'état homozygote (n=5) ou hétérozygote composite (n=1). Ces 6
sujets étaient tous originaires de I'lle de La Réunion. Cette mutation n'a pas été détectée par
un test qPCR (PCR (polymerase chain reaction) quantitative) ou par séquencage direct dans 2
autres populations indépendantes: 189 sujets témoins issus de la cohorte SU.VI.MAX
(supplémentation en vitamines et minéraux anti-oxydants) (dge moyen 50.1 + 6.3 ans, IMC
moyen 23.8 + 3.4 kg/fh [149] et 500 sujets sévérement obéses non originaires de La
Réunion. La découverte d’'un groupe de 6 sujets non apparentés porteurs de la méme mutation

dans une région géographique spécifique, constituée d’'une population génétiquement isolée,
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amene a s'interroger sur l'origine de cette mutation, probablement a partir d’'un ancétre

commun et suggere donc un effet isolat. L'effet isolat est un mécanisme physiopathologique

bien connu décrit dans des pathologies génétiques rares, telles que la mutation du géne
ALDH7Al (aldehyde dehydrogenase 7 family, member Al) chez des patients Tunisiens

présentant une épilepsie pyridoxino-dépendante [150] ou la mutation dugéi#e(lamine

A/C) chez des femmes originaires de La Réunion présentant une lipodystrophie sévere [151].
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Figure 9: Position des mutations identifiées dans la protéine LEPR.

5 mutations homozygotes ont été mises en évidence chez 9 sujets obeses. Les mutations
marquées par un astérisque* sont observées chez les sujets hétérozygotes composites. La

mutation indiquée en rouge est la mutation de I'lle de La Réunion.
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Figure 10: Produit de I'amplification PCR (polymerase chain reaction) des exons 5, 6, 7 et 8
du geneLEPRd’un sujet porteur homozygote de la mutatitaxon6- 8(6-111.9) et d’'un sujet

témoin (control).

Ces résultats montrent I'absence de produit d’amplification PCR des exons 6, 7 et 8 chez le

sujet porteur de la mutatiorexon6- 8.

[11.3.3. Phénotypes cliniques et biologiques des sujets porteurs de

mutations homozygotes de LEPR

Nous avons ensuite analysé le phénotype des sujets porteurs d’'une mutation ldeiRieae

I'état homozygote. lls présentaient une obésité sévere (Z-score d'IMC moyen au diagnostic
6,6 DS) a début précoce (dge moyen de début de I'obésité: 4 mois) (Figures 11A et 11B, page
83). Le pourcentage de masse grasse moyen (51,9%) était en accord avec la sévérité de
I'obésité. Tous les sujets présentaient une hyperphagie, avec impulsivité alimentaire dans 73%
des cas. La concentration circulante moyenne de leptine (100,3 ng/mL) était environ 1,5 fois
plus élevée que celle attendue pour la masse grasse. Un hypogonadisme hypogonadotrope a
été diagnostiqué chez 6 adultes sur 9 (67% des cas), un déficit en hormone de croissance chez
4 sujets (36%) et une hypothyroidie centrale chez un seul de ces sujets. Le phénotype des 6
sujets porteurs de la mutatioiexon6-8 ne différait pas de celui des autres sujets

homozygotes, hormis la présence plus fréequente de déficit en hormone de croissance (60%).
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Figure 11: Courbes d'IMC des patients porteurs de mutationsEleR de la naissance a

'age adulte.

A: Courbes d'IMC de 2 sceurs hétérozygotes composites pour les mutations ¢.1264T>C et
€.2131 dup (patients 11-lll.1 et 11-11l.2) et des 2 sceurs présentant un déficit en LEPR
initialement décrites par Clément et al [86].

B: Courbes d’'IMC des garcons porteurs de mutationsHRR patients 1 (mutation ¢.1871A
dup), 3-IV.2 (mutation ¢.2357T>C), 4-I.1 (mutation c.2491G>A) and 5-Hek¢n6-8)
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La prise en charge habituelle des patients obéses (régimes restrictifs et programmes d’activité
physique) n’était que faiblement et transitoirement efficace chez les sujets porteurs de
mutation homozygote deEPR et était toujours suivie d’'une reprise pondérale, a I'exception
d’un sujet (patient 5-11.14exon6-§) qui poursuit un régime restrictif extrémement controlé
permettant une diminution de son IMC (Figure 11B, page 83). Les résultats de la chirurgie
bariatrique chez 3 de ces sujets étaient inconstants. Deux gastroplasties ont permis une perte
de poids a long terme apres 8 ans de suivi chez un premier patient [110] et une perte de poids
initiale significative (-44% de perte de poids a 9 mois de suivi) chez un autre patient. Par
contre, un bypass n’a pas eu d’effets significatifs a long terme chez un troisieme sujet (-7% a
5 ans de suivi). Ces observations suggérent qu'en plus de I'approche multidisciplinaire
globale, I'environnement social et familial et la situation psychologique doivent étre
prudemment évalués avant d’envisager toute chirurgie bariatrique chez les sujets ayant une

obésité massive et précoce en rapport avec une anomalie génétique identifiée.

[11.3.4. Phénotypes cliniques et biologiques des sujets hétérozygotes pour

la mutation de LEPR et originaires de I'lle de La Réunion

Les 21 sujets apparentés porteurs de mutations du IgeRR a I'état hétérozygote ne
présentaient pas de phénotype intermédiaire (Figure 12, page 85). L'obésité était de sévérité
variable dans 80% des cas (Z-score d'IMC moyen 3,3 DS) (Figure 13, page 86) et n'était
jamais associée ni a une impulsivité alimentaire et ni a des anomalies endocriniennes. Comme
précédemment décrit pour les geMiS4R et POMC, la pénétrance de I'obésité secondaire a

la perte d'une copie fonctionnelle H&EPR peut étre incompléte avec une expression clinique
variable, sous-tendant le r6le de la localisation et du type de la mutation, de I'environnement

et d’autres facteurs génétiques potentiellement modulateurs [152, 153].
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Figure 12: Arbre généalogique d’'une famille Réunionnaise porteuse de la mufation6-8
du géne LEPR

Les carrés et les cercles indiquent les hommes et les femmes, respectivement. Le proband est
indiqué par une fleche. Les symboles blancs représentent les membres de la famille non
atteints, les symboles gris indiquent les membres ayant une obésité (chez I'adulte, définie par
un IMC (indice de masse corporelle) compris entre 30 et 39°kghez I'enfant, définie par

un Z-score d’'IMC entre 2 et 3 DS (déviation-standard)) et les symboles noirs indiquent les
membres ayant une obésité sévére (chez I'adulte, définie par un IMC supérieur %40 kg/m
chez l'enfant, définie par un Z-score d'IMC supérieur & 3 DS). Un point d’interrogation
représente un membre de la famille dont on ne connait pas I'IMC. Un symbole barré indique
un membre de la famille décédé. La date de naissance (DB), I'IMC (BMI) et le Z-score
d'IMC (Zs) sont indiqués sous le symbole d’'un individu avec son génotype. M désigne
l'allele muté et N I'alléle normal. ND indique un génotype indéterminé. Différents alleles sont
identifiés sur la base de polymorphismes communs génotypés dans la région codante du gene
LEPR
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Figure 13: Z-score d’'IMC moyen des sujets homozygotes, hétérozygotes et non mutés pour

les mutations du géne LERRNSs les familles étudiées.

Les Z-scores d'IMC (indice de masse corporelle) étaients disponibles pour tous les sujets
homozygotes et pour les sujets hétérozygotes et non mutés de 6 familles. Les Z-scores d'IMC

sont représentés par la moyeri@cart-type.

Le Z-score d’'IMC est significativement supérieur chez les sujets porteurs de mutation du gene
LEPRa I'état homozygote, en comparaison aux sujets apparentés hétérozygotes et non mutés
(** p=0,0002).

I11.4. Conclusion

Notre étude a permis de montrer que les mutations duld€Pie a I'état homozygote ne sont

pas rares en France (2,24% dans la population obese francaise étudiée) et le plus souvent
associées a un phénotype spécifique. En particulier, nous avons identifi€ une nouvelle
mutation deLEPR 4exon6- 8 partagée par 6 sujets non apparentés tous originaires de I'ile de

La Reéunion, suggérant un effet isolat. Enfin, les sujets hétérozygotes ne présentent pas de

phénotype intermédiaire, comme initialement décrit chez la souris [154].

Devant la fréequence non négligeable des mutationdEE@R |la mise au point d’'une puce qui
étudierait simultanément plusieurs genes de la voie leptine-mélanocdriife (EPR

POMC, PCSK1, SIM1) pourrait permettre de rechercher systématiquement des mutations dans
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le cadre d'obésité extréme et d’identifier ces patients avant discussion d'une chirurgie

bariatrique pour obésité massive par exemple.

En ce qui concerne la mutatiatexon6- 8,son dépistage systématique peut se discuter chez
les patients ayant une obésité morbide a La Réunion. En effet, la prévalence de I'obésité y
étant particulierement élevée (20%), la question du réle de la mutsdion6- 8a I'état

hétérozygote se pose dans cette population fortement prédiposée a I'obésité.

Enfin, I'expression clinique variable des sujets hétérozygotes suggére que le cumul de
plusieurs mutations hétérozygotes sur différents genes impliqués dans I'homéostasie
énergétique pourrait étre un meécanisme commun de I'obésité, comme dans les modéles
animaux [154]. Les nouvelles approches moléculaires, telles que le séquencage d’exome,
pourraient probablement aider a identifier de telles interactions de mutations hétérozygotes et

permettre de progresser dans la compréhension de la génétique de I'obésité.

ARTICLE 2 (page 88): Seven novel deleterioud EPR mutations found in early-onset
obesity: aAexon6-8 shared by subjects from Reunion Island, Frare suggests a founder
effect. Huvenne H, Le Beyec J, Pépin D, Alili R, Pigeon Kherchiche P, Jeannic E, Frelut ML,
Lacorte JM, Nicolino M, Viard A, Laville M, Ledoux S, Tounian P, Poitou C, Clément K,
Dubern B. J Clin Endocrinol Metab 2015; 100: 757-66.
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Seven Novel Deleterious LEPR Mutations Found in
Early-Onset Obesity: a AExon6-8 Shared by Subjects
From Reunion Island, France, Suggests a Founder Effect

Héléne Huvenne,* Johanne Le Beyec,* Dominique Pépin, Rohia Alili,

Patricia Pigeon Kherchiche, Erwan Jeannic, Marie-Laure Frelut, Jean-Marc Lacorte,
Marc Nicolino, Amélie Viard, Martine Laville, Séverine Ledoux, Patrick Tounian,
Christine Poitou, Béatrice Dubern,** and Karine Clément**t

Context: Infrequent mutations have been reported in the leptin receptor (LEPR) gene in humans
with morbid obesity and endocrine disorders. However LEPR mutations are rarely examined in
large populations from different ethnicities in a given country.

Obijective: We estimated the prevalence of LEPR mutations in French patients with severe obesity
and evaluated mutated patients’ phenotype.

Design and Patients: We sequenced the LEPR gene in 535 morbidly obese French participants. We con-
ducted clinical investigations to determine whether individuals with a novel shared mutation display par-
ticular characteristics relative to obesity history, body composition, hormonal functions, and the outcome
of bariatric surgery.

Results: We identified 12 patients with a novel LEPR mutation (p.C604G, pL786P, p.H800_N831del,
p.YA22H, p.T71INfsX18, p.535-1G=A, p.P166CtX7). Six unrelated subjectswere carriers of the p.P166CfsX7
mutation leading to deletion overlapping exons 6 to 8. All subjects originated from Reunion Island (France).
Their clinical features (severe early-onset obesity, food impulsivity, and hypogonadotropic hypogonadism)
did not differ from other new LEPR mutation carriers. Results concerning weight loss surgery were incon-
sistent in homozygous LEPR mutation carriers. Heterozygous LEPR mutation carriers exhibited variable
severity of obesity and no endocrine abnormality.

Conclusion: Among seven newly discovered LEPRmutations in this French obese population, we identified
a LEPR frameshift mutation shared by six subjects from Reunion lsland. This observation suggests a founder
effect in this Indian Ocean island with high prevalence of obesity and supports a recommendation for
systematic screening for this mutation in morbidly obese subjects in this population. (U Oin Endocrinol
Metab 100: E757-E766, 2015)

sition and endocrine anomalies still needs to be investi-

he genetic screening to identify causal mutations in
T obesity (1) appeared particularly successful in ex-
treme obesities with the discovery of monogenic forms
resulting from homozygous mutations that mostly affect
genes of the leptin-melanocortin pathway (2). This path-
way plays a pivotal role in the hypothalamic control of
food intake (3). Complete leptin or leptin receptor (LEPR)
deficiency is rare, and patients with LEPR mutations are
characterized by severe early-onset obesity (before the age
of 3 y) with hyperphagia and hypogonadotropic hypogo-
nadism (4-11). Today, the phenotype of patients with
heterozygous LEPR mutation in regard to body compo-
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gated (9, 11).

Whereas leptin-deficient patients can be treated by hor-
mone replacement (12), medical treatment of LEPR defi-
ciency is challenging. Drugs that could safely bypass nor-
mal leptin delivery systems are not available for humans
(13}, and outcomes after bariatric surgery in the first two
reported patients showed limited and variable responses
(14).

Few studies have investigated the prevalence of LEPR
mutations occurring generally in subject groups with high
levels of consanguinity. Prevalence was estimated to be
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3% in 300 severely obese British subjects that included 90
probands from consanguineous families (9) and in a highly
selected population of Pakistani children with severe obe-
sity (11). The prevalence of LEPR mutations in patients
with morbid obesity from other countries is not known.
We addressed this question by systematically searching for
LEPR mutations in 535 severely obese French patients,
not parentally related. We discovered seven novel delete-
rious LEPR mutations, including one large deletion
shared by six unrelated patients, all originating from Re-
union Island (Indian Ocean, France). We subsequently ex-
amined clinical history and phenotypes in comparison to
other mutation carriers.

Subjects and Methods

Study population

The study was conducted in 5§35 unrelated obese French sub-
jects (children and adults) who were prospectively screened from
2007 for LEPR mutations because of severe obesity. The base-
line characteristics of this population are described in Supple-
mental Table 1. Forchildren, severe obesity was defined as an SD
score for body mass index (BMI) of more than 3 SD values above
the mean age and sex-specific BMI values in children in France
(15). For adults, the criterion for inclusion was BMI of at least 35
kg/m*. Informed consent was obtained for all subjects. Muta-
tions in known obesity genes were ruled out using direct se-
quencing (LEP [leptin], PCSK1 [proprotein convertase subili-
sinfkexin type 1], POMC [pro-opiomelanocortin], MC4R
|melanocortin 4 receptor]). Four subjects were heterozygous for
a MC4R frameshift mutation. In the case of LEPR mutations, the
subject’s relatives were invited to participate in the study. The
study protocol was approved by the Local Ethics Committee
{Comités Consultatifs de Protection des Personnes dans la Re-
cherche Biomedicale, Hotel-Dieu, Paris).

Phenotypic characterization

We examined patients harboring mutations for a series of
clinical phenotypes using anthropometric measurements
(weight, height, BMI} and body composition. During patient
medical interviews, the physician recorded the ancestry of the
patient and parents. We obtained weight history from the child-
hood health records when available. A pediatrician determined
pubertal stage from secondary sexual characteristics. A regis-
tered dietician conducted a structured interview examining
quantitative and qualitative food intake and eating behavior in
each proband individually. We estimated body composition

LEPR Mutation and Founder Effect in Reunion Island

1 Clin Endocrinol Metab, May 2015, 100(5):E757-E766

{percentage of fat and lean mass) by whole-body fan-beam dual-
energy x-ray absorptiometry scanning (Hologic Discovery W,
software version 12.6,2; Hologic Inc) as previously described
{16). The percentage of body fat mass was calculated as the ratio
of total body fat mass over total body mass. Basal resting met-
abolic rate was obtained using indirect calorimetry, after a 12-
hour overnight fast, by an open-circuit ventilated-hood system
(Deltatrac Il MBM 200, Datex Instrumentarium Corp). We cal-
culated basal metabolic rate by the equation supplied by the
manufacturer and the predicted basal metabolic rate using the
Harris and Benedict (HB) equation.

Blood samples were collected in the morning after an over-
night fast. Plasma lipid levels were measured by standardized
enzymatic assays (Roche Diagnostics for total cholesterol, Ther-
moklectron for triglycerides). High-density lipoprotein-choles-
terol levels were determined by a direct method (ThermokElec-
tron). We calculated plasma low-density lipoprotein-cholesterol
using the Friedewald formula. Plasma leptin concentrations were
measured by RIA (Linco Research, Inc). With the aim of deter-
mining whether plasma leptin concentrations were correlated
with fat mass, we calculated the following ratio: leptin concen-
tration (ng/mL)/fat mass (kg). A score around 1 indicated that
plasma leptin concentrations were in correlation with fat mass.
Plasma glucose and insulin concentrations were measured using
the glucose oxidase method and a commercial immunoradio-
metric assay kit (Bi-INSULINE IRMA; CisBio International),
respectively. The insulin resistance was estimated by the homeo-
stasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) index
|glucose (mmal/L) * insulin (mU/L)22.5]. In morbidly obese
subjects, the mean value of HOMA-IR was 2 (17). We also de-
fined insulin resistance as a value of the HOMA-IR = 2.

Direct nucleotide sequencing of the LEPR gene

We sequenced the LEPR gene as described in Ref. 14, We
examined the in silico prediction of the deleterious effect of mu-
tation with the Alamut Mutation Interpretation Software (In-
teractive Biosoftware), the PolyPhen (http://genetics.bwh.har-
vard.edu/pph2/}, the Sift (http://sift.jevi.orgf), and the Mutation
Taster (http://doro.charite.de/Mutation Taster/index) web sites.

Characterization of the Aexon6-8 LEPR mutation

In families carrying the Aexoné6—8 LEPR mutation, direct
PCR amplification of the 18 coding LEPR exons from patient
genomic DNA revealed the absence or presence of each LEPR
gene exon sequence in the tested DNA. We used the multiplex
ligation-dependent probe amplification (MLPA) technique to
confirm and/or detect large homozygous or heterozygous
genomic deletions from probands and DNA samples from rela-
tives (Supplemental Data).

DNA samples from 189 controls and families of subjects were
further analyzed for the presence of this large LEPR deletion
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encompassing exons 6 to 8 by a quantitative PCR (gPCR ) screen-
ing assay (Supplemental Data). The 189 controls (114 women,
75 men) were from the SU.VLMAX cohort that is composed of
12 735 men and women in the general population aged from 35
to 60 years, as previously described (18). The mean age of the
controls at inclusion was 50.1 * 6.3 years, and their mean BMI
was 23.8 = 3.4 kg/m?.

Hormonal testing

Using standard immunoassays, we tested the hypothalamic-
pituitary axis of the LEPR mutation carriers, including measure-
ments of serum cortisol and ACTH for the adrenal axis and of
serum free T, and TSH for the thyroid axis. Serum FSH, LH,
estradiol, and testosterone according to sex were measured for
the gonadotrophic axis. When necessary, we search for hypogo-
nadotropic hypogonadism by an LHRH test. IGF-1 measure-
ment was performed for the GH axis. In the case of low serum
IGF-1, we search for GH insufficiency by a GH dynamic test.

Statistical analyses

Clinical data were expressed as medians and [ranges] or
means = SD. Statstical analysis was performed with the
Kruskall-Wallis test on JMP statistics software (SAS Institute
Inc). A P < .05 was considered as significant.

Results

Seven novel LEPR gene mutations in French
morbidly obese subjects

Sequence analysis of the whole coding region of the LEPR
gene revealed eight mutations (c.1871Adup, c.1810T=G,
c.2357T=C, c2491G=A, cAexon6—8, c.1604-1G=A,
¢.1264T>C, c.2131dup) in 12 unrelated subjects (2.24%

jcem.endejournals.org E759

of the cohort) (Supplemental Figure 1). These mutations
were predicted to alter the LEPR protein sequence
(p.N624KfsX21, p.C604G, p.L786P, p.HS800_N831del,
p.P166CEsX7, p.535-1G=>A, p.Y422H, p.T711NfsX18)
and were new except for p.N624KfsX21, previously
found in a French patient (14). Subjects were homozygous
(n = 9) or compound heterozygous (n = 3} for each mu-
tation (Table 1). So, 1.68% of the 535 participants were
homozygous carriers of a LEPR mutation, and 0.56%
were compound heterozygous. According to prediction
software or RT-PCR analysis (Supplemental Data), five of
eight mutations led to a nonfunctional truncated protein.
The three others were highly predicted to be deleterious for
the receptor function (Table 1).

Parents of the probands were heterozygous for the
LEPR mutation, except for the p.N624K{sX21 mutation
as described (14) (Table 1, Figure 1, and Figure 2, A-C).
Familial consanguinity was noted in three families.

Identification of the same frameshift mutation in
patients from Reunion Island

Surprisingly, we observed that six unrelated subjects dis-
played the same large deletion overlapping exons 6, 7, and 8
(Aexons—8) (families 5 to 10). By exploring the patient and
family origin, we found that all of them originated from Re-
union [sland. The Aexoné—8 was predicted to lead to a frame-
shift in exon 9 starting at proline 165+ 1 and to penerate a stop
codon seven positions further (p.P166CsX7). This mutation
was predicted, if synthesized, to result in a truncated LEPR of
172 amino acids, lacking a large part of its extracellular domain

Table 1. [EPR Mutations in Subjects With Severe Obesity and in Their Relatives
Family No. of
Mutation Amino Acid Changes Predicted Protein ID Carriers Ancestry
Homozygous
c.1871A dup p.NB24KfsX21 Truncated protein 1 1 French
c.1810T=G p.Ce04AG Probably damaging 2 1 French
¢.2357T>C p.L786P Probably damaging 3 1 Portuguese
C.2491G=A Splidng defect, p.H800_N831del Probably truncated protein 4 1 Turkish
c.Aexon6-8 p.P166CTSXT Truncated protein 5t09 5 French
(Reunion lsland)
Compound heterozygous
c.1604-1G=A and p.535-1G=>A (probably exon 12 Probably truncated protein 10 1 French
c.Aexon6-8 skipping) and p.P166CTsX7 and truncated protein (Reunion lsland)
c.1264T=C and p.Y422H and p.T711NfsX18 Probably damaging and 11 2 French
c.2131 dup truncated protein
Heterozygous in relatives
c.1810T=G p.C604AG Probably damaging 2 2 French
c.2357T=C p.L786P Probably damaging 3 4 Portuguese
C2491G=A Spliang defect, p.H800_N831del Probably truncated protein 4 2 Turkish
c.Aexon6-8 p.P166CTsXT Truncated protein 5to9 8 French
{Reunion Island)
c1264T=C p.Y422H Probably damaging i 3 French
c.2131 dup p.T711INfsX18 Truncated protein 11 5 French
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Figure 1. Pedigrees and segregation analysis of the LEPR gene alleles in four families not originating from Reunion Island. Squares and circles
indicate men and women, respectively. The proband is indicated in each family by an arrow. Open symboals represent unaffected family members,
filled gray symbols indicate family members with obesity (in adults, defined as a BMI between 30 and 39 kg/m?; in children, defined as a BMI Z-
score [Zs] between 2 and 3 SO), and filled black symbols indicate family members with severe obesity (in adults, defined as a BMI of 40 kg.»‘fn2 or
more; in children, defined as a BMI Zs of 3 SD or more). A question mark represents family members with unknown BML. A slash indicates a family
member who has died. Age, BMI, and Zs, when they are known, are indicated below the individuals' symbaols along with the genotype. M, M1,
M2 denote the mutated allele and N the wild-type (normal) allele. ND indicates the members with nondetermined genotype.

as well as transmembrane and intracellular domains. This de-
letion was homozygous in five of the six subjects (Table 1) and
led to the absence of any PCR amplification product for exons
6,7, and 8 (Figure 2D). All the other coding regions were am-
plified easily, excluding the presence of a PCR inhibitor in the
DNA sample (Figure 2D, and data not shown). The sixth pro-
band was heterozygous for this mutation and for another novel
mutation (c.1604-1G>A) that was predicted to alter mRNA
splicing with exon 12 skipping. Parent DNA was not available,
and it was therefore not possible to confirm his real compound

heterozygosity.

Genetic exploration of families from Reunion
Island

To further understand the segregation of LEPR alleles
in patients from Reunion Island, the LEPR coding region
was sequenced in relatives of three families who agreed to
participate in the study (Figure 2, A-C). None of the rel-
atives were homozygous carriers of the mutation. The de-
gree of inbreeding in our six homozygous subjects origi-
nated from Reunion Island is one of six (16.7%). We
examined six known polymorphisms of the LEPR gene
coding region (c.326A>G, c.668A>G, ¢.1029T=>C,

c.1968G=C, ¢.3057G>A, and insertion in 3’ untrans-
lated region) to define the LEPR alleles segregation. Be-
cause no homozygous deletion was observed in the rela-
tives’ DNA samples and classic sequencing cannot reveal
large heterozygous deletion, DINA samples were further
analyzed by MLPA (Figure 2E) and through a dual color
gqPCR screening (data not shown). In family 6, the
Aexoné—8 variant (in allelel) was inherited from both
parents, suggesting either consanguinity or coancestry be-
tween the father and the mother because they were non-
consanguineous to their knowledge. The grandfather did
not carry the mutation, indicating inheritance from the
grandmother (Figure 2B). In family 9, the mother was the
only other family member available and was a carrier of
the deleted allele (Figure 2C).

Clinical and biological phenotypes in homozygous
carriers of LEPR mutations

We examined clinical and biological phenotypes of
the subjects homozygous for a LEPR mutation (Table 2;
data available for 11 subjects) and searched for differ-
ences between patients originating or not from Reunion
Island.
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Figure 2. Characterization of the Aexon6 -8 LEPR mutation. A—C, Pedigrees and segregation analysis of the LEPR gene alleles in three families
originating from Reunion Island. Squares and circles indicate men and women, respectively. The proband is indicated in each family by an arrow.
Open symbaols represent unaffected family members, filled gray symbols indicate family members with obesity {in adults, defined as a BMI between
30 and 39 kg/m?; in children, defined as a BMI Z-score [Z5] between 2 and 3 SD), and filled black symbols indicate family members with severe

obesity (in adults, defined as a BMI of 40 kg/m? or more; in children, defined as a BMI Zs of 3 5D or more). A question mark represents family

members with unknown BMI. A slash indicates a family member who has died. Age, BMI, and Zs, when they are known, are indicated below the
individuals' symbols along with the genotype. M denotes the mutated allele, and N the wild-type (normal) allele. ND indicates the members with
nondetermined genotype. Different alleles are identified based on common polymorphisms genotyped in the coding region of the LEFR gene. D,

PCR amplification product of exons 5, 6, 7, 8, of the LEFR gene, of the proband in family 6 (6-111.8), and ane control. These results show the
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Table 2. Phenotypic Characterization of Subjects With [EPR Mutations
Subjects

Y422H and
Mutation N624KX21 C604G L786P D831N Aexon6-8 p.P166CfsX7 T711NfsX18
Family/patient ID 1 2111 3Mv2 A 541 eM9 7 8 9fL2 10 111 1112
Age, y 26 36 18 4 18 20 4 31 14 16 20 20
Sex M F M M M F M F M M F F
Onset of obesity, mo 6 2 18 3 2 3 2 4 5 6 4
BMI, kg/m? 6.2 £9.7 454 349 478 G587 436 629 424 438 494 50
BMI Z-score, SD 6.5 56 5.5 99 57 56 1223 58 53 5 51
Fat mass, % ND 5E.6 363 &L 487 547 ND G518 ND 50.7 51.8
Lean mass, % ND 128 NA 12 513 438 ND 466 ND 475 464
Truncal fat mass, % ND 388 293 ND ND 472 ND 494 ND 468 464
REE, kcal 2580 1759 ND ND ND 1835 ND 2049 ND 2023 2375
GH insufficiency No Yes Mo MNA No Yes NA Yes Yes Mo No
Hypogonadism Yes Yes Yes MNA No Yes NA Yes Yes Mo No
Hypothyroidism No Mo Mo No No  No No No Yes Mo No
Adrenal insufficiency No Mo Mo Mo No No Ne No No Mo No
Serum leptin, ng/mL 162 136.1 1624 364 53 100 831 73 100 ND 97
Glucose, mmal/L 47 52 46 49 5 38 41 63 46 16.2 44
HOMA-R ND 22 1.6 52 15 26 1 OE T4 ND 34
Total cholesterol, mmol/lL 4.1 5.2 36 36 33 38 37 41 54 44 4.1
Triglycerides, mmol/L 0.7 0.9 09 L5 1.5 14 08 1 16 1.9 1
IGF-1, pg/L 265 170 297 83 188 ND 144 77 75 ND 307
Estradiol, pmol/L ND 140 ND ND ND 40 ND 130 30 280 190
T, nmol/L 1.4 1.4 147 ND 88 ND ND ND 04 ND ND
FSH, UL 2 L 4 ND 02 19 ND 62 04 13 Ih
LH, UL 0.8 6.1 7.7 ND 02 01 ND 36 0.1 42 4.5
TSH, mU/L 0.9 26 25 34 26 237 22 '52. 08 1.7 4
Free T,, pmol/L 13.2 14.8 13 113 99 148 16 123 96 13.2 114

Abbreviations: ID, identity; F, female; M, male; NA, not applicable; ND, not determined.

The mean age at genetic diagnosis was 18 years 6
months [4-36 years]. All subjects with LEPR mutations
had normal birth weight. Severe obesity rapidly developed
within the first months of life (mean age of obesity onset,
4.1 mo[1-6 mo]) (Figure 3, A and B). There was no history
of neonatal hypotonia or mental retardation. At diagno-
sis, mean BMI was 49.6 kg/m” [34.9-62.9], correspond-
ing to a mean BMI Z-score at +6.6 SD [5-12.3]. The mean
percentage of fat mass was in accordance with the severity
of obesity (51.9% [36.3-65%]). The mean resting energy
expenditure (REE) measured by indirect calorimetry was
11% lower than the HB estimation (measured REE,
2103 + 316 wvs. 2362 + 372 kcal by HB; P = .26,
nonsignificant).

All subjects had severe hyperphagia during childhood
and adulthood, and food impulsivity was present in eight
of 11 cases (73%) at diagnosis. Mean circulating leptin

Figure 2 (Continued). absence of any PCR amplification product for
exons 6, 7, and 8. E, Multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA) analysis in order to reveal possible exon & or 8 hemizygous
carriers. Results of the MLPA analysis are shown for one control, the
proband in family & (6-1l1.9), and her heterozygous mother (6-11.11).
The arrows depict exon & and 8 deletion in the homozygous or
heterozygous state.

measurement (100.3 ng/mL [36.4-162.4]) was around
1.5 times higher than expected for fat mass. No elevated
circulating receptor was detected for the Aexon6—8 sub-
jects, suggesting that this protein is not secreted (data not
shown), unlike the first published case of LEPR mutation
(8).

Hypogonadotropic hypogonadism was diagnosed in
six of nine subjects (67 %), and GH insufficiency in four of
11 cases (36%). Thyroid and adrenal axis were normal in
all subjects, except for one subject with central hypothy-
roidism (subject 9-11.1). Most subjects had normal glucose
concentrations, except for one subject with type 2 diabetes
needing oral hypoglycemic medication (subject 11-TIL.1).
Five subjects had an insulin resistance with a HOMA-IR
index of more than 2. Fasting total lipids were within the
normal range in all subjects.

In the six carriers of the Aexon6—8, although no spe-
cific phenotype was associated, endocrine abnormalities
seemed to be more severe, with GH insufficiency noted in
three of five subjects (60%).

Extremely controlled, restrictive diets and physical ac-
tivity programs were transiently effective and led to later
weight regain in almost all homozygous LEPR-mutated
patients, except for patient 5-I.1 who had been on a re-
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Figure 3. BMI curves for LEPR-deficient subjects from birth to adult age. A, BMI changes of the two sisters compound heterozygous for the LEPR
€.1284T>C and c.2131 dup mutations (patients 11-IL.1 and 11-1.2) and the two LEPR-deficient sisters (LEPR1 and LEPR2} initially described by
Clément et al {8). B, BMI changes of boys: patients 1 (mutation c.1871A dup), 3-IV.2 (mutation c.2357T>C), 4-I.1 (mutation c.2491G>A), and
5-11.1 (Aexon&—8). The variations in BMI changes correspond to periods with extremely controlled restrictive diets.

strictive control diet for several years (Figure 3, A and B).
We compared the result of bariatric surgery procedures in
patient 3-IV.2 (p.L786P mutation, gastroplasty) and pa-
tient 2-11.1 (p.C604G mutation, gastric bypass) to that of
a previously published patient (14) who benefited from an
adjustable gastroplasty (patient 1, p.N624KfsX21 muta-
tion). As previously described, maintained weight loss was
observed after 8 years of follow-up in this patient (14). In
patient 3-1V.2, gastroplasty also led to significant initial
weight loss (44% of weight loss after 9 mo). On the con-
trary, in patient 2-IL.1, gastric bypass did not induce sig-
nificant weight loss long term. Her weight was 162 kg
(BMI 64.1 kg/m?) at the time of surgery. She had lost 45
kg (BMI 46.3 kg/m?) 17 months later, but then she pro-
gressively started ro regain weight. Five years after sur-
gery, her weight was 151 kg (BMI 59.7 kg/m?) corre-
sponding to moderate weight loss (7%). No patient
originating from Reunion Island underwent surgery.

Clinical and biological phenotypes in heterozygous
LEPR mutation carriers from Reunion Island

In all subjects, the severity of obesity (BMI Z-score at diag-
nosis) was significantly higher in homozygous mutation carriers
when compared to heterozygous and not mutated relatives (P =
.0002) (Supplemental Figure 2). Wecompared the phenotype of
heterozygous mutation carriers to homozygous subjects in the
large family 6 bearing the Aexoné—8 (Table 3). Most of the
heterozygous subjects were less obese (mean BMI 34.5 = 7.1
kg/m’; mean BMI Z-score +3.3 + 1.2 D). In addition, obesity
developed later in life during adulthood (mean age of obesity
onset 24.5 y). Neither food impulsivity nor endocrine abnor-
malities were reported.

Discussion

We identified a novel deletion (Aexoné -8 LEPR gene) in
half (six of 12) of the studied French subjects with early-
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Table 3. Body Composition and Biological and Hormonal Characteristics in Family 6 Carrying the Aexon6-8

Mutation
Subject -2 II-3 1I-4 1I-5 10 111 014 11 m-2 -4 w5 -9
Genotype MM NN N/N MAN  MMN MM NN M/N  N/N NN N/N M/M
Age at onset of obesity, y 19 ND 20 ND ND 25 ND 30 ND 19 18 0.2
BMI, kg/m? 351 235 603 371 235 429 382 339 34 321 40 58.7
BMI Z-scare, SD 35 1 57 38 1.2 45 4 34 3 3.1 43 56
Fat mass, % 407 202 517 386 ND 482 385 44 386 464 498 547
GH insufficiency No No No No No No No No No No No Yes
Hypogonadism No No No No No No No ND No No No Yas
Hypothyroidism No No No No ND No No ND No No No No
Glucose, mmol/L 44 48 48 6.2 ND i 5.4 ND 46 48 49 38
Total cholesterol, mmol/lL 5.7 6.2 46 54 ND 0.2 4.1 ND 59 6.2 49 39
Triglycerides, mmol/L 2 11 1 23 ND 1.1 08 ND 1.7 1.7 0.8 1.1
TSH, mUL 1.7 1 5.7 1.6 ND 16 0.5 ND 25 1.2 1.5 2l

Abbreviations: M/M, homozygous mutated subject; M/N, heterozygous subject; N/N, not mutated subject; ND, not determined.

onset morbid obesity carrying new LEPR mutations.
These six subjects originated from Reunion Island. We did
not detect this deletion in 500 severely obese patients who
were not from Reunion Island and 189 controls. The dis-
covery of a cluster of six unrelated individuals with the
same phenotype and carrying the same deletion in a spe-
cific geographic area raises the question of its origin from
a common ancestor and suggests a founder effect.

Founder effect is a well-known pathophysiological
mechanism described in rare genetic diseases (19). It has
been described in Reunion Island in other metabolic dis-
cascs, stich as severe lipodystrophy (20). Reunion Island is
a French administrative department located in the Indian
Ocean and was unoccupied until immigrants from Eu-
rope, Africa, and Asia settled there during the 17th cen-
tury. The ethnic groups in the Reunion Island also include
peoples of European, African, Malagasy, Indian, and Chi-
nese origin as well as many of mixed origin. Its inhabitants
constitute a genetically isolated population favoring a
founder effect, but the fraction of people of each ethnicity
in the Reunion Island is not known exactly.

Because we identified six homozygous and eight
heterozygous carriers of this deletion among 49 subjects
originated from Reunion Island screened for LEPR mu-
tations, we could hypothesize that the frequency of the
mutated allele would be around 20.4% [10.6-30.2]. So,
frequency of homozygous LEPR mutation subjects would
probably be far higher than its prevalence found in other
specific populations (3%) (9, 11). To confirm the high
frequency of the Aexon6—8 LEPR gene in the Reunion
Island population, we developed a gPCR assay to diagnose
heterozygous carriers in the future, because obesity affects
20% of adults and children in this population. Our ob-
servation also raises the question of screening for LEPR
mutations in other French overseas departments and ter-
ritories also characterized by a high prevalence of obesity.

The phenotype of patients with the Aexon6—8 LEPR

The Endocnine Society. Dowsdboaded from

crine.org by [${indi

mutation did not differ markedly from other LEPR mu-
tations carriers. Patients share common characteristics
with early-onset morbid obesity, severe hyperphagia, and
inconsistent hypogonadotropic hypogonadism (8, 9). The
variability of hypogonadism (Table 2) and the recent de-
scription of normal spontaneous pregnancy in one LEPR-
deficient woman (21) call into question the role of leptin
in reproductive function (22, 23). The control of pubertal
maturation results in synergistic action, besides leptin, of
peripheral and central hormones acting on the reproduc-
tive axis, such as ghrelin and insulin as well as other epi-
genetic or genetic mechanisms (24, 25). The interruption
of the leptin signal due to LEPR deficiency may thus be
counteracted in some individuals with time.

Usual care management (controlled restrictive diets
and physical activity programs) for LEPR-deficient pa-
tients is poorly and transiently effective in most cases, par-
ticularly in regions with a strong obesogenic environment
such as in Reunion Island. Severe hyperphagia and un-
controlled weight gain are observed in all patients with the
Aexon6—8 LEPR mutation. However, the fact that hy-
perphagia can be controlled in some other mutation car-
riers suggests the determinant effect of the patient (famil-
ial) environment and/or the possibility that voluntary
caloric restriction may sometimes counteract the conse-
quence of lacking leptin signal (patient 5-1T and Ref. 26).
This aspect is also illustrated by the variable responses to
bariatric surgery (patients 2-1I.1 and 3-IV.2 and Ref. 14).
Together with the overall multidisciplinary approach, the
social environment and the psychological situation need
to be very carefully evaluated before considering bariatric
surgery in these LEPR-deficient patients.

Another aspect of our report is the description of 21
relatives who are heterozygous carriers of LEPR gene mu-
tations. Among them, eight belong to Reunion Island fam-
ilies. Even in these families prone to obesity (Figure 2B),
obesity was not constant. No endocrine abnormality was

Liser.displayhame}] cn 28 Sepesenber 3015, ai (77:14 For persosal wse caly, No other mses without permission, . All righes reserved.

95



doi: 10.12104c.2015-1036

described in heterozygous subjects at discrepancy from
homozygous carriers. This variability of BMI in heterozy-
gous subjects is also described for other genes of the leptin/
melanocortin pathway (27-31). As described for the
MC4R or POMC genes, the penetrance of obesity due to
the loss of one copy of the LEPR functional gene can be
incomplete, with variable clinical expression depending
on the localization and type of mutations and on the role
of the environment and other potentially modulating ge-
netic factors (32, 33). Cumulative mutation heterozypos-
ity at several genes implicated in energy homeostasis with
relatively subtle effects on gene expression and function
may also be a common mechanism for obesity (34). New
molecular approaches such as whole-exome sequencing
could probably be helpful in identifying these interactions
of heterozygous mutations and in making progress toward
understanding the genetics of human obesity.

In conclusion, we describe a novel mutation (Aexon6—8
LEPR gene) in a cluster of six severely obese patients appar-
ently unrelated but all originating from Reunion Island, sug-
gesting a founder effect. Systematic mutation screening of
this specific population, in whom obesity frequency is par-
ticularly high, may be necessary to evaluate the impact of
heterozygous LEPR mutations on obesity predisposition.
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IV. RESULTATS. APPROCHE PAR SEQUENCAGE D’EXOME DANS L'OBESITE
SYNDROMIQUE

IV.1. Etat actuel des connaissances

Le développement de nouveaux outils de biologie moléculaire, et notamment le séquencage a
haut débit ciblé a 'exome, a montré sa puissance pour identifier des mutations responsables
de maladies rares chez un petit nombre de sujets atteints (8 & 10 selon les études) [93, 155]. Il
permet donc la recherche de I'étiologie génétique de maladies avec phénotypes complexes ou
mettant en cause de multiples géenes dont certains peuvent étre inconnus. Cette approche peut
étre utilisée dans un contexte de maladies a transmission héréditaire ou de cas sporadiques

(mutations de novo).

Le séquencage d’exome est une technique qui a pour but de séquencer tous les genes codant
pour des protéines, connus sous le nom d’exome. Le génome humain contient 180000 exons,
qui représentent environ 1% de la totalité du génome mais les mutations de ces séquences sont

plus a méme d’avoir de sévéres conséquences que des mutations dans les 99% restants.

La technique du séquencage d’exome a été testée et validée dans I'obésité, notamment dans
une étude ciblée sur le diagnostic moléculaire de 43 formes de diabéte et d’obésité
monogéniques. Quarante patients (19 diabetes monogéniques et 21 obésités monogéniques),
porteurs d'une mutation causale identifiée pour ces pathologies ont été ré-analysés a
'aveugle. A I'exception d’un variant, toutes les mutations ont été ré-identifiees (98,6%). De
plus, chez 3 sujets, d’autres mutations déléteres ont été détectées, en association avec les

mutations déja reportées [156].

La techniqgue du séquencage d’exome a aussi permis de mettre en évidence de nouvelles
mutations responsables d’obésité monogénique et syndromique. En effet, dans une étude
réalisée chez les membres extrémement obéses de 4 familles consanguines, le séquencage
d’exome a révélé 2 nouvelles mutations homozygotes duldelRB, entrainant une protéine
tronquée sans domaine de fixation nécessaire au signal de la leptine, chez 3 sujets ayant le
méme phénotype que les sujets du méme age atteints d’'un déficit en leptine [157]. Cet outil a
également permis de mettre en évidence 5 nouvelles mutations de8B&E5]. Il a aussi

éte utile dans d’autres situations d’obésité syndromique comme l'identification d’une délétion
paternelle de la région chromosomique 2pter, comprenant les @g&fes, TMEM18 et

MYT1L chez 5 sujets non apparentés présentant une obésité sévére a début précoce, une
hyperphagie, un déficit intellectuel et des troubles séveres du comportement [2] ou celle de
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nouveaux variants rares du geld&R2 chez 45 patients ayant une obésité sévere avec
hyperphagie dans I'enfance, réduction du métabolisme de base et insulino-résistance sévere
[96]. Une mutation homozygote du geme)B a aussi été identifiée grace a cette technique
chez un sujet ayant une obésité, une cécité nocturne et une dystrophie rétinienne [97]. Enfin,
le séquencage d’exome a également permis d’identifier une mutation homozygote tronquante
du geneCPE (carboxypeptidase E) chez une femme présentant une obésité morbide, a début
dans l'enfance, associée a une déficience intellectuelle, un diabéete de type 2 et un
hypogonadisme hypogonadotrope [158] ou une mutaonovo du genRAIlL (retinoic acid-
induced 1) chez un enfant présentant une obésité morbide a début précoce, une

hypoventilation, des troubles du comportement et une dysfonction autonome [159].

Dans la mesure ou l'obésité syndromique est caractérisée par une obésité sévere a début
précoce associée a des anomalies de développement, notamment une déficience intellectuelle,
notre hypothése est qu’'il existe d’autres genes, non encore identifiés, codant pour des
protéines impliquées dans le développement cérébral et dans le contr6le central de la balance
énergeétique. Notre objectif est donc d'identifier, grace a la technique du séquencage d’exome,
des variants dans de nouveaux géenes chez des sujets atteints d’obésité syndromique (définie
comme une obésité sévere a déebut précoce associée a une impulsivité alimentaire et une
déficience intellectuelle) mais pas chez leurs apparentés non atteints. Ces variants pourraient
avoir un retentissement fonctionnel mettant en évidence de nouvelles pistes
physiopathologiques dans l'obésité. L'identification de nouveaux génes dans ces formes
extrémes d’obésité pourrait donc permettre de mieux comprendre la physiopathologie de cette
maladie et les mécanismes de régulation du poids, afin d’améliorer la prise en charge des

sujets atteints d’obésité.

IV.2. Matériel et Méthodes
IV.2.1. Populations étudiées
Pour ce travail, nous avions a notre disposition trois cohortes différentes:

- une cohorte de sujets présentant une obésité syndromique,
- une cohorte de sujets ayant une obésité commune non syndromique,

- une cohorte de sujets de corpulence normale
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a. Cohorte des sujets présentant une obésité syndromique

Afin de répondre a la question:Quels sont les autres génes impliqués dans les obésités
syndromiques avec anomalies du développement ? », nous avons constitué une large
cohorte de patients ayant une obésité syndromique. Elle était composée de 41 enfants suivis
dans le service de Nutrition et Gastroentérologie Pédiatriques de I'hépital Trousseau (Dr
Dubern, Pr Tounian) et de 74 adultes suivis dans le service de Nutrition adulte de I'hopital La
Pitié-Salpétriere (Dr Poitou).

Une caractérisation phénotypique complete (histoire pondérale familiale, analyse
rétrospective de ['histoire personnelle pondérale, examen clinique, anthropométrie,
consultation diététique, questionnaires alimentaires et sur l'activité physique, mesures de la
composition corporelle et de la dépense énergétique de repos, bilans endocrinien et
métabolique) et un prélévement sanguin a visée génétique ont été effectués pour chaque
patient. J'ai recueilli 'ensemble des données phénotypiques de cette cohorte puis je les ai
analysées dans le but de sélectionner les patients obéses ayant un phénotype clinique et

biologique le plus similaire possible.

J'ai sélectionné 8 patients, 3 enfants et 5 adultes, qui présentaient un phénotype le plus
homogene possible (Tableau 4, page 101) et pour lesquels nous disposions de I’ADN ainsi
gue de I'ADN de leurs deux parents sains. Les 8 sujets présentaient tous une obésité sévere
(Z-score de I'MC > 3 DS) a début précoce (avant I'dge de 6 ans) associée a une déficience
intellectuelle et une impulsivité alimentaire. Aucune anomalie génétique n’avait éte
préalablement identifiée (caryotype haute résolution et puce CGH (comparative genomic
hybridization) normaux, absence d’'X fragile, de syndrome de Prader-Willi et de mutations
dans les genes de la voie leptine-mélanocortibE® (LEPR POMC, PC1,MC4R et SIMJ)

ou dans d'autres genes impliqués dans les déficiences intellectuelles (dossiers discutés avec
les généticiens cliniciens)). Huit trios composés du patient atteint d’obésité syndromique et de
ses 2 parents sains ont été sélectionnés dans le but d’augmenter la capacité discriminative de
détection des anomalies moléculaires. Le séquencage d’exome a ensuite été réalisé chez ces 8

trios.

Afin de confirmer les résultats du séquencage d’exome, nous avons sélectionné 43 sujets, 23
enfants et 20 adultes, issus de la cohorte d’obésité syndromique et présentant une obésité
sévere a début précoce associée a une déficience intellectuelle. Un génotypage a été réalisé
chez ces 43 sujets.
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Tableau 4: Description clinique des 8 sujets sélectionnés pour le séquencage d’exome.

Sujet

1

2 3 4 5 6 7 8
Age (ans) 24 30 37 20 19 13,5 17 10
Sexe F F M M M M F F
Age de début 24 30 24 6 33 30 60 48
de I'obésité
(mois)
IMC (kg/n") 34,9 41,3 49,1 71,3 49,9 37,5 42,7 27,8
Z-score 55 7 9,5 20,9 12,3 6,3 9,2 6,9
d'IMC (DS)
Masse grasse¢ 41,5 48,9 47,3 ND 51 ND ND ND
(%)
Impulsivité Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
alimentaire
Retard Modéré Léger | Modére Léger Léger Modéré Modéré Sévere
mental
Troubles du Intolérance a la| Agressivité,
comporte- frustration, agitation
ment auto-agressivité
dépression,
anxiété
Dysmorphie Visage | Progna-| Petite Front haut Fentes
lunaire et| thisme | bouche, bombé, nez palpébrales
plat, nez grandes fin, petite obliques en
bulbeux oreilles bouche, lévres bas, grandes
mal fines, philtrum incisives
ourlées court, médianes,
prognathisme oreilles
petites et mal
ourlées
Anomalies Insuffi- | Hypogonadisme Panhypopitui- Insuffisance
hormonales sance central, tarisme, somatotrope
somato| insuffisances diabete
-trope | corticotrope et insipide
somatotrope
Glycémie a 4,8 51 5,2 4,4 59 4 4 51
jeln
(mmol/L)
Insulinémie a ND ND 27,5 ND 64,8 15 33 ND
jeln (uU/L)
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Cholestérol 6,4 4,5 5 ND 4,9 ND 4,1 ND
total
(mmol/L)
Triglycérides 2 1 15 ND 2,5 ND 1,8 ND
(mmol/L)

DS: déviation-standard ; F: féminin ; IMC: indice de masse corporelle ; M: masculin ; ND:

non déterminé

b. Cohorte des sujets ayant une obésité commune non syndromique
Ce groupe incluait 178 enfants et adolescents obeses suivis dans le cadre d'un projet
Génétique/Obésité a I'hépital Trousseau (Dr Dubern, Pr Tounian, Pr Clément). Nous
disposions de données cliniques et paracliniques a l'inclusion de ces enfants.

c. Cohorte des sujets de corpulence normale sans déficience

intellectuelle

Ce groupe était issu de I'étude d’intervention ICAPS (intervention auprés des collégiens
centrée sur l'activité physique et la sédentarité) qui a été menée dans huit colleges du Bas-
Rhin, pendant quatre ans. Cette étude, coordonnée par le Pr Simon (Laboratoire Carmen,
INSERM U1060, Université de Lyon), a porté sur 954 éleves de la population générale, admis
en classe de®6°a la rentrée 2002, répartis par tirage au sort en 2 groupes aprés stratification
sur le niveau sociodémographique, et suivis pendant 4 ans. La prévalence du surpoids dans la
cohorte globale était de 23,2%. Dans les 4 colleges "témoin”, les éléves ont conserveé leur
activité physique habituelle. Dans les 4 colleges "action", un programme de promotion de
l'activité physique a été mis en place. Des questionnaires remplis chaque année (portant sur
l'activité physique, les habitudes de vie et les attitudes vis-a-vis de l'activité physique), un
examen meédical annuel (poids, taille, pression artérielle, masse grasse) et une prise de sang
(tous les 2 ans) ont permis de suivre et de comparer les habitudes de vie, les comportements
d’activité et I'état de santé des adolescents des deux groupes [160].

Le génotypage a été réalisé pour 195 enfants de cette cohorte, ne présentant ni un surpoids ni

une obésite, et pour lesquels nous disposions de 'ADN.

d. Caractérisation phénotypique
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Dans chaque cohorte, les sujets avaient une caractérisation phénotypique détaillée
(anthropométrie, composition corporelle, tension artérielle, bilan métabolique glucido-
lipidique).

Le poids, la taille et I'MC étaient mesurés et calculés a l'inclusion. Les Z-scores de poids, de
taille et I'IMC ont été calculés en déviation standard par rapport aux valeurs spécifiques pour
'age et le sexe en France [6]. La composition corporelle (pourcentage de masse grasse et de
masse maigre) a été estimée, quand cela était possible, par absorptiométrie biphotonique corps
entier (DEXA, dual-energy x-ray absorptiometry (Hologic, Bedford, MA, USA)), selon la
technique précédemment décrite [161]. Le pourcentage de masse grasse a été calculé: masse
grasse corporelle totale / masse corporelle totale. La dépense énergétique de repos (DER) a
été calculée en utilisant la calorimétrie indirecte, aprés une nuit de jelne de 12 heures
(Deltatrac 1l MBM 200, Datex Instrumentarium Corp., Helsinki, Finland). La DER a

egalement été estimée par I'équation de Harris et Benedict (DER HB).

Les prélevements sanguins ont été effectués le matin apres une nuit de je(ne. Les
concentrations plasmatiques de lipides ont été mesurées par des techniques enzymatiques
standardisées (Roche Diagnostics pour le cholestérol total et ThermoElectron (Courtabeuf,
France) pour les triglycérides). Les concentrations de HDL-cholestérol ont été déterminées
par méthode directe (ThermoElectron) et celles de LDL-cholestérol ont été calculées a l'aide
de la formule de Friedewald. Les concentrations plasmatiques de leptine ont été mesurées par
radio-immunologie (LINCO Research Inc., St Louis, Mo, USA). La glycémie et I'insulinémie

ont été mesurées par la technique de glucose oxydase et par un kit IRMA (immunoradiometric
assay) (Bi-INSULINE IRMA CisBio International, Gif-sur-Yvette, France), respectivement.
L’insulinorésistance a été estimée par I'index HOMA-IR (homeostasis model assessment of

insulin resistance): (glucose (mmol/L) X insulin (mU/L)) / 22,5.

L’axe hypothalamo-hypophysaire a été évalué par dosages standard radio-immunologiques du
cortisol et de 'ACTH pour I'axe surrénalien, de la TSH (thyroid stimulating hormone) et de

la FT4 (free tetraiodothyronine) pour I'axe thyroidien, de la FSH (follicle-stimulating
hormone), la LH (luteinizing hormone), I'oestradiol et la testostérone pour I'axe gonadotrope.
La concentration plasmatique d’'IGF1 (insulin-like growth factor-1) a été mesurée pour

explorer I'axe somatotrope.

Les principaux paramétres cliniques et biologiques de ces 3 cohortes, 51 sujets atteints

d’obésité syndromique (les 8 sujets pour lesquels le séquencage d’exome a été réalisé et les 43
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sujets pour lesquels un génotypage a été réalis€), 178 sujets ayant une obésité commune et

195 sujets témoins, sont présentés dans le Tableau 5 (page 105).
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Tableau 5: Description des trois cohortes étudiées.
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DS: déviation-standard ; HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin resistance ;

IMC: indice de masse corporelle

IV.2.2. Séquencage d’exome

Afin d'identifier de nouveaux génes responsables d’obésité syndromique, nous avons utilisé
une technique de séquencage d’exome a haut débit chez les 8 trios sélectionnés. L'’ADN
génomique a été extrait des leucocytes du sang périphérique. La quantité d’ADN nécessaire
était de 5 pg. Un contréle de la qualité et de la pureté de 'ADN a été réalisé pour chaque
échantillon par un profil de migration de chaque ADN sur gel d'agarose, a 30 minutes et 1

heure de migration (Figure 14, page 106), et par mesure au NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) avec des ratios 260/280 et 260/230.

Figure 14: Photographies des profils de migration de 'ADN des 8 trios sur gel d’agarose par

électrophoreése.
A: Photographie du profil de migration de ’ADN des 8 trios a 30 minutes.

B: Photographie du profil de migration de ’ADN des 8 trios a 1 heure.
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A partir de ’ADN génomique, une capture Agilent 75 Mb (mégabase) des 24 échantillons
d’ADN, comprenant I'exome et les UTR (untranslated region), a été réalisée a l'aide du
SureSelect Targeted Enrichment Workflow (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
(Figure 15, page 108). Au cours de cette étape, 'ADN génomique a €té fragmenté et lié a des
oligonucléotides adaptateurs spécifiques de séquence. Puis les fragments d’ADN ont été
hybridés avec des milliers d’oligonucléotides amorces biotinylés (sondes ARN longues de
120 pb (paire de bases) pour une meilleure spécificité) qui assurent collectivement la
couverture de I'ensemble de I'exome. Les complexes fragments d’ADN-oligonucléotides
biotinylés ont été purifiés a l'aide de billes magnétiques recouvertes de streptavidine,
permettant une sélection des régions cibles. S’est ensuit I'élution de 'ADN capturé, les
fragments d’ADN non liés ont été éliminés.
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Figure 15: Procédure de capture des exons selon le SureSelect Targeted Enrichment

Workflow (Agilent Technologies, California, USA).
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Puis cette capture a été séquencée en ‘paired end’ (2 X 100 pb) sur le séquenceur a haut débit
HiSeq 2500 Instrument (lllumina, San Diego, CA, USA) de la plateforme génomique de la
Pitié-Salpétriere (P3S, Pr Soubrier, Dr Trégouét), selon le protocole fourni par les fabricants.

A partir des séquences brutes, des contrbles qualité ont été réalisés. Les séquences de haute
gualité ont ensuite été alignées sur le génome de référence humain (UCSC hgl9, human

genome assembly 19 ht{p://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/hg19/absomesy/

(University of California Santa Cruz)) a l'aide du logiciel BWA (Burrows-Wheeler Aligner,

http://bio-bwa.sourceforge.ne{l62]. Les duplicats ont été éliminés, ainsi gee $équences

mal alignées (‘Q-score’ < 20). Les séquences alignées ont ensuite été recalibrées a l'aide du
logiciel GATK (genome analysis toolkit) software [163] afin d’améliorer la détection et la
dénomination des variants. Enfin, les variants ont été identifiés aprés d’autres controles
gualités, grace au logiciel SAMtoolstip://samtools.sourceforge.nefl64] puis annotés a

l'aide du logiciel ANNOVAR {ttp://www.openbioinformatics.org/annovar/[165] et

priorisés (Figure 16, page 110).

L'analyse bioinformatique des données générées a été coordonnée par |'équipe de
bioinformatique/biostatistiques de la plateforme P3S sous la direction du Dr David-Alexandre
Trégouét. L'ensemble du travail a été réalisé au sein de I'lHU (Institut hospitalo-universitaire)
ICAN (Institut de Cardiométabolisme et Nutrition, Pr Clément), en collaboration avec
'équipe INSERM Nutriomique, UMR_S U1166 (Pr Clément).
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Figure 16: Etapes d’analyse des séquences générées par le séquencage d’exome.

Pour analyser les données, au vu du type de mutations connues dans les formes syndromiques
d’obésité, nous avons choisi d’effectuer un premier tri des variants en incluant uniquement les
variants considérés comme fonctionnels, c’est-a-dire: 1/ les variants ‘stop loss/stop gain’,
entrainant la perte ou l'ajout d’'un codon stop, respectivement; 2/ les insertions et les
délétions dans le cadre de lecture ; 3/ les variants non-synonymes ; et enfin 4/ les variants
d’épissage. Une deuxieme étape de filtration s’est concentrée sur les variants non encore
reportés dans les bases de données publiques (dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNERP/A000 Genomesttp://www.1000genomes.oxg

NHLBI Exome Variant Server (EVSittp://evs.gs.washington.edu/EYSt base du Broad

Institute reprenant les résultats d'exome de 61000 sujets apparemment sains
(http://exac.broadinstitute.ofy/ou ayant une fréquence allélique connue inféeetrl%o

dans la population générale. Les variants candidats ont aussi été annotés avec I'outil CADD

110



(combined annotation dependent depletidrip(//cadd.gs.washington.edu/sgofeurnissant
un score de prédiction fonctionnel. Plus ce score est élevé, plus le variant est considéré

comme délétere.

Ensuite, 3 modeles génétiques ont été investigués a partir des variants issus des 2 précédentes
étapes de filtration: les modeles récesdif,novo et hétérozygote composite. Dans le modéle
récessif, les variants trouvés a I'état homozygote chez le patient et a I'état hétérozygote chez
ses parents non atteints ont été considérés comme candidats. Dans ledmauwle, les

variants présents uniqguement chez le patient mais pas chez ses parents ont été considérés
comme candidats. Enfin, dans le modele hétérozygote composite, toute paire de variants
composée de variants situés dans un méme géne présents a I'état hétérozygote chez le sujet
atteint alors que ses parents non atteints sont hétérozygotes pour un seul variant a été

considérée comme candidate.

Puis, une analyse bibliographique détaillée des différents génes mis en évidence a été realisée,
afin d’identifier les génes ayant potentiellement un réle causal dans le phénotype d’obésité

syndromique, soit une obésité sévére et précoce associée a une déficience intellectuelle.

IV.2.3. Génotypage

Afin de valider les variants géniques mis en évidence lors du séquencage d’exome chez le
proband mais aussi de confirmer que ces variants ne sont pas présents chez les 2 parents sains,
la technique de génotypage TagMan® Mutation Detection Assays (Applied Biosystems,

Carlsbad, CA, USA) a éte réalisée chez le proband et ses 2 parents.

Dans un deuxiéme temps, afin de déterminer la fréquence du variant et son implication
potentielle dans les obésités syndromiques avec déficience intellectuelle et d’éliminer un

éventuel polymorphisme, le génotypage a été réalisé dans 3 autres groupes de sujets:

- Sujets répondant aux criteres cliniques d’obésité syndromique: obésité a début
précoce (avant 'age de 6 ans) et sévere (Z-score de I'IMC > 3 DS) associée a une
déficience intellectuelle et une impulsivité alimentaire (n=43),

- Sujets ayant une obésité commune non syndromique (n=178),

- Sujets de corpulence normale sans déficience intellectuelle (n=195).
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Le génotypage a été réalisé, au CNRH (Centre de Recherche en Nutrition Humaine) lle de
France site de I'h6pital La Pitié-Salpétriere, par la technique de PCR semi-quantitative
utilisant des sondes Tagman (QPCR), sur I'appareil Step One Plus d’Applied Biosystems.

La technique des sondes d’hydrolyse ou sondes Tagman (Perkin-Elmer-Applied Biosystems)
a pour principe d'utiliser I'activité 5’ exonucléasique de la Tag polymérase pour hydrolyser
une sonde fluorescente fixée sur sa cible, qui est le fragment d’intérét. La sonde, qui est un
oligonucléotide complémentaire de la zone contenant le vaigtidier, présente un fluo-
rapporteur a son extrémité 5’ dont I'émission est "quenchée", c’est-a-dire éteinte, par un
second fluorophore situé a I'extrémité 3'. Si la zone comprenant le variant est correctement
amplifiée par les 2 amorces PCR et uniqguement si la complémentarité de la sonde avec 'ADN
cible est parfaite, la sonde Tagman va s’hybrider sur sa cible. Lorsque la Tag polymérase
atteint cette sonde hybridée, son activité exonucléasique va la déplacer puis la dégrader, ce
qui entraine la séparation du fluo-rapporteur du fluo-quencher et donc une augmentation de la

fluorescence de ce rapporteur.

La réaction d’amplification fait intervenir une solution (Tagman Universal PCR Master Mix)
contenant I'Ampli Tagq Gold polymérase, des dNTPs (mélange des quatre
désoxyribonucléotides), du MgCI2 et une référence passive Rox dye qui permet de
standardiser les valeurs de fluorescence obtenues et une autre solution (Tagman Assays)
contenant les amorces ainsi que deux sondes, chacune spécifiguement complémentaire d’'un

allele et fixée a un fluorochrome différent (FAM et VIC) (Figure 17, page 113).
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Figure 17: Présentation des résultats d’'un génotypage TagMan® Mutation Detection Assays.

Le nuage de points de données peut s’étaler sur I'axe horizontal (alleéle 1), 'axe vertical
(allele 2) ou en diagonale (allele 1/allele 2). Cette variation provient des différences
d’intensité de la fluorescence des rapporteurs apres amplification par PCR (polymerase chain

reaction).

IV.2.4. Méthodologie statistique

Des études d’association entre les variants géniques mis en évidence par le séquencage
d’exome et les caractéristiques phénotypiques dans les 3 cohortes ont été réalisées a partir du
logiciel IMP (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Les fréquences des génotypes et I'équilibre de Hardy-Weinberg ont été étudiés dans les trois
cohortes. Le principe de Hardy-Weinberg affirme que la frequence des alléles et du génotype

dans une population donnée demeure constante. En d’autres termes, ils sont en équilibre de
génération en génération, a moins que des influences spécifiques confondantes (sélection

naturelle, mélange des populations) soient introduites. La loi de Hardy-Weinberg établit donc
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gue, pour un variant biallélique donné avec des alléles A et a, si dans une population donnée
la fréquence de l'allele A est égale a P et la fréquence de l'alléle a est égale a Q, les
fréquences des génotypes doivent éfr@dur AA, 2PQ pour Aa et Qpour aa. Le test de
'équilibre de Hardy-Weinberg a été réalisé par un test chi-carré entre les fréquences

observées de chaque variant dans chaque population et les fréquences théoriques.

Les résultats ont été exprimés en moyennes, écarts-types et extrémes. Un p<0,05 était

considéré comme significatif.

IV.3. Résultats
IV.3.1. Modeéle de novo

Dans le modélgle novo, nous avons identifié 13 variants localisés dans 12 genes différents
(Tableau 6, page 115).
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Tableau 6: Génes et type de variants, avec leur qualité de séquencage et leur score de
prédiction d’'effets déléteres CADD (combined annotation dependent depletion) respectifs,
mis en évidence lors du séquencage d’exome des 8 trios dans le cadre des obésités

syndromiques

Geéne Type de variants mis| Score CADD | Qualité de
en évidence séquencage
MYTILL Variant ‘stopgain’ 41 99%

(myelin transcription factor 1-like)

GPRIN2 2 variants ‘stopgain’ 40 57%

(G protein-regulated inducer of 12,1 99%

neurite outgrowth 2)

KCNN3 Variant ‘stopgain’ 39 91%

(potassium channel, calcium-
activated, intermediate/small

conductance, subfamily N, member B)

GLB1 Variant ‘stopgain’ 38 41%

(galactosidase beta-1)

PHF21A Délétion dans le cadne25,7 99%
(PHD finger protein 21A) de lecture

ARID1A Variant ‘stopgain’ 22,5 99%
(AT rich interactive domain-

containing protein 1A)

FAM189A1 Variant ‘stopgain’ 18,2 48%
(family with sequence similarity 189,

member Al)

ADRAZ2B Variant ‘stopgain’ 17,6 99%

(adrenoreceptor alpha 2B)
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ASCL1 Variant ‘stopgain’ 16,8 99%

(achaete-scute complex, drosophila,
homolog 1)

NOTCH2 Délétion dans le cadrel4,5 44%

(NOTCH, drosophila, homolog of, 2) de lecture

FRMDA4A Délétion dans le cadrel4,4 99%
(FERM domain containing 4A) de lecture
JRK Délétion dans le cadrneb 99%

(jerky, mouse, homolog of) de lecture

variant ‘stop gain’: variant entrainant I'ajout d’'un codon stop

Apres analyse de la littérature, les 12 genes mis en évidence par le séquencage d’exome ont
pu étre impliqués et regroupés dans 5 grandes voies physiopathologiques ou leur fonction

reste a ce jour inconnue (Tableau 7, page 117).
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Tableau 7: Voies physiopathologiques et genes identifiés lors du séquencage d’exome des 8
trios dans le cadre des obésités syndromiques.

Neurogénese | Excitabilité neuronalg Remodelage| Fonction Enzyme Fonction
/ Neurotransmission de la ciliaire lysosomale inconnue
chromatine
MYT1L KCNN3 PHF21A NOTCH2 GLB1 FAM189A1
(myelin (potassium channel, (PHD finger (NOTCH, (galactosidase (family with
transcription calcium-activated, protein 21A) drosophila, beta-1) sequence
factor 1-like) intermediate/small homolog of, 2) similarity 189,
conductance, subfamily N, member Al)
member 3)
GPRINZ2 ADRA2B ARID1A JRK
(G protein- (adrenoreceptor alpha (AT rich (jerky, mouse,
regulated inducer 2B) interactive homolog of)
of neurite domain-
outgrowth 2) containing
protein 1A)
ASCL1
(achaete-scute
complex,
drosophila,
homolog 1)
FRMD4A

(FERM domain
containing 4A)

a. Geénes de la voie de la neurogénése

Cing variants, localisés dans 4 genes différents de la voie de la neurogénése, ont été mis en

evidence dans le modelge novo, chez 3 probands. Ces genes interviennent dans la

transformation des fibroblastes en neurones fonctionnels, la croissance neuronale, la polarité

cellulaire des neurones ou leur différentiation.
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- Géne MYT1L

Un variant ‘stopgain’ du gen®YT1L (myelin transcription factor 1-like) a été mis en
évidence chez un proband d’un trio. Ce gene, localisé dans la région chromosomique 2p25.3,
code pour un facteur de transcription neuronal et intervient dans la transformation des
fibroblastes embryonnaires et post-nataux en neurones fonctionnels. Il possede un role dans
I'affectation de l'identité cellulaire neuronale, la différentiation et la plasticité. L'expression

de MYT1L est trés importante dans le cerveau en développement, avec une augmentation de
cette expression génique pendant les premieres étapes de 'embryogénese et des pics lors de la
neurogénese [IMYT1L est également exprimé dans le cerveau adulte, avec une expression
maximale dans les neurones du SNC, mais a des taux plus faibles, ainsi que dans la rétine. Il
est suggéré un réle ddYTLL dans le développement des fonctions cognitives [1]. Des
aberrations submicroscopiques (délétions ou duplications) de la bande chromosomique
2p25.3, avec une région minimale de chevauchement contenant uniquementNEYgee

ou des mutationde novo avec perte de fonction & T1L, ont été décrites chez environ 40
patients. Ces anomalies génétiques sont associées a une obésité centrale, a début précoce, a
une déficience intellectuelle, le plus souvent modérée avec retard de langage, et a des troubles
du comportement d’intensité variable (agressivité, hyperactivité) [1-4]. Une étude récente a
démontré qudYT1Lest le seul gene délété ou tronqué chez I'ensemble des sujets présentant
ce phénotype [1MMYT1La également été associé a I'autisme [166] ou a d’autres pathologies

neuropsychiatriques, telles que la schizophrénie ou la dépression [167].

- Geéne GPRIN2

Un variant ‘stopgain’ dans le ge@PRIN2(G protein-regulated inducer of neurite outgrowth

2), localisé sur le chromosome 10, a été identifié chez un autre proband. Ce gene régule la

croissance neuronale et est exprimé principalement dans le cerveau. Des GRRINR ont

été détectés chez des sujets présentant un déficit intellectuel, modéré a sévere, un retard de
langage, des troubles du comportement de type autistique, une dysmorphie et des anomalies
des extrémités [168, 169].

- Géne ASCL1

Un variant ‘stopgain’ du gen@SCL1 (achaete-scute complex, drosophila, homolog 1) a été
mis en évidence chez le proband porteur du variaid&1L Ce gene intervient dans le
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développement du SNC et dans l'initiation de la différentiation des neurones. Il est exprimé
dans le neuro-épithélium rétro-chiasmatique. La pertA®EeL1 génére une hypoplasie des
noyaux arqué et ventro-medidlSCL1 supprime I'expression du neuropeptide NPY [170]. En

cas de regulation négative du facteur de neuro-différentiation ASCL1, la neurogénese est
dirigée vers les neurones orexigenes, plutdt qu’anorexigénes, résultant en une augmentation
de l'appétit, une diminution de la satiété et le développement d’'une obésité. Le facteur
ASCL1 est requis pour le bon développement des neurones POMC. Les A8Gtid"
présentent une hypoplasie du noyau arqué avec une expression minimale des neurones

POMC, tandis que les souris ASCL&urexpriment les neurones NPY [171].

- Géne FRMDR4A

Enfin, une délétion du gerreRMD4A (FERM domain containing 4A) a été mise en évidence
chez un autre proband. Ce géne joue un role dans la structure, le transport et la signalisation
des cellulesFRMD4Amodule la polarité cellulaire des neurones, régule le réseau dendritique
des neurones de I'hippocampe et la croissance neuronale. Une duplication homozygote de 13
nucléotides de la région codante FlRMD4A a été identifiee chez des enfants consanguins
israéliens présentant un déficit intellectuel sévére, un retard de langage, une dysmorphie et des
anomalies de I'imagerie cérébrale (agénésie du corps calleux de différents degrés, hypoplasie
du vermis et du cervelet) [172].

b. Génes de la voie de [I'excitabilité neuronale et de la

neurotransmission

Deux variants, situés dans 2 géenes de la piste physiopathologique de I'excitabilité neuronale
et de la neurotransmission, ont été identifiés, sur le mode de novo, chez 2 probands. Cette voie
semble jouer un rdle dans la plasticité synaptique et dans les fonctions cognitives supérieures,

telles que la capacité a discriminer, a sélectionner et a exécuter [173].

- Géne KCNN3

Nous avons mis en évidence un variant ‘stopgain’ dans le JENN3I (potassium channel,
calcium-activated, intermediate/small conductance, subfamily N, member 3) chez un proband.

Ce gene&KCNN3 est largement exprimé dans tout le cerveau et le SNC mais prédomine dans
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I’hypothalamus et code pour le canal potassique SK3 (small conductance potassium channel
3) qui régule [l'excitabilit¢é neuronale. Ce gene est caractérisé par une répétition
polymorphiqgue CAG dans la région codante N-terminale. Les longues répétitions de CAG
dansKCNN3, entrainant une réduction de la fonction du canal SK3, sont spécifiqguement
associées a de meilleures performances dans les fonctions cognitives supérieures tandis que
les souris surexprimattCNN3 avec hyperactivation de SK3 présentent des déficits sélectifs
dans les fonctions cérébrales supérieures. Il apparait donc que les génotyesiNie
modifient les performances cognitives et que la fonction du canal SK3 est inversement

corrélée a une meilleure fonction cognitive [174].

- Geéne ADRA2B

Un variant ‘stopgain’ dans le gene ADRA@Brenoreceptor alpha 2B) a également été mis en
evidence chez un autre proband. ADRA2B est un membre de la superfamille des récepteurs
couplés aux protéines G et joue un role dans dans la modulation de la neuro-transmission et
dans la régulation de la libération des neuro-transmetteurs a partir des neurones adrénergiques
du SNC et a partir des nerfs sympathiques. Un variant duAjeR&A2Ba été associé a une
diminution du métabolisme de base chez les sujets obeses et pourrait contribuer a la

physiopathologie de I'obésité [175].

c. Genes de la voie du remodelage de la chromatine

Une autre voie physiopathologique mise en évidence est celle du remodelage de la
chromatine, avec 2 variants localisés dans 2 géenes différents chez 2 probands surdie mode
novo [176]. Cette voie en cas d’altération peut provoquer des dysfonctionnements au niveau

cérébral et neurologique.

- Gene PHF21A

Une délétion du geneHF21A(PHD finger protein 21A) a été identifiée chez un proband. Ce
gene modifie la chromatine en jouant un réle dans la régulation de la déméthylation des
histones. Il intervient dans le développement neuro-facial et cranio-facial de la souris et du
poisson-zebre. En cas de suppressioRIE21A apparaissent des anomalies cranio-faciales

et une apoptose neuronale [177]. Des micro-délétions interstitielles diPEiE2L A ont été
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mises en évidence chez ’lhomme dans le cadre du syndrome de Potocki-Shaffer, associant des
exostoses multiples, une déficience intellectuelle, une hypotonie profonde, des anomalies
cranio-faciales avec dysmorphie, des anomalies des extrémités, des atteintes oculaires avec
dystrophie rétinienne, et de facon inconstante une obésité et des troubles du comportement
[177, 178].

- Geéne ARID1A

Un variant a également été mis en évidence chez un autre proband dansARIGE#e(AT

rich interactive domain-containing protein 1A). Ce gene est impliqué dans I'activation et la
répression de la transcription de certains génes par remodelage de la chromatine. Il appartient
au complexe BAF (BRG1-associated factor) de remodelage de la chromatine qui est composé
de différentes sous-unités: ARID1A, ARID1B (AT rich interactive domain-containing protein
1B), SMARCA4 (SWI/SNF(switch mutants/sucrose non-fermenting)-related, matrix-
associated, actin-dependent regulator of chromatin, subfamily A, member 4), SMARCB1
(SWI/SNF-related, matrix-associated, actin-dependent regulator of chromatin, subfamily B,
member 1), SMARCA2 (SWI/SNF-related, matrix-associated, actin-dependent regulator of
chromatin, subfamily A, member 2) et SMARCE1 (SWI/SNF-related, matrix-associated,

actin-dependent regulator of chromatin, subfamily E, member 1) (Figure 18, page 122).

Des mutations hétérozygotes du g&RID1A avec probable effet de perte de fonction, ont

ete identifiées chez ’'homme comme responsables du syndrome de Coffin-Siris caractérisé par
un retard mental sévere, une dysmorphie, des anomalies des extrémités et un retard de
croissance staturo-pondérale [179]. Une microduplicateonovo incluant le gen®RID1Aa
également été identifiée chez des sujets présentant un retard de langage, un retard de
développement psycho-moteur, une dysmorphie et un sixiéme doigt ou orteil surnumeéraire
[180].

Appartenant également au complexe BAF de remodelage de la chromatine, une rdatation
novo hétérozygote du géeARID1B provoquant un codon stop prématuré, a été identifiée par
séquencage d’exome chez un patient présentant une obésité extréme a début précoce (avant 6

ans), un retard mental modéré, avec retard de langage, et un hyperinsulinisme [181].
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Figure 18: Réle du complexe BAF dans le remodelage de la chromatine.

Le complexe BAF (BRG1-associated factor) intervient, en association avec d’autres facteurs,

dans la formation des structures actives et inactives de la chromatine.

Ac: groupement acétyle ; ARID1A: AT rich interactive domain-containing protein 1A ;
ARID1B: AT rich interactive domain-containing protein 1B ; SMARCA2: SWI/SNF(switch
mutants/sucrose non-fermenting)-related, matrix-associated, actin-dependent regulator of
chromatin, subfamily A, member 2 ; SMARCA4: SWI/SNF-related, matrix-associated, actin-
dependent regulator of chromatin, subfamily A, member 4 ; SMARCB1: SWI/SNF-related,
matrix-associated, actin-dependent regulator of chromatin, subfamily B, member 1 ;
SMARCEL: SWI/SNF-related, matrix-associated, actin-dependent regulator of chromatin,

subfamily E, member 1
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d. Géne de la voie de signalisation NOTCH

La voie suivante identifiée est la voie de signalisation NOTCH qui intervient, entre autre,
dans la morphogénése du corps ciliaire [182]. En effet, une délétion duNgEheH2
(NOTCH, drosophila, homolog of, 2) a été mise en évidence chez un proband dans le modéle
de novo. Ce gene joue un role dans la différentiation, la prolifération et 'apoptose au cours du
développement, contrdle l'orientation vers une lignée cellulaire et régule I'expression
génique. Il a de plus un réle dans le contr6le de la morphogénése du corps ciliaire oculaire en
régulant la prolifération cellulaire. En effet, I'inactivation du g&@TCH2 dans le corps
ciliaire en développement en abolit la morphogénése [182].allissi été impliqué dans le
syndrome d’Alagille, caractérisé par une cholestase chronique associée a des pathologies
squelettiques, rénales et ophtalmologiques, une dysmorphie faciale et inconstamment un
retard de développement et une malabsorption des graisses. Des mutations hétérozygotes de
NOTCH2 ont également été associées au syndrome Hadju-Cheney qui est une affection trés
rare du tissu conjonctif responsable d’'une ostéoporose, d’'une dysmorphie, d’'un retard mental
modéré et parfois d’'un diabéte de type 1 [183]. Enfin, des mutatiodNOd&€H2 ont été

mises en évidence chez des enfants atteints d’hyperinsulinisme congénital [184] ou de diabete
MODY (maturity onset diabetes of the young) [185].

e. Géne de la voie des enzymes lysosomales

Enfin, la derniere voie identifiee est la voie des enzymes lysosomales avec la mise en
evidence d’un variant ‘stopgain’ dans le gé&sleB1 (galactosidase beta-1) chez un proband.

Ce gene code pour Ip-galactosidase-1 qui est une enzyme lysosomale lygdrd les
substrats gangliosides et d'autres substrats glyco-conjugués. Des mutations @LBé&ne

sont responsables de la gangliosidose a GM1 (ganglioside M1), maladie de surcharge
lysosomale, associant des anomalies neuro-viscérales, ophtalmologiques et dysmorphiques.
Elles peuvent aussi causer la mucopolysaccharidose de type 4b, ou syndrome de Morquio, qui
est une accumulation anormale de glycosaminoglycanes dans les cellules et provoque une

dysplasie squelettique, des anomalies ophtalmologiques et une petite taille.

f. Genes de fonction inconnue
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- Géne FAM189A1

Un variant ‘stopgain’ du geneAM189A1 (family with sequence similarity 189, member Al)

a été identifié chez un proband par le séquencage d’exome. Or, un CNV de type ‘gain’ dans la
région chromosomique 15q13.2-q13.3 contenant le §&M189A1 a été mis en évidence

chez 2 sujets présentant une obésité sévére a début précoce associée a un retard de
développement psychomoteur, un retard de langage, une dyspraxie et des troubles de la

mémoire [186].

- Gene JRK

De méme, une délétion dans le gdRK (jerky, mouse, homolog of) a également été mise en
évidence chez un proband dans le modelaovo Ce géne est exprimé dans le cerveau. Chez

la souris, linactivation homozygote de ce gene par insertion transgénique provoque une
épilepsie, un nanisme, une cyphose vertébrale thoracique et une stérilité chez les males. Chez
’homme, un CNV de type ‘gain’ a été identifié dans la région chromosomique 8g24.3
contenant le géndRK chez 2 sujets présentant une obésité sévére a début précoce avec

hyperinsulinémie disproportionnée [186].

Au total, ces 12 genes mis en évidence par le séquencgage d’exome semblent intéressants pour
expliquer la physiopathologie du développement de I'obésité d’origine centrale et/ou de la

déficience intellectuelle.

IV.3.2. Modeles récessif et hétérozygote composite

Aucun variant n’a été mis en évidence par le séquencage d’exome ni sur le mode récessif ni

sur le mode hétérozygote composite.

IV.3.3. Validation des génes identifiés dans le modele de novo

Nous avons voulu valider les données du séquencage d’exome sur le deodel. Pour
cela, nous avons dans un premier temps effectué un génotypage du variant mis en évidence
dans le geneMYTLL dans trois populations différentes: obésité syndromique, obésité

commune et sujets témoins non obeses. Nous avons ensuite, dans un deuxieme temps, réalisé
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un séquencage de I'ensemble des 12 genes identifiés par le séquencage d’exome, dans une

population de sujets atteints d’obésité syndromique.

a. Gene MYTI1L

Parmi les 12 genes mis en évidence sur le madieleovo, le gen®YTLL nous a paru
particulierement intéressant du fait de la trés bonne qualité de son séquencage (99%) et de son
score prédictif d’effet délétere CADD élevé (41). De plus, il intervient dans la voie
physiopathologique de la neurogénese et pourrait jouer un réle dans la physiopathologie de

I'obésité extréme et de la déficience intellectuelle.

Le proband, porteur hétérozygote du variant du gePWErlL mis en évidence par le
séquencage d’exome, est suivi a I’hOpital Trousseau, depuis I'age de 13 ans et demi, pour une
obésité sévere, associée a une impulsivité alimentaire et des troubles du comportement
(agitation et agressivité), d’étiologie inconnue a ce jour. Ce garcon est issu de parents non
consanguins, sans antécédents familiaux notables et de poids et taille normaux. La période
périnatale s’est déroulée sans particularité, notamment sans hypotonie néonatale. Il existe un
retard de développement psychomoteur noté dés la petite enfance avec une déficience
intellectuelle et un retard de langage, nécessitant une scolarité spécialisée, sans dysmorphie ni
anomalie des extrémités. L'obésité s’est développée dés la petite enfance, sans rebond
d’adiposité. A l'inclusion, son poids était de 98,9 kg (>> 4DS), sa taille de 162,5 cm (1 DS) et
son IMC de 37,45 kg/m (9,8 DS). Il ne présentait ni endocrinopathie ni anomalies

neurosensorielles (Figure 19, page 126).
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Figure 19: Photographie du proband porteur du variant du §&vi€1L (myelin transcription
factor 1-like).

Dans un premier temps, le génotypage a été réalisé pour |[eV)ERE. chez le trio pour

lequel le variant avait été mis en évidence par le séquencage d’exome, confirmant que seul le
proband était hétérozygote alors que ses parents n'étaient pas porteurs de la mutation. Le
génotypage a ensuite été réalisé dans 3 populations différentes: 43 sujets atteints d’obésité

syndromique, 178 sujets ayant une obésité commune et 195 sujets de corpulence normale. Le
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variant deMYT1La également été mis en évidence, a I'état hétérozygote, chez 6 autres sujets
de la cohorte d’obésité syndromique (11,76%), chez 35 sujets ayant une obésité commune
(19,66%) et chez 13 sujets de corpulence normale (6,67%).

La distribution du génotype delYTLL et I'équilibre de Hardy-Weinberg sont représentés

dans le tableau 8 (page 127). La distribution du géenoMpd 1L était en accord avec
I'équilibre de la loi Hardy-Weinberg dans les trois cohortes étudiées, ce qui signifie que le
génotype deMYTI1L atteint I'équilibre génétique a la fois dans la cohorte des sujets atteints
d’obésité syndromique mais aussi dans les cohortes des sujets ayant une obésité commune et
des sujets témoins non obéses. Les trois cohortes sont donc représentatives pour le génotype
de MYTI1L

Tableau 8: Distribution du génotype MYTMHans les 3 cohortes.

Obésité Obésité  communelCAPS (n=195)
syndromique (n=51) (n=178)
Fréquence de lallele5,88% 9,83% 3,33%
muté T
Homozygote sain C/C| 88,24% 80,34% 93,33%
Hétérozygote C/T 11,76% 19,66% 6,67%
Homozygote muté T/T| 0% 0% 0%
Hardy-Weinberg 0,66 0,15 0,63

La présence du variant du geMX T1L dans différentes populations de sujets ayant une
obésité non syndromique et de sujets non obéses suggérait que ce variant était un

polymorphisme fréquent.

Aucune association significative n’était observée entre le génotylgeydéL et le phénotype
des sujets des trois cohortes étudiées (obésité syndromique, obésité commune, corpulence

normale).
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Toutefois, la probabilité d’avoir un IMC normal, pour I'age et le sexe, était plus élevée chez
les sujets ne présentant pas le varianMd& 1L, en comparaison aux sujets hétérozygotes
(p=0,0003). L'odds ratio était alors de 3,09. Le risque relatif d'étre obese si le sujet est porteur
du variant a I'état hétérozygote était de 1,51 par rapport au sujet non porteur. Le risque relatif
de ne pas étre obese si le sujet n’est pas porteur du variant était de 2,04 par rapport au sujet
hétérozygote. Ces résultats suggéraient le réle potentMiydd L dans le développement de
'obésité.

b. Perspectives

En complément dMYT1L et afin d’explorer la pertinence des autres variants, un séquencage
des génes, en entier, mis en évidence par le séquencage d’exome sera réalisé dans 2

populations différentes:

- une population de 50 sujets atteints d’obésité syndromique,
- et une population de 100 sujets témoins de corpulence normale et sans
déficience intellectuelle.

La taille de la région génomique de I'ensemble des genes a capturer est de 2,5 Mb. D’aprés

I'application NimbleDesign Http://design.nimblegen.com93% de la région est capturable,

soit 2,3 Mb. L’ADN génomique a été extrait des leucocytes du sang périphérique. La quantité
d’ADN nécessaire sera de 2 a 4 ug, avec controles de la qualité et de la pureté de '’ADN pour
chaque échantillon. La préparation des librairies et des captures sera réalisée a l'aide des
réactifs SureSelect Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Le séquencage
sera ensuite réalisé sur le séquenceur a haut débit HiSeq 2500 Instrument (lllumina, San
Diego, CA, USA), selon le protocole fourni par les fabricants.

Le séquencage sera realisé sur la plateforme génomique de la Pitié-Salpétriere (P3S, Pr

Soubrirer, Dr Trégouét).

IV.4. Conclusion

Nous avons utilisé la technique de séquencage d’exome dans des formes d’obésité rare et
sévere. Nous avons identifié des variants de genes impliqués dans des voies
physiopathologiques d’intérét. En particulier, nous avons identifié un variant dans le gene

MYT1La I'état hétérozygote chez un proband présentant une obésité sévere, a début précoce

128



associée a une déficience intellectuelle, un retard de langage, une impulsivité alimentaire et
des troubles du comportement (agitation et agressivité). Les résultats du génotypage de ce
variant suggérent qu’il s’agit d’'un polymorphisme fréquent mais avec toutefois un role

potentiel de MYT1dans le développement de I'obésité.

En complément deMYT1L nous allons explorer la pertinence des autres variants dans
d’autres populations de patients atteints d’obésité syndromique et de sujets témoins de

corpulence normale et sans déficience intellectuelle.

En cas de validation de(s) gene(s) identifie(s), le séquencage d’exome pourrait alors devenir
un outil diagnostigue majeur pour les obésités séveres, aider a la compréhension des
mécanismes de régulation du poids, et méme aider a progresser dans I'élaboration de pistes
thérapeutiques dans le cadre de I'obésité commune.
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V. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Méme si les progrés des études moléculaires ont permis d’identifier quelques génes impliqués
dans l'obésité, a ce jour, les anomalies génétiques en cause ne sont que trés rarement
identifiées et les mécanismes a l'origine du déséquilibre de la balance énergétique restent mal
connus. L'absence d'identification des anomalies moléculaires en cause empéche d’'informer
précisément les familles sur le risque de récurrence mais aussi de prendre en charge de fagon
optimale les patientdl est donc indispensable d’avancer dans leur compréhension afin de
pouvoir développer des mesures thérapeutiques adaptées et préventives précoces. De plus, les
obésités geénétiqgues sont importantes a diagnostiquer car il existe une prise en charge
spécifique, relevant d’équipes spécialisées et multidisciplinaires, a mettre en place le plus
rapidement possible (des la petite enfance). Enfin, la mise en évidence de I'anomalie
génetique en cause pourrait permettre de progresser dans la compréhension de la
physiopathologie de [I'obésité, monogénique, syndromique mais aussi commune, en
identifiant de nouvelles pistes moléculaires. Au cours de ce travail, nous nous sommes
intéressés aux genes qui pourraient potentiellement étre impliqués dans le développement de

'obésité sévere a début précoce.

Du fait de I'hnétérogénéité clinique de l'obésité et des nombreux facteurs potentiellement
confondants pour I'approche génétiqneus avons choisi d’étudier 2 populations différentes,
présentant toutes deux une obésité sévere, par 2 études complémentaires: 1/ une approche
‘géne candidat’ dans une population de 535 sujets présentant une obésité sévere ; 2/ une
analyse ‘sans a priori’ par séquencage d’exome dans une deuxiéme population constituée de
patients présentant une obésité syndromique. En effet, la précocité et la séveérité de ces
obésités sont en faveur d’'une origine génétique majeure, trés peu dépendante de la pression
environnementale (environnement culturel, social, économique, psychologique,...). Ainsi, le
réle contributif des génes est théoriquement plus aisé a mettre en évidence dans ce type de
populations. Nous avons de plus choisi de réaliser une caractérisation phénotypique la plus
complete possible des sujets obeses afin de pouvoir préciser au mieux les phénotypes associés
aux facteurs génétiques étudiés. Grace a cette démarche, la mise en évidence de I'effet du
génotype dans la variabilité individuelle des différents traits associés a I'obésité est en théorie
plus aisée. Peu d’équipes travaillant dans ce domaine de recherche ont fait le choix d’'une

caractérisation phénotypique détaillée des enfants obéses ce qui rend notre approche originale.

Comme dans n’'importe quelle maladie multifactorielle telle que I'obésité, I'hétérogénéité

clinigue s’'associe a une hétérogénéité génétique. Nous ne savons toujours pas a ce jour
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combien de genes sont impliqués dans I'obésité humaine. Les phénotypes associés a I'obésité
dépendent d'une interaction complexe entre facteurs héréditaires et facteurs de
'environnement (apports énergétiques et activités physiques) et ne peuvent étre réduits a une
transmission mendélienne simple dans la majorité des cas. La contribution monogénique
existe dans le développement de l'obésité. Ces formes monogéniques d'obésité de
transmission autosomique récessive [85-88] sont des situations rares avec un phénotype
exceptionnel proche des modeles animaux d'obésité [32, 64, 87]. La mutation sur le gene est
alors responsable a elle seule du tableau clinique et cela (presque) quelque soit
'environnement. Les sujets porteurs de telles mutations se caractérisent quasiment tous par
une hyperphagie précoce entrainant une prise de poids rapide et une efficacité énergétique
extraordinaire, comme cela est rencontré dans les modeéles animaux. Si la description de ces
formes a permis une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques de
'obésité et en particulier du contréle de la prise alimentaire, elles ne représentent pas la
majorité des obésités de I'enfant. Dans I'obésité plus commune, la mise en évidence des genes
impliqués est beaucoup plus complexe. En effet, I'allele de susceptibilité peut augmenter la
probabilité que le porteur devienne obése mais la présence de cet allele n'est pas suffisante
pour expliquer a elle seule I'apparition de la maladie. Il existe alors un effet cumulatif de
facteurs de prédisposition génétigue et de facteurs environnementaux. Ainsi, dans cette
situation la plus fréquente d’obésité, chaque gene de susceptibilité pris individuellement n’'a
gue de faibles effets sur le poids, et la contribution cumulative de ces genes ne deviendrait
significative qu’en interaction avec des facteurs environnementaux prédisposant a leur

expression phénotypique.

Dans ce travail, nous avons tout d’abord choisi une approche ‘géne candidat’ orientée sur le
geneLEPR appartenant a la voie leptine-mélanocortines, qui joue un réle clé dans le contrdle
de la prise alimentaire. La premiére partie de ce travail était donc la recherche systématique
de mutations du geridEPRdans une population de sujets présentant une obésité sévére. Mon
travail de thése a permis de clarifier le réle des mutatiorlsE€MR dans le développement
précoce de l'obésité en précisant notamment leur fréquence chez les sujets obéses et le
phénotype associé aux mutations homozygote, hétérozygote composite et hétérozygote. De
plus, nous avons précisé les effets de la chirurgie bariatrique chez les 3 sujets porteurs de
mutations homozygotes de&=PR Ce travail a permis de montrer que les mutations du géne
LEPR e sont pas si rares en France chez les sujets présentant une obésité sévere (2,24% de

notre population). Cette fréquence est en rapport avec les 2 autres études réalisées dans des
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populations hautement sélectives marquées par un taux élevé de consanguinité [103, 105].
Cela pose donc la question du dépistage systématique de ces mutations chez les patients
présentant une obésité sévere dans le but de mettre en place une prise en charge le plus
adaptée possible. Or, si les sujets déficients en leptine par mutations duEgepeuvent
bénéficier d’'un traitement substitutif de leptine [107], la prise en charge des sujets porteurs de
mutations dd_.EPRreste a ce jour difficile, sans thérapeutique actuellement disponible chez
’homme [109]. De plus, la perte de poids aprés chirurgie bariatrique chez les premiers
patients déja décrits a ce jour [110] ainsi que dans notre étude est variable et Omitée.
chirurgie bariatrique représente a ce jour le seul traitement efficace a long terme de I'obésité
sévere [20], grace a différentes techniques opératoires (bypass gastrique, anneau gastrique ou
sleeve gastrectomiel.es mutations deLEPR pourraient donc étre recherchées en cas
d’obésité extréme et précoce, de facon systématique, tout comme les mutations d’autres genes
du systéeme leptine-mélanocortinetEP, POMC, PCSK1, SIM1), notamment avant
discussion de chirurgie bariatrique, ce qui pourrait amener a contre-indiquer cette

thérapeutique en cas de mutations homozygotes mises en évidence.

En raison des effets médiocres de la chirurgie bariatrique décrits dans les quelques cas
d’'obésité monogénique et syndromique de la littérature, le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques est indispensable en raison des obésités massives et précoces
développées par ces patientsitilisation d’agonistes de MC4R hautement sélectifs chez les
patients ayant une interruption du signal mélanocortine en amont de MC4R, telles que ceux
porteurs de mutations d&EPR POMC ou PCSK1 par exemple, pourrait devenir une option
thérapeutique en restituant le signal mélanocortine en aval de la mutation [187]. Des essais
thérapeutiques ont d’ailleurs débuté avec le composé RM-493, agonisteMigH’, chez le

sujet volontaire sain, chez les patients présentant des mutations de genes impliqués dans la
voie leptine-mélanocortines mais également dans le cadre du syndrome de Prader-Willi. RM-
493 augmenterait la dépense énergétique de repos chez les sujets obeses, sans effets
secondaires sur la fréquence cardiaque et la pression artérielle [188]. De méme, des essais de
stimulation cérébrale profonde via une électrode implantée dans la partie antérieure du
troisieme ventricule adjacente au noyau hypothalamique ventromédian sont actuellement en
cours. Chez le singe, ce type de stimulation durant huit semaines a permis une réduction de la
corpulence avec diminution significative de 8% du poids corporel et de 18% de la masse
grasse (p<0,05), sans effets secondaires [189]. Si un effet bénéfique de ce type de prise en
charge est démontré chez 'homme (PHRC en cours, investigateur principal Pr Chabardes,
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Clinique de Neurochirurgie, Grenoble), elle pourrait alors se discuter chez les patients ayant
une obésité syndromique avec interruption du signal mélanocortine. Les patients ayant un
SPW pourraient représenter de bons candidats pour le traitement par stimulation cérébrale
profonde, du fait du lien étroit enre I'obésité secondaire a une hyperphagie et la dysrégulation

du rétrocontréle hypothalamique (activité basale anormale de I'hypothalamus latéral) [190]

Notre travail a permis de confirmer le phénotype déja décrit des patients porteurs de
mutations homozygotes deEPR [86, 103]. Ces patients ont comme caractéristiques
communes de développer précocement une obésité extréme, associée a une hyperphagie et
frequemment a des anomalies endocriniennes, le plus souvent un hypogonadisme
hypogonadotrope. Ce phénotype spécifique a également été décrit chez les patients porteurs
de mutations des génes de la voie leptine-mélanocortines, et en particulier diEBEaB].

Dans notre étude, les dosages de la leptine circulante n’étaient que modérément élevés, 1,5
fois plus élevés que la leptinémie attendue pour la masse grasse, contrairement aux premiers
cas publiés de mutations deEPR [86]. Récemment, un déficit congénital en leptine,
secondaire a une leptine biologiquement inactive, a été décrit chez un jeune gargon présentant
un phénotype spécifique, avec obésité extréme a début précoce et hyperphagie, mais une
leptine circulante élevée [106]. Ces observations suggérent donc que des concentrations
circulantes de leptine considérées comme ‘normales’ pour I'IMC et la masse grasse
n’éliminent pas le diagnostic de mutation des gérel8 ou LEPR La mise au point d'une

puce qui étudierait simultanément plusieurs génes du systéme leptine-mélanot&fine (
LEPR POMC, PCSK1, SIM1) pourrait permettre de rechercher systématiquement ces
mutations dans le cadre d’obésités extrémes a début précoce, quelque soit les valeurs de la
leptinémie. Cette puce pourrait également permettre d’identifier ces patients avant toute

discussion de chirurgie bariatrique pour obésité massive et précoce.

Une des particularités de ce travail est la mise en évidence d’'une méme mutation du géne
LEPR 4exon6-8,partagée par 6 sujets ayant comme particularité commune d'étre tous
originaires de I'lle de La Réunion. La découverte d’'un groupe de 6 individus, non apparentes,
ayant le méme phénotype et porteurs de la méme mutation, dans une zone géographique
spécifique, pose la question de son origine a partir d’'un ancétre commun et suggere un effet
isolat. La fréquence des mutations homozygote& EleR pourrait probablement étre plus
élevée sur Ille de La Réunion ou dans d'autres départements et territoires d’outre-mer
francais, caractérisés par une prévalence élevée de I'obésité, que dans d’autres populations

spécifiques (3%) [103, 105]. Le développement du test de qPCR, au cours de notre étude,
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pourrait permettre de confirmer cette fréquence plus élevée et de diagnostiquer les sujets
porteurs de la mutatioiexon6-8a I'état homozygote et hétérozygote, dans un futur proche,
grace a un dépistage systématique de la population de I'lle de La Réunion. Le but de cette
prochaine étude serait d’évaluer I'impact des mutations hétérozygotes duEfReur la
prédisposition a I'obésité. En effet, lors de notre travail, la description phénotypique de 21
sujets porteurs de mutations hétérozygotesLEPR dont huit porteurs de la mutation
4exon6-8,a montré que I'obésité était inconstante, significativement moins sévere que celle
des sujets homozygotes et se développait plus tardivement, a 'dge adulte. Aucune anomalie
endocrinienne n’était alors associée. Cette variabilité de I'IMC chez les sujets hétérozygotes a
également été décrite pour d’'autres géenes de la voie leptine-mélanocortines [111, 191, 192,
193]. L’étude ultérieure de I'impact des mutations hétérozygote&B& pourrait également
permettre de savoir si la chirurgie bariatrique peut étre proposée a ces sujets, en cas d’obésité
sévere. En effet, comme précédemment décrit pour les mutations dMiGémeles résultats

de la chirurgie bariatrique peuvent étre opposés en cas de mutation homozygote ou
hétérozygote. La perte de poids aprés bypass gastrique chez les sujets porteurs de mutations
hétérozygotes d®C4R est identique a celle de sujets témoins sans mutatiok GER
suggérant que I'hétérozygotie pour les mutation®@&R ne doit pas influencer la décision

de réaliser une chirurgie bariatrique [194, 195]. Mais, par contraste, un adolescent présentant
une perte de fonction compléte de MC4R n’a pas perdu de poids a long terme (12 mois apres
la pose dun anneau gastrique), suggérant que [linterruption totale du signal
meélanocortinergique ne peut pas étre contrecarrée par la chirurgie bariatrique [196]. Est-ce le
méme contraste des effets de la chirurgie bariatrique chez les sujets porteurs de mutations
homozygote ou hétérzoygote dd=PR? D’autres études sur les effets de la chirurgie
bariatrique a long terme sont donc nécessaires chez les patients ayant une mut&RR de

a la fois a I'état homozygote et hétérozygote.

Outre les mutations des genes de la voie leptine-mélanocortines, d’autres anomalies
génétiques sont probablement en cause dans les formes extrémes d’obésité. L'identification
de nouveaux genes pourrait alors permettre de mieux comprendre la physiopathologie de cette
maladie et les mécanismes de régulation du poids, afin d’améliorer la prise en charge des
sujets atteints d’obésité. La deuxiéme partie de ce travail consistait a rechercher de nouveaux
génes candidats par séquencage d’exome dans les formes extrémes d’obésité syndromique,
pour lesquelles I'impact de la génétique est probablement déterminant et trés peu dépendant

de lI'environnement. La caractérisation phénotypique détaillée a permis de sélectionner 8
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patients partageant le méme phénotype caractérisé par une obeésité séveére associée a une
déficience intellectuelle et une impulsivité alimentaire. Cette étude a permis d’identifier
principalement 9 genes candidats qui peuvent étre regroupés au sein de 4 voies
physiopathologiques  intéressantes: la  neurogénese, [I'excitabilité  neuronale/la
neurotransmission, le remodelage de la chromatine et la fonction ciliaire. Ces geénes
apparaissent comme importants, principalement, dans le fonctionnement cérébral et ciliaire.
lls pourraient donc jouer un réle dans la physiopathologie a la fois de la déficience
intellectuelle mais aussi de lI'obésité extréme avec troubles du comportement alimentaire.
Notamment, il a été montré que le cil primaire pouvait étre impligué dans la voie
leptine/mélanocortines. En effet, les souris qui avaient des cils primaires courts au niveau
hypothalamique présentaient une augmentation de leur prise alimentaire et une réduction de
leur dépense énergétique, amenant a un bilan énergétique positif avec obésité. De plus, la
réponse de ces souris au signal anorectique de la leptine était atténuée. Le cil primaire semble
donc jouer un rble dans la sensibilité des neurones hypothalamiques au signal satiétogene de
la leptine [136]. Il interviendrait également dans le transport et le trafic intracellulaire de
LEPR [137]. Ces observations pourraient expliquer une partie du phénotype d'obésité
extréme observé dans notre étude. Des études complémentaires devront donc étre réalisées
pour essayer de confirmer l'implication des génes, que nous avons mis en évidence par le
séquencage d’exome, dans les formes extrémes d’obésité syndromique et de vérifier s’ils sont
des genes candidats intéressants pour ces obeésités. Tout d’abord, un séquencage des genes
identifiés sera pratiqué chez 50 sujets de notre cohorte d’obésité syndromique afin de valider
le gene impliqué. Ensuite, dans le but de déterminer la fréquence du variant et de confirmer
son implication potentielle dans I'obésité syndromique, un séquencgage sera réalisé chez des
sujets témoins de corpulence normale et sans déficience intellectuelle. Enfin, en cas de
mutation pathologique mise en évidence, des études fonctionmelN#so seront mises en

place grace a la plateforme du centre de recherche des Cordeliers (Paris VI) et des laboratoires
d’'ICAN afin de rechercher les conséquences fonctionnelles du variant.

Un des points importants de ce travail est la mise en évidence, par le séquencage d’exome,
d’'un variant du gendYT1L chez un patient présentant une obésité sévere a début précoce,
associée a une déficience intellectuelle, des troubles du comportement et une impulsivité
alimentaire. De facon intéressante, ce variant présente une bonne qualité de séquencage ainsi
gu’'un score de prédiction d'effet délétere CADD élevée. De plus, il appartient a la voie

physiopathologique de la neurogénése. En effet, chez 'lhomme, I'expresshdv Tdd. est
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spécifiguement limitée au cerveau, avec une expression predominante dans le cerveau fcetal
en développement, suggérant un rbéle M¥T1L dans le développement des fonctions
cognitives [1]. De plus, la mise en évidence d’aberrations génétiques submicroscopiques de la
région chromosomique 2p25.3 ou de mutatidasiovo deMYT1Lchez des sujets présentant

une obésité associée a une déficience intellectuelle et des troubles du comportement [1-4]
suggere qudYT1Lest le géne responsable de cette déficience intellectuelle syndromique et
gue l'insuffisance haploide déYT1L prédispose aux problémes de poids a début précoce [1].
Cependant, dans notre travail, le génotypageMdt@ 1L, dans les 3 populations d’obésité
syndromique, d'obésité commune sans déficience intellectuelle et de témoins minces, a
montré que 12,74% de nos populations étaient porteurs, a I'état hétérozygote, du variant de
MYTL1L Cette fréquence est particulierement élevée, suggérant que ce vahdnT e est

un polymorphisme fréquent. Cependant, les sujets n’étant pas porteurs du valiit e

ont plus de probabilit¢ davoir un IMC normal pour I'adge et le sexe que les sujets
hétérozygotes, suggérant le réle potentieM¥T'1L dans le développement de I'obésité. Le
mécanisme physiopathologique exact expliqguant que la dysfonctitdyddL peut étre un

facteur prédisposant au surpoids et a I'obésité demeure, a ce jour, inconnu [1]. D’autres études
moléculaires et fonctionnelles sur le role ¥ T1L dans le développement neuronal et au

sein de la balance énergétique sont nécessaires, afin de déterminer les voies

physiopathologiques dans lesquelles cette protéine est impliquée.

Une des particularités de ce travail est d’avoir réalisé une caractérisation phénotypique
détaillée, a la fois clinique et biologique, comprenant I'analyse rétrospective de I'histoire
personnelle pondérale, les antécédents familiaux d’obésité, un examen clinique complet, une
évaluation diététique, des mesures de la composition corporelle et de la dépense énergétique
de repos et des bilans endocrinien et métabolique. Le but était de sélectionner des patients
partageant le phénotype, clinique et biologique, le plus similaire possible. Ce phénotype
commun était caractérisé par une obésité sévere (Z-score de I'IMC > 3 DS) a début précoce
(avant 'age de 6 ans) associée de facon constante & une déficience intellectuelle et une
impulsivité alimentaire. Le séquencage d’exome nous a alors permis de mettre en évidence
des genes intervenant dans le fonctionnement cérébral, la neurogénéese et I'excitabilité
neuronale/la neurotransmission. Ces genes semblent donc surtout étre impliqués dans le
phénotype de déficience intellectuelle de nos sujets. Mais expliquent-ils aussi leur phénotype
d’'obésité sévere et précoce ? Nous pouvons donc nous demander si notre méthode de

sélection de patients était la plus appropriée dans le but d’identifier de nouveaux geénes

136



impliqués dans la genese de I'obésité. N'aurait-il pas mieux valu sélectionner des sujets ayant
toujours une obésité sévere (Z-score de I'IMC > 3 DS) a début précoce (avant I'age de 6 ans),
mais avec une atteinte neurologique moindre, dans le but de cibler des génes influencant la
prise alimentaire et le gain pondéral ? Par exemple, une étude récente par séquencage
d’exome a mis en évidence une relation intéressante entre des variants déléteres des genes des
récepteurs olfactifs localisés sur le chromosome 1q et des variants des genes de la
protocadhérine localisés sur le chromosome 531, qui prédispose a l'obésité extréme,
suggérant un effet de la voie de signalisation olfactive dans la prise de poids sévere et la
possibilité de manipuler les saveurs de la nourriture dans le but de réduire le risque de sur-
alimentation et d’obésité extréme chez les sujets génétiquement prédisposés. Cette association
a été identifiée grace a la sélection de 30 sujets présentant comme seule caractéristique
clinique une obésité extréme (IMC 45-65 kg)fii97]. Un PHRCI (programme hospitalier de
recherche clinique interrégional), nommé OBEXOME (investigateur principal: Dr B Dubern),

a été accepté dans le but de réaliser une étude par séquencage d’exome de 10 sujets présentant
une obésité syndromique, leurs 2 parents et un membre de la fratrie sains. Au vu des résultats
de ce travail de doctorat, il nous semble intéressant de nous orienter vers I'étude de sujets
présentant une obésité sévere (Z-score de 'MC > 3 DS) a début précoce (avant I'age de 6
ans), sans atteinte neuro-développementale (déficience intellectuelle, troubles
neuropsychologiques), dans le but d’identifier de nouveaux génes jouant un réle prépondérant

dans le phénotype de I'obésité extréme.

Les progres des études moléculaires ces derniéres années, principalement grace au
développement du séquencage d’exome, ont fait évoluer les protocoles de diagnostic
moléculaire pour les pathologies présentant une forte hétérogénéité clinique et génétique,
telles que I'obésité syndromique. Cependant, a notre connaissance, il n’existe, a ce jour, que
peu d’études ayant mis en évidence des variants associés a l'obésité extréme par le
séquencage d’exome [95, 97, 157, 158, 159, 181, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204,
205]. Grace a la réduction des colts de fonctionnement, cette technique du séquencage
d’exome pourrait devenir une des méthodes de diagnostic génétique avec le ‘meilleur rapport
qualité/prix’ pour les pathologies rares mendéliennes. Notre travail représente donc une étude
préliminaire de l'intérét que représente le séquencage d’exome dans les formes extrémes
d’obésité syndromique. Cependant, une des limites de notre étude est la faible taille de notre
population d’obésité syndromique, chez laquelle le séquencage d’exome a été réalisé (8 trios),

ce qui a probablement entrainé une perte de puissance. Donc, comme notre travail était basé
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sur un nombre limité de sujets, nos résultats nécessitent d’étre confirmés dans d’autres études

similaires, indépendantes et plus larges.

Dans la pratique clinique, 'importance de ce travail de poser le diagnostic d'obésité génétique
est qu’il existe une prise en charge spécifique de ces patients, relevant d’équipes spécialisées
et multidisciplinaires, a instaurer le plus rapidement possible (dés la petite enfance). La mise
en place des Centres de Référence Maladies Rares (CRMR), et tres récemment des Filiéres
Maladies Rares, a permis de mieux prendre en charge ces pathologies qui sont complexes,
avec souvent des atteintes multiples: rédaction de protocoles nationaux de diagnostic et de
soins pour le SPW et le BBS, élaboration de guide d’informations a l'usage des

accompagnants hftp://quide-prader-willi.fiy, ~ élaboration = de cartes d'urgence

(http://www.chu-toulouse.fr/-centre-de-reference-gnesome-de,8923- Dans ces centres,

des essais thérapeutiques peuvent étre proposeés au patient. De plus, le diagnostic permet dans
un certain nombre de cas de déculpabiliser le patient et sa famille et d’orienter au mieux la
prise en charge médico-sociale en fonction des incapacités décrites dans la maladie. Le
contact avec les associations de patients est primordial pour I'acceptation de la maladie et

'accompagnement au quotidien.

La recherche des déterminants génétiques de I'obésité a rapidement progressé depuis la
description des premieres formes d'obésité monogénique et grace au développement de
nouveaux outils de biologie moléculaire. Cependant, I'utilité du dépistage et du consell
génétique (génétique prédictive) dans la prise en charge du patient atteint de maladie
complexe, telle que I'obésité commune, n'est actuellement pas établie. Avant d'envisager cette
pratigue et en sus des aspects psychologiques, sociaux et éthiques, il est nécessaire de
répondre a plusieurs questions soulevées par le dépistage génétique en général. D'une part,
sommes-nous capables de définir un risque prédictif d'obésité chez un sujet porteur d'une
mutation dans un géne donné Ators que la prédiction génétique pour les formes
monogeéniques est tres élevée et peut étre calculée, ce risque prédictif est généralement petit et
difficile a évaluer dans les formes communes d'obésité. Se pose alors la question de I'impact
des variants géniques a [I'échelle individuelle sur la corpulence et les paramétres
métaboliques. En effet, les variants géniques identifiés par les études du génome entier
n’expliqueraient qu’'une faible proportion de la variation totale du Z-score d'IMC (environ
1,1%) [206]. Ces variants, seuls, ne pourraient donc pas expliquer la susceptibilité
individuelle a I'obésité commune. lls seraient associés a d’autres facteurs pré- et post-nataux

environnementaux et comportementaux (Figure 20, page 139). Des études complémentaires

138



sont donc nécessaires pour identifier d’éventuels autres variants géniques et ces facteurs
associés. D'autre part, sommes-nous capables de traiter ou de prévenir I'obésité chez des
patients porteurs de variations génétiques, quand bien méme nous aurions défini un risque ?
La prise en charge thérapeutique habituelle repose sur [I'éducation nutritionnelle,
l'augmentation de l'activité physique, et souvent un soutien comportemental, psychologique et
social. Une pression excessive, qui risquerait d'étre exercée sur des patients dépistés, risque de
conduire a la prise de poids voire a l'aggravation de l'obésité. Il faudra donc étre
particulierement prudent dans la prise en charge préventive d'une obésité dans des populations
ciblées.

Génétique Epigénétique

Environnement postnatal
familial partagé et mode de vie
individuel

Environnement

Figure 20: Relation complexe entre la génétique, I'épigénétique et I'environnement pour la
susceptibilité a I'obésité (d’apres [207, 208]).
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Obésités génétiques rares
Diagnostics clinique et biologique en 2015

Dr Héléne Huvenne22, Dr Béatrice Dubern’%4, Pr Karine Clément'?, Dr Christine Poitou"2*

INTRODUCTION

Lobésité, définie par un excés de
masse grasse, est une maladie com-
plexe causée par linteraction de
nombreux facteurs génétiques et en-
vironnementaux. Lexpression phé-
notypique des facteurs génétiques
impliqués dans I'obésité est variable,
permettant de distinguer différentes
situations cliniques d'obésité en
fonction des génes impliqués (obé-
sité monogénique ou syndromes
génétiques rares, obésités oligogé-
nique et polygénique). Les différents
types d'obeésité, en particulier les
obésités monogéniques ou syndro-
migues, sont imporiants a diagnosti-
quer car il existe une prise en charge
spécifique, relevant d’équipes spé-
cialisées et muliidisciplinaires, a
mettre en place le plus rapidement
possible (dés la petite enfance).

QUEL EST LE CONTEXTE ?
L'obésité est une maladie com-
plexe, multifactorielle résultant
de I'interaction de nombreux fac-
teurs génétiques et non génétiques
environnementaux. Les aspects
comportementaux sont essentiels
(apports énergétiques et activité
physique). L'expression phéno-
typique des facteurs génétiques
impliqués dans I'obésité permet de
distinguer différentes situations
cliniques.

AGRE

Diépense Prise

émergétique  alimentaire

Figure 1 - La vole leptine/mélanocortines.

Les signaux d'adiposité (leptine et insuline) et la ghréline se lient sur leurs récepteurs spéci-
fiques au niveau des neurones POMC/CART et des neurones NPY/AGRP du noyau argué. La
variation du rapport cMSH/AGRP au niveau de 'hypothalamus module 'activité de MC4R.
Ce dernier régule I'activité de plusieurs populations neuronales en aval gui agissent sur les
systémes effecteurs modulant la balance énergétique. Plusieurs mutations des génes impli-
qués dans cette voie leptine/mélanocortines sont responsables d'obésité sévére et précoce.
AGRP :agouti related peptid ; BDNF : brain-derived neurotropic factor ; CRH : corticotrophin-
releasing hormone ; GH-R :récepteur de la ghréline; ISR : récepteur de l'insuline ; LEPR : récep-
teur de la leptine ; MCH : melanin concentrating hormone ; MC4R :récepteur de type 4 aux
mélanocortines ; a-, B-MSH : -, f-melanocyte stimulating hormone ; NPY : neuropeptide Y ;
Ox :orexines; PC1 et 2 :proconvertases 1 et 2; POMC : proopiomélanocortine ; SIM-1 : single-
minded 1;TRKB : tyrosine kinase receptor ; TRH : thyrotrapin-releasing hormone.
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* Obésité monogénique défi-
nie par une obésité rare (< 5 % des
obésites), sévere, a début précoce
associée a des anomalies endocri-
niennes. L'impact de la génétique
¥ est majeur et trés peu dépendant
des facteurs environnementaux.
Elle est le plus souvent causée par
des mutations des génes de la voie
leptine-mélanocortines impliquée
dans la régulation de la prise ali-
mentaire (génes de laleptine [LEP]
et de son récepteur [LEPR] par
exemple) (Fig. 1).
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* Obésité syndromique qui as-
socie une obésité severe a début
précoce a une atteinte multior-
ganes (deéficience intellectuelle,
troubles neuropsychologiques,
élements dysmorphiques, ano-
malies développementales, at-
teintes neurosensorielles et/ou
endocriniennes).

* Obésité oligogénique, comme
celle due aux mutations du géne
MC4R (melanocortin 4 receptor),
caractérisée par une expression
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phénotypique variable dépen-
dante en partie des facteurs envi-
ronnementaux avec peu de spéci-
ficités dans les phénotypes.

Ces formes rares d'obésité se
distinguent de I'obésité i héré-
dité polygénique, dite obésité
commune, situation clinique la
plus fréquente (95 % des cas).
Dans ce cas, il existe un effet
cumulatif de facteurs de prédis-
position geénétique et de facteurs
environnementaux. Ainsi, chaque
géne de susceptibilité pris indivi-
duellementn’a que de faibles effets
sur le poids et la contribution cu-
mulative de ces génes ne devient
significative gqu'en interaction avec
des facteurs environnementaux
prédisposant 4 leur expression
phénotypique (suralimentation,
sédentarité, stress) (1). Ce type
d'obésité ne sera pas développé
dans cette revue.

QUOI DE NOUVEAU

EN 20157

Différentes stratégies dapproche
moléculaire ont été utilisees afin
de déterminer les facteurs géné-
tiques impliqués dans l'obésité
(Fig. 2). L’approche “géne candidat”
a été I'une des premiéres et a per-
mis, en association avec l'analyse
clinique fine de sujets souffrant
d'obésité extréme & début précoce,
de décrire des obésités monoge-
niques rares par altération de la
voie leptine-mélanocortines (Fig. 1)
(2-5). A partir de 2005, I'étude
du génome entier 4 haut debit
(GWAS, genome wide scan asso-
ciation study) a permis I'identifi-
cation “au hasard” de nombreux
loci contribuant 4 I'obésité com-
mune grice aux larges populations
étudiées, et en particulier celle du
géne FTO (fat mass and obesity)
chez 'enfant et I'adulte obéses (6).

Plus récemment, de nouveaux
outils de biologie moléculaire,

de plus en plus rapides, précis et
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1997-1998 nouvelles mutations de LEFR
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LEP A - KSR2 )
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ACP1, TMEM1S, MYTIL
B

Figure 2 - Evolution des différentes stratégles d’approche moléculaire utilisées dans
I'obésité et principales anomalles génétiques mises en évidence.

ACP1 :acld phosphatase 1, soluble; BBS : Bardet-Bied! syndrome ; FTO : fat mass and obesity ;
GWAS :genome wide scan association study ; K5R2 : kinase supressor of Ras 2 ; LEP :leptine;
LEPR :récepteur de la leptine ; MYT1L :myelin transcription factor 1-Ifke ;TMEM18 : transmem-
brane protein 18; TUB :tubby bipartite transcription factor.

eflicaces, ont été développés. Le
séquencage i haut débit ciblé a
l'exome a montré sa puissance
pour identifier des mutations
responsables de maladies rares
chez un petit nombre de sujets
atteints (8 4 10 selon les études)
(7). Il a notamment permis de
mettre en évidence 5 nouvelles
mutations des génes BBS (8). Il a
aussi eté utile pour identifier de
nouveaux variants et mutations
dans les génes KSR2 (kinase su-
pressorof Ras 2) (9) et TUB (tubby
bipartite transcription factor) (10)
ou une délétion paternelle des
genes ACPI (acid phosphatase 1,
soluble), TMEMIS (transmem-
brane protein 18) et MYTIL (mye-
lin transcription factor I-like) (11)
chez des sujets présentant une
obésité syndromique (Tab. 1).

Enfin, la contribution des CNV
(copy number variants) dans lasus-
ceptibilité aux pathologies com-
plexes, telles que l'obesité sévere,
a été le sujet de nombreux débats
ces derniéres années. Les VNTR
(variable mumber tandem repeats)
constituent une classe relative-
ment sous-explorée des variants
génomiques intervenant dans les
pathologies complexes. Des études
ont montreé que de rares CNV pou-
vaient étre responsables de formes
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séveéres d'obésité, notamment chez
31 sujets porteurs de délétions
hétérozygotes d'au moins 593 kb
(kilobases) du locus 16pll.2. Ces
sujets présentaient des malfor-
mations congénitales et/ou un
retard de développement, en asso-
ciation a l'obésité. Ce phénotype
pourrait résulter de I'insuflisance
haploide de multiples génes ayant
un impact sur le développement
central de I'obesite (12). L'étude de
la région chromosomique 8p21.2
comprenant le géne DOCKS5 (dedi-
cator of cytokinesis 5) a également
mis en évidence une association
significative des VNTR de DOCKS5
avec l'obésité sévere de lenfant et
de Fadulte (13). Des investigations
complémentaires sur le role des
VNTR et des CNV dans I'obésité
devront étre réalisées pour étu-
dier leur éventuelle contribution
dans cette pathologie et leur lien
potentiel avec le systéme leptine-
mélanocortines.

QUAND Y PENSER?

Devant toute obésité chez 'enfant
ou chez l'adulte présentant une
obésité massive ayant débuté pré-
cocement (début de 'obésité avant
I'4ge de 6 ans) et/ou associée &
une déficience intellectuelle, des
troubles neuropsychologiques, un
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Tableau 1 - Signes cliniques et anomalies génétiques impliqués dans les principaux syndromes

génétiques rares avec obésité.

Signes associés a ['obésité

Génétique

Prader-Willi Hypotonie néonatale, ratard mental, Région 15gq11-q13 d'origine paternelle (micro-
hyperphagie, dysmorphie faciale, retard délétion, disomie maternelle, défaut d'em-
statural, hypogonadisme preinte ou translocation réciprogue)

Bardet-Biedl| Retard mental, dystrophie rétinienne, BBS1(11q13);BB52 {16q12.2); BBS3 (ARLs,
polydactylie, hypogonadisme, atteinte 3q11);BBS4 (15g24.1);BBS5 (2q31.1) ; BBS6
rénale (MKKS, 20p12); BBS7 (4927);BBS8 (TTC8, 14q31);

BBSQ (PTHBT, 7p14); BBS10 (C120RF58,12q921.2);
BBS 11 (TRIM32,9q33.1); BB512 (FLI35630,4q27);
BBS13 (MKS1,17q23);BBS14 (CEP290,12q921.3);
BBS15 (WDPCP, 2p15); BB516 (SDCCAGS, 1943);
BBS17 (LZTFLT,3p21);BBS18 (BBIP1, 10g25);
BBS19 (IFT27,22q12)

Cohen Dystrophie rétinienne, Autosomique récessif
dysmorphie, microcéphalie, retard mental, | géne COHT (chr 8q22-q23)
neutropénie

Alstrom Dystrophie rétinienne, Autosomique récessif
surdité de perception, cardiomyopathie géne ALMST (chr 2p13-p14)
dilatée, atteintes rénale, pulmonaire et
hépatique

X fragile Déficit intellectuel modéré a sévére, Dominant lié a I'X

hyperactivité, dysmorphie faciale,
macro-orchidie post-pubertaire

géne FMR1 (Xg27.3)

Borjeson-Forssman-
Lehmann

Retard mental sévére, hypotonie, micro-
céphalie, dysmorphie faciale, hypogona-
disme, épilepsie

Récessif lié 2 I'X
géne PHF6 (Xq26-q27)

Ostéodystrophie Dysmorphie faciale, brachymétacarpie et | Autosomique dominant, mutations
d’Albright (pseudo- brachymétatarsie, retard psychomoteur inactivatrices de la sous-unité a-activatrice
hypoparathyroidie variable, tableau de résistance hormonale | associée 3 la protéine G
de type 1a) {hypocalcémie, hypothyroidie, retard
pubertaire)
Variants de KSR2 Obésité sévére, hyperphagie dans Rares variants du géne KSR2 (12q24.22-q24.23)
I'enfance, diminution de la fréquence
cardiaque, insulinorésistance sévére
Mutation de TUB Obeésité, cacité nocturne, dystrophie Mutation homozygote du géne TUB (11p15.4)
rétinienne
Délétion des génes ACP1, | Obésité sévére a début précoce, hyper- Délétion paternelle des génes ACP1, TMEM18,
TMEMT18, MYTIL phagie, déficit intellectuel, troubles du MYTIL (2p25)

comportement sévéres

syndrome dysmorphique ou poly-
malformatif, des anomalies neu-
rosensorielles (anomalies ophtal-
mologiques ou surdité) et/ou des
anomalies hypothalamo-hypophy-
saires, la recherche dune origine
génétique doit étre systématique.

Les deux éléments majeurs de
lanamnese sont la courbe de
croissance staturo-pondérale et la
courbe d'indice de masse corporelle
(IMC). Elles sont en effet caracté-
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ristiques avec un début de l'obésité
(IMC supérieur au 97¢ percentile)
trés précoce et une évolution rapide
de la corpulence (Fig. 3) parfois asso-
ciée a un retard statural.

L'interrogatoire doit étre appro-
fondi a la recherche d'une consan-
guinité, dantécédents familiaux
similaires, d'une hypotonie ou de
troubles de la succion avec difli-
cultés de la prise alimentaire en
période néonatale, de troubles du
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comportement (impulsivité, agres-
sivité en milien scolaire, intolérance
alafrustration), de troubles du com-
portement alimentaire (hyperpha-
gie, impulsivité alimentaire, vols
ou chapardage alimentaires) ou de
troubles cognitifs (retard du déve-
loppement psychomoteur, diflicul-
tés d'apprentissage, déficit intellec-
tuel, troubles du langage). L histoire
de la puberté doit également étre
renseignée a la recherche d'un re-
tard ou d'une avance pubertaire.
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L'examen clinique doit étre com-
plet, a la recherche d’éléments
dysmorphiques (forme du visage,
orientation des fentes palpébrales,
nez, philtrum, oreilles), d'ano-
malies des extrémités, de la peau
ou des phanéres et d'anomalies
endocriniennes (hypogonadisme,
signes d’insuflisance hypothala-
mo-hypophysaire). Des anomalies
neurologiques, ophtalmologiques
(strabisme, myopie, rétinite pig-
mentaire) et des troubles de 'audi-
tion ou une surdité devront égale-
ment étre recherchés.

QUELS PHENOTYPES
CLINIQUES?

Les formes syndromiques les
plus fréquentes sont le syn-
drome de Prader Willi (SPW)
et le syndrome de Bardet-Biedl
(BBS).

* Le SPW, dont la fréquence se si-
tue entre 1/15 000 41/25 000 nais-
sances, est caractérisé par une
hypotonie néonatale sévére, des
troubles alimentaires évoluant
en plusieurs phases (de I'anorexie
avec troubles de succion dans les
premiers mois de vie jusqua une
hyperphagie avec impulsivité ali-
mentaire majeure apparaissant
vers 4-8 ans) (14), des anomalies
de la composition corporelle avec
une distribution des graisses a pré-
dominance sous-cutanée (15), des
anomalies endocriniennes (déficit
en hormone de croissance, hypo-
gonadisme), une déficience intel-
lectuelle variable, des difficultés
d’apprentissage ou des troubles du
comportement et des traits dys-
morphiques (16). Ce syndrome est
lié & une anomalie de 'empreinte
génomique parentale avec absence
physigue ou fonctionnelle du seg-
ment chromosomique 15qll-ql3
dorigine paternelle. Au moins
5 génes, localisés dans cette région
chromosomigue et exprimés dans
I'hypothalamus, ont été identi-
fiées et codent pour différentes
protéines dont les fonctions ne
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Figure 3 - Courbes d'IMC de 2 sujets porteurs de mutations homozygotes du géne
LEPR (LepR1 et LepR2), d’un sujet porteur d'une mutation homozygote de MC4R (null
MC4R), de 6 sujets porteurs de mutations hétérozygotes de MC4R (heterozygous MC4R)
et de 40 sujets obéses non mutés (obese controls) (23).

Les courbes de référence sont les courbes francaises standard de percentiles de I'institut

Mational de la Santé et de la Recherche Médicale.

sont pas complétement décrites :
MRKN3 (makorin 3), MAGEL2
(MAGE-Iike 2), NDN (necdin),
INPAPI (nuclear pore associa-
ted protein 1), SNURF-SNRPN
(SNRPN upstream reading frame
— small nuclear ribonucleoprotein
polypeptide N) (17, 18). 1l est pro-
bable que plusieurs genes soient
affectés et expliquent le phéno-
type multiple des sujets atteints
de SPW. Les génes affectés codent
par exemple pour des petites pro-
téines des ribosomes, des pro-

téines en doigt de zinc, impliquées
dans la transcription des génes
(ZNF127AS, PARS, PARSN, TPW
et PAR1), et la necdine, protéine
impliquée dans la croissance axo-
nale. Mais les mécanismes géné-
tiques précis amenant a l'appa-
rition d'une obésité dans le SPW
sont encore actuellement a définir.

* Le phénotype du BBS est trés
hétérogéne. Outre 'obésité sévére
adebut précoce, peuvent s’y asso-
cier une dystrophie rétinienne,
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Tableau 2 - Phénotype associé des formes rares d'obésité monogénique.

Géne Type de mutation | Obésité Phénotype associé
Leptine (LEP) Homozygote Sévere, dés les premiers | Insuffisances gonadotrope et thyréotrope
mois de vie

Récepteur de la leptine Homozygote Sévere, dés les premiers | Insuffisances gonadotrope, thyréotrope et

(LEPR) muois de vie somatotrope

Proopiomélanocortine Homozygote ou Sévére, dés les premiers | Insuffisance surrénalienne

(POMC) hétérozygote mois de vie Hypothyroidie modérée

compaosite +/- Cheveux roux

Proprotein convertase Homozygote ou Sévére, apparaissant Insuffisance surrénalienne, gonadotrope,

subtilisin/kexin type 1 hétérozygote dans I'enfance somatotrope et thyréotrope

(PCSKT) composite Malaises hypoglycémiques postprandiaux
Diabéte insipide central, diarrhée
néonatale

Single-minded 1 (SIM1) Délétions Sévére, apparaissant Troubles neuro-comportementaux

dans I'enfance

inconstants (labilité émotionnelle ou
syndrome autistique)

receptor type 2 (NTRK2)

Neurotrophic tyrosine kinase

Mutation de novo
hétérozygote

Sévére, dés les premiers
mois de vie

Retard de déwveloppement
Troubles du comportement

une polydactylie, des anomalies
rénales, un hypogonadisme, une
dysmorphie et des diflicultés dap-
prentissage. Au moins 19 genes
différents sont impliqués dans le
BBS, tous liés au fonctionnement
des cils primaires (19). Le concept
de ciliopathie a donc été introduit
(20). Les cellules ciliées sont im-
pliquées dans le développement
des mammiféres, contribuant
notamment a la symeétrie droite/
gauche, et permettent de trans-
mettre des messages de signalisa-
tion de l'extérieur vers I'intérieur
de la cellule. Les mécanismes
précis menant i lobésité dans
le BBS sont encore mal compris.
Plusieurs hypothéses ont été
émises. Premiérement, I'hypo-
thése dune origine centrale a
lobésité par dysfonctionnement
hypothalamique, associée a une
hyperphagie, a été développée.
D'autres hypothéses dune ori-
gine périphérique impligquant le
tissu adipeux et la prolifération
adipocytaire ou dautres tissus
endocriniens (pancréas, estomac,
intestin) ont aussi été proposées

0.

D’autres obésités rares syndro-
miques sont données comme
exemples dans le tableau 1.
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Des mutations des génes de la
leptine (LEP), de son récepteur
(LEPR), de la proopiomélano-
cortine (POMC) et de la procon-
vertase 1 (PC1/PCSK1 [propro-
tein convertase subtilisin/kexin
type 1]), enzyme de clivage de
POMC entrainent des situations
dobésités sévéres parfois asso-
ciées 4 des anomalies endocrines
(Tab. 2) (2-5). Les courbes de poids
et d'IMC des patients affectés sont
caractéristiques et doivent attirer
lattention. Elles montrent une
évolution pondérale rapide avec
une obésité sévére qui se déve-
loppe dés les premiers mois de vie
(Fig.3). Associée A l'obésité sévére,
les patients porteurs d'une muta-
tion des genes LEP ou LEPR pré-
sentent un retard pubertaire par
hypogonadisme hypogonadotrope
et inconstamment une insufli-
sance thyréotrope d'origine cen-
trale. Une insuflisancede sécrétion
somatotrope, entrainant un retard
de croissance, peut étre également
observée chez certains patients
porteurs d'une mutation de LEPR
(3, 22). Un développement puber-
taire spontané a cependant été
observé chez certains sujets ayant
une mutation de LEPR, suggérant
une restauration des fonctions
hormonales avec le temps. En
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effet, le suivi de sceurs présentant
un déficit en LEPR a mis en évi-
dence la normalisation d'un déficit
thyroidien modére a I’ige adulte et
une grossesse spontanée normale
(23). Les mutations de LEPR chez
les sujets présentant une obésité
séveére ne sont pas sirares avec une
prévalence estimée de 2-3 % (22,
24, 25) et sont donc & rechercher
en cas d'obésité extréme a début
précoce associée 4 des anoma-
lies endocriniennes. Récemment,
un phénotype clinique classique
de déficience en leptine, asso-
ciant une obésité extréme a début
précoce et une hyperphagie, a été
décrit chez un jeune garcon avec
une leptinémie élevée. Ce phéno-
type est causé par une nouvelle
mutation homozygote du géne
LEP entrainant une leptine mutée
biologiquement inactive (pas de
fixation ni d'activation de LEPR)
mais présente a de fortes concen-
trations dans la circulation (26).
Au vu de cette présentation, en
cas de présentation phénotypique
évocatrice d'un déficit en leptine,
une leptinémie corrélée a la masse
grasse n'élimine pas le diagnostic
de mutations du géne LEP.

Les obésités liées aux mutations
du géne MC4R se situent entre
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les formes exceptionnelles d'obé-
sité monogénique et les formes
polygeniques d'obésité commune
et représentent 2 a 3 % des obési-
tés de l'enfant et de I'adulte avec
plus de 166 mutations différentes
décrites dans diverses popula-
tions (Européens, Ameéricains,
Asiatiques) (27). Elle se caracté-
rise par une transmission le plus
souvent autosomique dominante,
une pénétrance incompléte et
I'absence d'anomalies phénoty-
piques associées. La sévérité du
phénotype (obésité modérée a
sévere) est variable, soulignant
le role de l'environnement et
d’autres facteurs génétiques
ayant un effet modulateur (28).
Les sujets porteurs de mutations
de MC4R sont généralement hé-
térozygotes (29) mais parfois les
mutations sont identifiées chez
de rares sujets homozygotes ou
hétérozygotes composites et le
phénotype est alors plus sévére
(30, 31). En plus de I'obésité, les
enfants porteurs de mutations
de MC4R ont une hyperphagie
marquée qui diminue avec I'ige.
Cependant, l'association entre
des troubles du comportement
alimentaire de type binge eating
et les mutations de MC4R (32)
n'a pas été confirmee (28, 29).
Le diagnostic peut étre réaliseé
par le séquencage du géne dans
différents centres francais et en
Europe (liste des centres faisant
le diagnostic http://www.orpha.
net/consor/egi-bin/Clinical-
Labs_Search_Simple.php?Ing=F
R&Lnkld=10886&Typ=Pat&fdp=
y&from=rightMenu).

QUELLES EXPLORATIONS
COMPLEMENTAIRES ?

Devant une suspicion dobésité
déneétique rare, il est recommandé
de réaliser un bilan métabolique
(recherche d'une insulinorésis-
tance), endocrinien (axes hypo-
physaires, leptinémie) et morpho-
logique (radiographies des mains,
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!
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Etude des microsatellites
chez les deux parants

Figure 4 - Explorations génétiques a réallser en cas de suspicion dlinique de syndrome

de Prader-WIlll (PWS).

des pieds et des avant-bras a la
recherche d'anomalies osseuses,
IRM cérébrale en cas de déficience
intellectuelle et/ou danoma-
lies hypothalamo-hypophysaires
ou électrorétinogramme en cas
de suspicion de dystrophie réti-
nienne). Le bilan morphologique
sera complété par une échogra-
phie cardiaque et une échographie
abdominale, ainsi quune absorp-
tiométrie biphotonique pour dé-
terminer la composition corpo-
relle et une calorimétrie indirecte
alarecherche d'une diminution de
la dépense énergétique de repos.

Le diagnostic génétique doit en-
suite 6tre discuté et éventuelle-
ment confié 4 des spécialistes (ge-
néticiens cliniciens ou membres
des centres de référence maladies
rares [CRMR]).

En cas d'obésité associée & une
déficience intellectuelle et/ou &
des troubles du comportement,
le bilan génétique devra com-
prendre un caryotype haute résolu-
tion, une étude de laméthylation du
chromosome 15, une recherche d'’X
fragile et une étude par puce CGH
(comparative genomic hybridiza-
tion) array. La recherche d'autres
anomalies monogéniques (SIMI,
MAGEL 2, NTRK2) doit &tre discu-
tée en fonction du phénotype. En
cas de suspicion clinique de SPW,
la démarche stratégique diagnos-
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tique est indiquée dans la figure 4 et
un avis peut étre demandé aupres
du Centre de Référence (http://
www.chu-toulouse.fr/-centre-de-
reference-du-syndrome-de,892-).

Devant une obésité associée a
une dystrophie rétinienne, il
faudra rechercher une ciliopathie,
principalement un BBS et prendre
contact avec les centres de réfé-
rence (ORPHANET http://www.
orpha.net/consor/cgi-bin/index.
php?Ing=FR).

Si lobésité est associde A des
anomalies endocriniennes (re-
tard pubertaire, retard statural),
une étude des génes de la voie lep-
tine-meélanocortines (LEP, LEPR,
POMC, PCSKI) devra étre réalisée
(exemple de centre faisant le dia-
gnostic  http://www.cgme-pslLfr/
spip.php?rubrique4s).

Enfin, en cas d’obésité massive a
début précoce et isolée, il faudra
rechercher des mutations du géne
MC4R.

POURQUOI FAIRE

UN DIAGNOSTIC?

Les obésités génétiques sont
importantes a diagnostiquer, car
il existe une prise en charge spé-
cifique, relevant d'équipes spé-
cialisées et multidisciplinaires, a
mettre en place le plus rapidement
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possible (dés la petite enfance). La
mise en place des CRMR a permis
de mieux prendre en charge ces
pathologies qui sont complexes,
avec souvent des atteintes mul-
tiples : rédaction de protocoles
nationaux de diagnostic et de soins
pour le SPW et le BBS, élaboration
de guides d’'informations & I'usage
des accompagnants (http://guide-
prader-willi.fr/), élaboration de
cartes durgence (http://www.
chu-toulouse.fr/-centre-de-re-
ference-du-syndrome-de,892-).
Dans ces centres, d'éventuels es-
sais thérapeutiques peuvent étre
proposés au patient.

De plus, le diagnostic permet,
dans un certain nombre de cas,
de déculpabiliser le patient et sa

famille et d'orienter au mieux la
prise en charge médico-sociale en
fonction des incapacités décrites
dans la maladie. Le contact avec
les associations de patients est
primordial pour l'acceptation de
la maladie et l'accompagnement
au quotidien.

Enfin, la mise en évidence de I'ano-
malie génétique pourra permettre
de progresser dans la compre-
hension de la physiopathologie
de l'obésité en identifiant de nou-
velles pistes moléculaires. E
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Chapter 2
Monogenic Forms of Obesity

Héléne Huvenne and Béatrice Dubern

Introduction

Obesity, defined as an excess fat mass, 1s a complex and multifactorial disease re-
sulting from the interaction of numerous environmental and genetic factors. It is
characterized by a wide phenotypic heterogeneity. Numerous epidemiological and
intervention studies carried out in different cohorts (twins brought up together or
separately. adopted children. nuclear families, among others) have recognized the
role of individual genetic and biological susceptibilities in response to the current
weight-gain promoting environment [1]. There are also individual differences in
progression of weight (i.e. different trajectories) and risk of associated comorbidi-
ties. It is now well accepted that the development of obesity stems from the inter-
action of multiple environmental factors (such as overeating and/or reduction in
physical activity) with genetic factors. The severity of obesity will be thus deter-
mined by the impact of environment on the genetic background of each individual.
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10 H. Huvenne and B. Dubem

Several clinical presentations are described in obesity depending on the involved
genes:

a. Monogenic obesity described as rare and severe early-onset obesity associ-
ated with endocrine disorders. There are mainly due to mutations in genes of
the leptin/melanocortin axis involved in food intake regulation (genes of leptin
(LEP) and its receptor (LEPR). proopiomelanocortin (POMC), proconvertase 1
(PCI), etc).

b. Syndromic obesity corresponding to obesity associated with others genetic syn-
dromes. Patients are clinically severely obese and additionally distinguished
by mental retardation, dysmorphic features and organ-specific developmental
abnormalities. Prader-Willi and Bardet-Biedl syndromes are the 2 most frequent.
But more than 100 syndromes are now associated to obesity.

c. Melanocortin 4 receptor (MC4R) linked obesity characterized by a variable
severity of obesity and the absence of specific phenotype. They are responsible
for 2—3 % of obesity in adults and children.

d. Polygenic obesity. which is the more common clinical situation (> 95 % of cases).
Here each susceptibility gene. taken individually, would only have a slight effect
on weight. The cumulative contribution of these genes would become significant
only in an ‘obesogenic lifestyle’ (such as overfeeding. sedentariness, stress).

The comprehension of the obesity molecular mechanisms progressed enormously
these last years thanks to the development of faster. precise and effective genetic
screening tools. In particular, the whole-exome sequencing showed its power fo
identify new monogenic obesities due to mutations in the leptin/melanocortin path-
way or in other genes. Rare genetic obesities are, in fact, important to clinically
detect because it allows to progress in understanding obesity physiopathology and
on the other hand there is a specific management of these forms of obesity depen-
ding on specific and multidisciplinary teams.

Monogenic Obesity Due to Mutations in the Leptin/
Melanocortin Pathway

As described in rodents, monogenic obesities are mainly due to mutations in the
genes encoding proteins involved in the leptin/melanocortin pathway that plays a
pivotal role in the hypothalamic control of food intake (Fig. 2.1). The hypothalamic
leptin/melanocortin pathway is activated following the systemic release of the adi-
pokine LEP and its subsequent interaction with its receptor LEPR located on the
surface of neurons of the arcuate nucleus. The downstream signals that regulate sa-
tiety and energy homeostasis are then propagated via POMC, cocaine-and-amphe-
tamine-related transcript (CART) and the melanocortin system [2]. While POMC/
CART neurons synthesize the anorectic peptide a-melanocyte stimulating hormone
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2 Monogenic Forms of Obesity 11

Hypothalamus
Paraventricular  Lateral
Arcuate Nucleus Nucleus hypothalamus

— @ >LpR
~*a * ISR

> D Lep
@+ ISR
=L CHR

Ventromedial
Nucleus
©
L L] f=4 '
Leptin Insulin Ghrelin
" Energy Food
Adipocyte Pancreas Stomach eapenditure intake

Fig. 2.1 The leptin/melanocortin pathway. Neuronal populations propagate the signaling of van-
ous molecules (leptin, insulin. ghrelin) to control food intake and satiety. POMC-neurons in the
arcuate nucleus are activated by leptin and 1nsulin and produce the a-MSH. which then activates the
MCA4R receptor 1n the paraventricular nucleus resulting in a satiety signal. The downstream roles
of SIM1. BDNF and TKRB are currently being explored. A separate group of neurons express-
ing NPY and AGRP produce molecules that act as potent mhibitors of MC4R signaling. Several
mutations of those genes involved in the leptin‘melanocortin pathway are responsible for severe
early-onset obesity. AGRP agouti-related protein. BDNF brain-derived neurotropic factor. CRH
corticotrophin-releasing hormone, GHR ghrelin receptor, ISR insulin receptor, LepR leptin recep-
tor, MC4R melanocortin-4 receptor, MCH melanin-concentrating hormone, a-MSH a-melanocyte
stimulating hormone, 8-MSH P -melanocyte stimulating hormone, NPY neuropeptide Y. Ox orex-
s, PCI and 2 proconvertase 1 and 2, POMC proopiomelanocortin, SIM] single-minded 1, TRH
thyrotropin-releasing hormone, TRKEB tyrosine kinase receptor

(a-MSH). a separate group of neurons express the orexigenic neuropeptide Y (NPY)
and the agouti-related protein (AGRP). which acts as a potent inhibitor of melano-
cortin 3 (MC3R) and MC4R receptors. The nature of the POMC derived peptides
depends on the type of endoproteolytic enzyme present in the specific brain region.
In the anterior pituitary, the presence of the PC1 enzyme produces ACTH (adreno-
corticotropic hormone) and B-lipotrophin peptides. while the combined presence of
PC1 and PC2 in the hypothalamus controls the production of a-, B-. y-MSH and -
endorphins. Mutations in human genes coding for LEP [3-5]. LEPR [6. 7]. POMC
[8] and PC1 [9] lead to severe obesity occurring soon after birth. with generally
complete penetrance and autosomal recessive transmission (Table 2.1).

170



12

Table 2.1 Rare monogenic forms of human obesity

H. Huvenne and B. Dubemn

Gene Mutation type Obesity Associated phenotypes
Leptin (LEP) Homozygous Severe, from | Gonadotropic and thyrotropic
mutation the first days | msufficiency
] | of life
Leptin receptor | Homozygous Severe, from | Gonadotropic, thyrotropic and somato-
(LEPR) mutation the first days @ tropic mnsufficiency
of life
Proopiomelano- | Homozygous Severe, from | ACTH insufficiency
cortin or compound the first Mild hypothyroidism and ginger hairs
(POMOC) heterozygous months if the mutation leads to the absence of
mutation of life POMC production
Proprotem con- | Homozygous Severe obe- | Adrenal gonadotropic. somatotropic
vertase subtilisin/ | or compound sity occurring | and thyrotropic insufficiency
kexin type 1 heterozygous in childhood | Postprandial hypoglyvcemic malaises
(PCSK1) mutation Central diabetes insipidus
Single-minded 1 | Translocation Severe obe- | Inconstantly. nenrobehavioral abnor-
(SIM1) between chr sity occurnng | mahities (including emotional lability
1p22.1 and in childhood | or autism-like behavior)
6q16.2 in the
SIM 1 gene
Neurotrophic De novo hetero- | Severe obe- | Developmental delay
tyrosine kinase zygous mutation | sity from the | Behawioral disturbance
receptor type 2 first months | Blunted response to pain
(NTRK2) of life
Dedicator of Vanable number | Childhood =
cytokinesis 5 tandem repeats and adult
(DOCKS5) (VNTRs) severe
obesity
Kinase sup- Heterozygous Severe Hyperphagia in childhood
pressor of Ras? | frameshift non- | obesity Low heart rate
(KSR2) sense or missense Reduced basal metabolic rate
variants Severe insulin resistance
Tubby-like pro- | Homozygous Early-onset Night blindness. decreased visual acu-
temn (TUB) frameshaft obesity ity and electrophysiological features of
mutation | a rod cone dystrophy
Leptin Deficiency

Mutations in the human genes coding for LEP [3—5] and LEPR [6. 7] lead to ra-
pid and dramatic increase in weight since the first months of life. as illustrated by
the weight curve of LEPR deficient subjects (Fig. 2.2). Evaluating body composi-
tion in some LEPR mutation carriers show a large amount of total body fat mass
(>50 %) but resting energy expenditure remains related to the level of body corpu-
lence. Feeding behaviour is characterized by major hyperphagia and ravenous hun-
ger [10]. Surprisingly. one LEP deficient Austrian girl has been recently described
with more moderate obesity (BMI 31.5 kg/m?), despite an increased consumption
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Fig. 2.2 BMI curves of 2 homozygous null LEPR mutants (LEPR 1 and 2), 1 homozygous nuil
MC4R patient, 6 heterozygous MC4R camiers and 40 non mutated obese controls [47]. The refer-
ence curves are the standard French/Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale
percentile curves
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14 H. Huvenne and B. Dubem

of calories in a test meal [11]. The phenotype was explained by extremely low
daily calorie intake. Even if one takes into account a substantial underreporting, this
observation might suggest that despite LEP deficiency. it was possible to control
energy intake and thus to prevent extreme obesity. In that specific case. the parents’
role was determinant by providing a favourable environment with vigorous control
of the patient’s eating behaviour from early infancy onward. A further explanation
might be related to the different genetic backgrounds of different subjects with LEP
or LEPR deficiency. However, despite this particular case. severe early-onset obe-
sity with major hyperphagia is recognized as a main clinical presentation of LEP or
LEPR deficiency.

Associated to the severe early-onset obesity with major hyperphagia, hypogo-
nadotrophic hypogonadism and thyrotrophic insufficiencies complete the pheno-
type. Insufficient somatotrophic secretion. leading to moderate growth delay, is also
described in some patients with a LEPR mutation. In LEP deficient subjects. it was
described a high rate of infection. particularly recurrent respiratory tract infections.
associated with a deficiency in T cell number and function [6, 12, 13]. In individu-
als with leptin deficiency either due to LEP or LEPR mutations, no pubertal de-
velopment was observed while in others there is evidence of spontaneous pubertal
development suggesting a recovery of hormonal functions with time. For example,
the follow-up of the initially described LEPR deficient sisters revealed the norma-
lization of thyroid mild dysfunction at adult age and normal spontaneous pregnancy
[14].

Measurement of circulating leptin may help in the diagnosis: it is undetectable in
LEP mutation carriers and correlated to fat mass or unusually elevated in LEPR mu-
tation carriers [3. 6, 7]. Thus. LEPR gene screening might be considered in subjects
with severe early-onset obesity associated to endocrine dysfunctions with leptin
related to corpulence level [7].

Mutations of POMC and PCSKI1 Genes

Obese children with a complete POMC deficiency have ACTH deficiency. which
can lead to acute adrenal insufficiency from birth. These children display also a
mild central hypothyroidism that necessitates hormonal replacement [8]. Altera-
tions in the somatotropic and gonadotropic axis are also described [15]. The reason
of these endocrine anomalies is unknown even if the role of melanocortin peptides
in influencing the hypothalamic pituitary axis has been proposed. Ginger hair due to
the absence of a-MSH. which activates the peripheral MC1R involved in pigmenta-
tion is classically described. However, it might be inconstant as reported in several
observations suggesting that the skin and hair phenotype might vary according to
the ethnic origin of POMC mutation carriers [15-17]. The modifications in color
hair. adrenal function and body weight are consistent with the lack of POMC-de-
rived ligands for the melanocortin receptors MC1R, MC2R and MC4R respectively.
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2 Monogenic Forms of Obesity 15

Patients carrying rare mutation in the PCSKI (proprotein convertase subtilisin/
kexin type 1) gene leading to PC1 deficiency. have also endocrine anomalies in
addition to severe obesity. They are mainly postprandial hypoglycemic malaises,
fertility disorders due to hypogonadotrophic hypogonadism. central hypothyroi-
dism and adrenal insufficiency secondary to lack of POMC maturation. The delayed
postprandial malaises are explained by the accumulation of proinsulin through lack
of PC1. which is involved in the synthesis of mature insulin from proinsulin. The
absence of POMC maturation causes a dysfunction in the melanocortin pathway
that explains the obese phenotype [9]. Severe persistent diarrhea, due to defect in in-
testinal absorption, is also described, secondary to lack in mature GLP-1 (glucagon-
like peptide-1) [18]. Alteration of the processing of prohormones. progastrin and
proglucagon, explains, at least in part, the intestinal phenotype and also suggests
the role of PC1 in absorptive functions in the intestine. Recently. central diabetes
insipidus improved by oral desmopressin was noted in one compound heterozygous
proband and in 13 children with a total PC1 deficiency. These observations suggest
that PCSK1 may be involved in the full functioning or central sensing of osmolality
in humans [19. 20]. Growth hormone deficiency was also noted in the 13 children
with complete PC1 deficiency [20].

Diagnosis Genetic Testing of Monogenic Obesity

In case of clinical situation suggesting a monogenic obesity (severe early-onset
obesity associated to endocrine anomalies and potentially consanguineous parents),
direct sequencing of the candidate gene (LEP. LEPR, POMC, elc.) is necessary
for diagnosis confirmation. It will detect homozygous or compound heterozygous
mutation responsible for an interruption of the leptin-melanocortin axis. Family
members are needed to be tested for segregation analysis and to evaluate the risk
of recurrence.

A few genetics laboratories routinely perform those analyses that usually are part
of research programs. For example in Europe, this genetic testing cans be found at

* UF nutrigénétique (Pitie-Salpétriere hospital). Contact: B. Dubern or K. Clé-
ment. Address: Endocrinology and Nutrition department. Pitie-Salpetriere hos-
pital, Boulevard de I'hopital. 75013 Paris or Pediatric Nufrition department,
Trousseau hospital, 75012 Paris. Email: beatrice.dubern@trs.aphp.fr: karine.
clement@psl.aphp.fr: Tel: 33 (0) 14234 8936: Fax: 33 (0) 4051 00 57; Web site:
http//www.cgme-psl.fr/

* S O'Rahilly’s team (University of Cambridge). Contact: S. Farooqi or S.
O’Rahilly. Address: Department of Clinical Biochemistry. University of Cam-
bridge. Addenbrooke's Hospital. Hills Road. Cambridge. CB2 2QR. Email:
isf20@cam.ac.uk: Tel: +44 (0) 1223 336792; Fax: +44 (0) 1223 330598; Web
site: http://www.mrl.ims.cam.ac.uk
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Treatment

In case of LEP deficiency, children and adults benefit from subcutaneous injection
of leptin, resulting in weight loss, mainly of fat mass, with a major effect on reducing
food intake and on other dysfunctions including immunity. as described previously
[21]. A detailed microanalysis of eating behavior of three leptin deficient adults, be-
fore and after leptin treatment, revealed reduced overall food consumption. a slower
rate of eating and diminished duration of eating of every meal in the three subjects
after leptin therapy. Leptin treatiment also induces features of puberty even in adults
[10]. This study supports a role of leptin in influencing the motivation to eat before
each meal [22]. Another study shows that leptin treatment had a major effect on
food intake. 4d libifum energy intake in a test meal was reduced. hunger ratings
in the fasted state decreased and satiety following a meal increased. Leptin acts on
neural circuits governing food intake to diminish perception of food reward while
enhancing the response to satiety signals generated during food consumption [23].
In a separate study. hormonal and metabolic changes were evaluated before and
after leptin treatment [10]. Leptin treatment was able to induce aspects of puberty
even in adults, as illustrated by the effect of leptin treatment in one 27 year-old adult
male with hypogonadism. In two women between 35—40 years. leptin treatment led
to regular menstrual periods and hormonal peaks of progesterone evoking a pattern
of ovulation. Although cortisol deficiency was not initially found in LEP deficient
patients. eight months of leptin treatment modified the pulsatility of cortisol with a
greater morning rise of cortisol. Leptin could have a previously unsuspected impact
on human hypothalamic-pituitary-adrenal function. Metabolic parameters of leptin
deficient patients improved in parallel with weight loss.

In the LEPR deficient subjects, leptin treatment is useless because of a non-
functional LEPR. Factors that could possibly bypass normal leptin delivery systems
are being developed but are not yet currently available. The ciliary neurotrophic
factor (CNTF) was one of the candidate molecules. CNTF activates downstream
signaling molecules such as STAT-3 in the hypothalamus area that regulates food
intake. even when administered systemically. Treatment with CNTF in humans and
animals induced substantial loss of fat mass [24]. The neurotrophic factor, Axokine,
an agonist for the CNTF receptor, has been under development by the Regeneron
Company. for the potential treatment of obesity and its metabolic associated com-
plications. But the phase III clinical trials were stopped due to development of an-
tibodies against Axokine in nearly 70% of the tested subjects after approximately
3 months of treatment. In addition. Axokine had a small positive effect [25]. It is
also possible that side effects of CNTF. a molecule possibly acting in the immune
function, might be expected [26].

In children with a complete POMC deficiency. a 3 months trial using MC4R
agonist with low affinity was inefficient on weight or food intake [8]. POMC, PC1
or LEPR deficient families might benefit from the development of new MC4R ago-
nists if such drugs become available. in order to restore the melanocortin signal.
Likewise, deep brain stimulation trials with an electrode inserted in the anterior
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third ventricle contiguous to the ventromedian hypothalamus are actually per-
formed. In monkeys. this chronic 8-week stimulation induces a significant decrease
in corpulence with reduction of 8 % of body weight and 18% of fat mass, without
side effects [27].

Today. bariatric surgery is the only long-term efficient treatment for severe
obesity [28] using several surgical technics (laparoscopic gastric bypass. gastric
banding or sleeve gastrectomy). The question of such treatment and its potential
efficiency is crucial in patients with monogenic obesity. But currently. data on ba-
riafric surgery in these patients are limited and controversial. In one LEPR deficient
patient. vertical gastroplasty was beneficial and sufficient to induce and maintain a
40 kg weight loss (—20% of the initial weight) over 8 years of regular follow-up.
whereas the patient remained obese [29]. In contrast. a relative failure of surgical
therapy was illustrated by the rapid weight regain 1 year after bypass in another
LEPR deficient morbidly obese woman. But this patient with low socioeconomic
status had extreme difficulties after postsurgical counselling. She was noncompliant
with the recommendations provided in this type of purely restrictive surgery and her
medical follow-up was very irregular. This report illustrated the important role of
environment on the benefice of bariatric surgery especially in case of monogenic
obesities or underlined the poor efficiency of bariatric surgery in these patients [29].

So, due to the limited number of cases, the long-term efficacy and safety of
bariatric surgery need further evaluation. A multidisciplinary team approach should
always be adopted in order to establish the correct indication and realistic explana-
tion after surgical treatment of obese patients.

Other Monogenic Obesities

Several additional genes, implicated in the hypothalamus and central nervous sys-
tem development. have been found to cause monogenic obesity in humans. A dele-
tion of the SIM1 (single-minded homolog 1) gene. located on the 6q chromosome,
secondary to a de novo translocation between 1p22.1 and 6q16.2 chromosomes,
was identified in one girl with severe early-onset obesity associated to hyperphagia
and food impulsivity [30]. She had a rate of early weight gain comparable to the
weight curve of LEP and LEPR deficient children. Izumi et al. identified also an
interstitial 6q deletion including the SIMI gene in a subject with Prader-Willi-like
features (neonatal hypotonia. dysmorphy, developmental delay, early-onset obesity.
short stature, hypopituitarism) [31]. SIMI encodes a transcriptional factor impli-
cated. in mouse, in the development of the hypothalamic paraventricular nucleus.
It plays a role in the melanocortin signaling pathway and appears to regulate fee-
ding rather than energy expenditure [32. 33]. The sequencing of the coding region
of SIMI, in 2100 unrelated patients with severe early-onset obesity and in 1680
unrelated population-based controls. identified 13 different heterozygous variants
in 28 severely obese patients. Variants carriers exhibited severe obesity, increased
ad libitum food intake in a test meal. normal basal metabolic rate and inconstantly
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neurobehavioral phenotype (impaired concentration, memory deficit, emotional lia-
bility or autistic spectrum behavior). Nine of the 13 variants significantly reduced
the ability of SIMI to activate a SIMI-responsive reporter gene. These mutations
co-segregated with obesity in extended family studies with variable penetrance. So.
rare variants in SIMJ should be considered in patients with hyperphagic early-onset
obesity associated or not to Prader-Willi-like syndrome features or neurobehavioral
abnormalities such as emotional lability or autism-like behavior [34-36].

Likewise, decreased expression of the brain-derived neurotropic factor (BDNF)
was found to regulate eating behavior [37]. BDNF, encoded by NTRK? (neuro-
trophic tyrosine kinase receptor type 2) gene, and its associated tyrosine kinase
receptor (TRKB) are both expressed in the ventromedial hypothalamus. They have
been attributed a role downstream of MC4R signaling implicated in feeding regu-
lation [38]. A de novo heterozygous mutation in NTRK? gene was described in an
8-year-old boy with severe early-onset obesity. mental retardation. developmental
delay and anomalies of higher neurological functions. like the impairment of early
memory, learmning and nociception [39]. Other mutations in NTRK? were found in
patients with early-onset obesity and developmental delay. but their functional con-
sequences and their implication in obesity are yet to demonstrate. In vitro studies
of some mutations have suggested that these mutations could impair hypothalamic-
signaling processes [40].

Finally. the contribution of copy number variants (CNVs) to complex disease
susceptibility. such as severe obesity. has been the subject of debates in recent years.
Variable number tandem repeats (VINTRs) constitute a relatively under-examined
class of genomic variants in the context of complex disease. Rare CN'Vs have been
shown to be responsible for severe highly penetrant forms of obesity. For exam-
ple. investigation of a complex region on chromosome 8p21.2 encompassing the
DOCKS (dedicator of cytokinesis 5) gene has shown a significant association of the
DOCKS5 VNTRs with childhood and adult severe obesity [41]. So. more systematic
investigation of the role of VINTRs in obesity had to be performed to study their
relatively unexplored contribution to this disease and their potential link with the
leptin/melanocortin pathway.

The rapid development of new tools such as whole-exome sequencing will pro-
bably help to identify novel genes in severe early-onset obesity or monogenic obe-
sity. The whole-exome sequencing is a diagnostic approach for identification of
molecular defects in patients with suspected genetic disorders. It showed its power
to identify mutations responsible for rare diseases, in a small number of unrelated
affected individuals. Indeed. it contributed greatly to the discovery of disease-cau-
sing genes in several rare inherited human diseases. So. this tool could probably
help to reveal new molecular abnormalities in patients with monogenic obesity.
It was tested and validated in a study for the molecular diagnosis of 43 forms of
monogenic diabetes or obesity. Forty patients (19 with a monogenic form of dia-
betes and 21 with a monogenic form of obesity) carrying a known causal mutation
for those subtypes according to diagnostic laboratories were blindly re-analyzed.
Except for one variant. all causal mutations in each patient were re-identified. asso-
ciated with an almost perfect sequencing of the targets (mean of 98.6%). Moreover.
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in three individuals, other mutations were detected with a putatively deleterious
effect. in addition to those previously reported by the genetic diagnosis laboratories
[42]. In another study based on 39 unrelated severely obese Pakistani children. the
whole-exome sequencing revealed two novel homozygous LEPR mutations in two
probands who were phenotypically indistinguishable from age-matched LEP defi-
cient subjects of the same population [43]. Several other genes implicated in severe
obesity have been identified using this method: one paternal 2pter deletion. encom-
passing the 4ACP1I (acid phosphatase 1). TMEMIS8 (transmembrane protein 18) and
MYTIL(myelin transcription factor 1-like) genes in five unrelated patients presen-
ting with severe early-onset obesity. hyperphagia. intellectual deficiency and severe
behavioral difficulties [44]. multiple rare variants in the KSR?2 (kinase supressor of
Ras 2) gene in 45 unrelated severely obese individuals exhibiting low heart rate.
reduced basal metabolic rate and severe insulin resistance [45]: one homozygous
frameshift mutation in the TUB (tubby-like protein) gene in a proband who presen-
ted with obesity, night blindness, decreased visual acuity, and electrophysiological
features of rod cone dystrophy [46].

In conclusion, whole-exome sequencing will probably help physicians to identify
new molecular abnormalities in patients with severe early-onset obesity in a close
future. Moreover. progress in understanding the monogenic obesity mechanisms
may help to better understand the pathophysiology of the more common forms of
obesity and to improve their management.
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RESUME

L’obésiteé, defmie par un exces de masse grasse, est une maladie complexe causée par ['interaction de nombreux facteurs
génétiques et emvironnementaux. A coté de |'obésité polygénique commune, il existe des ohésités rares d’origine gé-
nétique (5 % des obésités) constituant différentes entités selon leur expression clinique et les génes impliqués. L'obésité
monogénique est une forme rare d’obésité sévere a début précoce, a laquelle sont associées des anomalies endocri-
nienmes ; elle est le plus souvent causée par des mutations antosomiques récessives des génes de la voie leptine-mélano-
cortines. L'obésité due aux mutations du gene MC4R, en cause dans 2.a 3 % des obésités, est une forme d’obésité de
sévérité variable, sans phénotype spécifique associé. Enfin, I'obésité syndromique associe une obésité sévere a début
précoce ades atteintes du développement (retard mental, dysmorphie, malformations, atteintes neurosensorielles et/ou

endocriniennes).

MOTS-CLES : obesité, obésité monogenique, obésité syndromique, leptine, mélanocortines, MC4R.

I. - INTRODUCTION

L'obésité, définie par un exces de masse grasse ayantun
retentissement sur la santé, est une maladie complexe et
multifactorielle qui résulte de I'interaction de nombreux
facteurs environnementaux et génétiques. Elle est carac-
térisée par une large hétérogénéité phénotypique. De
nombreuses études d’épidémiologie et d'intervention ont
été menées dans différentes populations (études de
cohortes, de jumeaux, de familles nucléaires), mettant en
évidence le role d'une susceptibilité génétique dans la
réponse aux changements environnementaux (études de
suralimentation par exemple). 1l existe donc des diffé-
rences individuelles dans la progression pondérale et le
risque de survenue de comorbidités (1).

Il est maintenant bien accepté que le développement
de I'obésité résulte d'une interaction entre de multiples
facteurs environnementaux (suralimentation, sédentarite)
et des facteurs génétiques. La connaissance des bases
moléculaires de |'obésité a énormément progresse ces der-
nieres anneées grace au développement d’outils de criblage
genétique de plus en plus rapides, précis et efficaces, ap-
pliqués i I'étude de cohortes de sujets et de leurs familles.
Cette approche moléculaire s’est avérée puissante pour
définir de nouveaux syndromes associés aux obésités,
on des obésités monogéniques par altération de la voie
leptine-mélanocortines.

Différentes situations cliniques d’obésités rares d’ori-
gine génetique peuvent étre décrites en fonction des genes
impliqueés :

- T'obésité monogénique, le plus souvent causée par des
mutations de genes de la voie leptine-mélanocortines
(genes de la leptine et de son récepteur, de la proopio-
meélanocortine, de la proconvertase 1), et caractérisée
par une obésité précoce et sévere, associée a des anoma-
lies endocriniennes ;

—T'obésité due a des mutations du gene MC4R (melano-
cortin 4 receptor), caractérisée par une obésité de sévérité
variable et 'absence de phénotype spécifique associé ;

—I'obésité syndromique, qui associe une obésité sévere a
début précoce 4 des atteintes du développement et des
malformations (retard mental, dysmorphie, malforma-
tions, atteintes neurosensorielles et/ ou endocriniennes).
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Fig. 1 - La voie leptine/melanocortines.

Les signaux d'adiposite (leptine et insuline) et la ghréline se lient sur leurs récepteurs specifiques au niveau des neurones POMC/CART et
des neurones NFY/AGRP du novau arque. La vaniation du rapport oMSH/AGRP au niveau de ['hypothalamus module ['activite de MCAR.
Ce dernier controle 'activite de plusieurs populations neuronales en aval, qui agissent sur les systémes effecteurs modulant la balance éner-
getique. Plusieurs mutations des genes impliques dans cette voie leptine/melanacoriines sont responsables d'obésite sévere et précoce.

AGRP : Agouti-wiated peptid ; BDNF : Broin-derived newrotmopic factor ; CRH ¢ Corticotmophin-eleasing hormne ; GHR : Récepteur de la ghréline ;
ISR : Reécepteur de |'insuline ; LEPR : Récepteur de la leptine ; MCH : Melaninvonenirating hormege ; MCAR : Recepteur de type 4 aux
mélanocortines ; o, FMSH : o, B-Melanocytestimulating hormone; NPY : Neuropeptide Y ; Ox : Orexines ;: PCI et 2: Proconvertases 1 et 2 ;

POMC : Proopiomeélanocortine ; SIM-1 : Single-minded 1 ; TREB : Tropomyosin-related kinase weeptor By TRH : Thyrotmpin-releasing hovmone,

Ensemble, ces différentes entités représentent a peine
5 Y% des cas d’obésité contre 95 % des cas pour I'obeésité
polvgénique, ou obesité commune, dans laquelle chaque
geéne de susceptibilité pris individuellement n'a que de
faibles effets sur le poids, la contribution cumulative de ces
genes ne devenant significative qu'en interaction avec des
facteurs environnementaux prédisposant i leur expression
phénotypique (suralimentation, sédentarité, stress).

Les formes rares d'obésité génétique, qui seules sont
I'objet de cette revue, sont importantes a détecter clini-
quement. D'une part, leur étude permet de progresser
dans la compréhension de la physiopathologie de I'obésite.
Dautre part, elles bénéficient de prises en charge spéci-
fiques relevant d’équipes spécialisées et multidisciplinaires.

IL - OBESITES MONOGENIQUES RARES

Ces formes d’obésités génétiques ont été identifiées
grice a la combinaison d'approches moléculaires et de
l'analyse clinique fine d'anomalies biologiques ou hormo-
nales chez des sujets souffrant d'obésité massive et
précoce. Les principales anomalies génétiques en cause
affectent des facteurs clés de la régulation de la balance
energetique intervenant dans la voie de la leptine, chef
d’orchestre controlant la régulaton du poids et plusieurs
voles endocrines, et des mélanocortines, cibles essentielles
de la leptine dans 'hypothalamus (Figure 1). 1l s’agit de
mutations des génes de la leptine (LEP) (2, 3, 4), de son
récepteur (LEPR) (5, 6), de la proopiomeélanocortine (FOMC],
cible centrale de la leptine (7), et de la proconvertase 1
(PCI1), enzyme de clivage de POMC (8).
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Ces anomalies entrainent des situations d'obésités
séveres parfois associées a des anomalies endocriniennes
(Tableau I). Les courbes de poids des patients affectés sont
caractéristiques et doivent attirer l'attention. Elles mon-
trent une évolution pondérale rapide avec une obésité
sévére qui se développe dés les premiers mois de vie,
comme illustré par les courbes des valeurs d'indice de
masse corporelle (IMC) de sujets porteurs de mutations
de LEPR (Figure 2). L'évaluation de la composition cor-
porelle de ces sujets montre un pourcentage de masse
grasse totale trés élevé (> 50 %) et une dépense énergé-
tique de repos en lien avec le niveau de corpulence. Le
comportement alimentaire est alors caractérisé par une
hyperphagie majeure et une faim insatiable (9).

De fagon surprenante, une jeune patiente autrichienne
porteuse d'un déficit en leptine a récemment été décrite
avec une obésité moins sévere (IMC = 31,5 kg/m?) et des
prises alimentaires trés faibles dans la vie quotidienne,
malgré une augmentation de la consommation calorique
lors d’un repas-test (10). Méme s'il ne s’agit que d’une
seule observation, cela peut suggérer que, malgré le deficit
en leptine, il est possible de contrdler la prise énergétique
et ainsi de prévenir I'obésité extréme, principalement

Obésités génétiques rares ._

quand les parents fournissent un environnement favorable
en controlant vigoureusement le comportement alimen-
taire du patient dés la petite enfance. Cependant, malgré
ce cas specifique, 'obésité sévere a début précoce, associée
aune hyperphagie majeure, reste la présentation clinique
principale des déficits en LEP ou en LEPR.

Outre une obésité sévére, les patients porteurs d’une
mutation des génes LEF ou LEPR présentent un impubé-
risme ou une puberté retardée par hypogonadisme central
etune insuffisance thyréotrope d'origine centrale. Une in-
suffisance de sécrétion somatotrope, entrainant un retard
de croissance, peut également étre observée chez certains
patients porteurs d 'une mutation de LEPR, tout comme
une augmentation du risque d’infections, notamment des
infections récurrentes respiratoires, avec un déficit du
nombre et de la fonction des cellules T (5). Cependant,
chez certains sujets ayant un déficit en leptine secondaire
a une mutation de LEP ou LEFR, un développement
pubertaire spontané a été observé, suggérant une restau-
ration des fonctions hormonales avec le temps. En effet,
le suivi de soeurs présentant un déficit en LEPR a mis en
évidence la normalisation d"un déficit thyroidien modéré
al'age adulte et une grossesse spontanée normale (11).

Tableau I - Formes rares d'ohésite monogénique humaine.

Type de mutation Obesite

Leptine

Phénotype associé

Sévére, dés les premiers Insuffisances gonadotrope

Homozygote . . .
(LEP) 18 mois de vie et thyréotrope
Récepteur de la leptine Seévere, des les premiers Insuffisances gonadotrope,

Homozygote . " .
(LEPR) ’ mois de vie thyréotrope et somatrotrope

L . L. . . Insuffisance surrénalienne
Proopiomélanocortine Homozygote Sévére, dés les premiers i P
L . . . Hypothyroidie modérée

(POMC) ou hétérozygote composite | mois de vie ; :

Cheveux roux (+/-)

Proprotein convertase

subtilisin/kexin type 1 Homozygote

ou hétérozygote composite

Insuffisance surrénalienne,
gonadotrope, somatotrope
et thyréotrope

Malaises hypoglycémiques

Sévere, apparaissant

dans I'enfance

(PCSK1) i
postprandiaux
Diabéte insipide central
Inconstamment, troubles
Single-minded 1 Délétions Sévere, apparaissant Neure-comportementaux
(SIM1) dans I'enfance (labilité émotonelle

ou syndrome autistique )

Neurotrophic tyrosine

. Mutation de nove
kinase receptor type 2

Retard de développement

Sévere, dés les premiers
’ P Troubles du comportement

(NTRE2) hétérozygote mois de vie Réponse atténuée a la douleur
Dedicator of cytokinesis 5 VNTR Obésiié sévere de 'enfant
(DOCK5) etde I'adulte )
VINTR : variable number fandem repeats.
_75.
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NUTRITION Obésités génétiques rares

Un déficit en POMC entraine une insuffisance surréna-
lienne aigué 4 la naissance, liée au déficit en ACTH (hor-
mone issue du clivage de POMC par une proconvertase).
Ces enfants présentent également une hypothyroidie
modeérée centrale et parfois des anomalies des axes soma-
totrope et gonadotrope (7). Ils ont inconstamment des
cheveux roux du fait de I'absence d’aMSH (c-melanocyte
stimulating hormone), qui est normalement active sur les
récepteurs aux meélanocortines périphériques de type 1
(MCIR) impliqués dans la pigmentation (12). Les modi-
fications observées dans la couleur des cheveux, la
fonction surrénalienne et le poids sont en rapport, respec-
tivement, avec le manque de ligands (dérives de POMC)
des récepteurs aux mélanocortines MCIR, MC2R et
MC4R.

De rares mutations de PCSKI (proprotein convertase
subtalisin/kexin type 1), entrainant un déficit en PCI (pro-
convertase 1), enzyme impliquée notamment dans la
maturation de l'insuline, sont responsables dune obésité
sévére associce a des malaises hypoglycémiques post-
prandiaux, des troubles de la fertilité par hypogonadisme
hypogonadotrope, d'hypothyroidie centrale et d'insuffi-
sance surrénalienne (8). Une diarrhée sévére et rebelle
par déficit en GLP-1 mature ( glucagon-like peptide-1) a éga-
lement été décrite en cas de déficit en PC1 (13), ainsi
qu'un syndrome polyuro-polydypsique persistant secon-
daire a un diabéte insipide central (14).

D’autres obésités rares, par mutations de différents
genes impliqués dans le développement de I'hypothala-
mus et du systénie nerveux central, ont €té décrites chez
I'homme, permettant d'identifier de nouvelles pistes phy-
siopathologiques. Des délétions du géne SIMI ( single-min-
ded homolog I') ont été identifiées chez des sujets présentant
une ohésité précoce et sévere, associée a une hyperphagie,
une impulsivité alimentaire et, mconstamment, a des traits
phénotypiques proches de ceux observés dans le syn-
drome de Prader-Willi (hypotonie néonatale, dysmorphie,
retard de développement, retard statural, hypopituita-
risme) (15, 16). Le gene SIMI code pour un facteur de
transcription impliqué, chez la souris, dans le développe-
ment des noyaux paraventriculaires de 'hypothalamus,
eux-amémes intervenant dans la régulation de la voie des
mélanocortines et dans le contréle de la balance énergé-
tique (17). Un séquengage de la région codante de SIMI
a également mis en évidence des variants rares hétéro-
zygotes de SIMI chez des sujets présentant une obésité
sévere associée a une hyperphagie et, inconstamment, a
des anomalies neurocomportementales (troubles de la
concentration, déficit mnésique, labilité émotonnelle ou
syndrome autistique) (18).

De méme, une mutation hétérozygote de novo du géne
NTRK2 (neurotrophic tyrosine hinase receptor type 2) a eté mise
en évidence chez un jeune garcon atteint d’obésite sévere
a début précoce et d’hyperphagie, associées a un retard
mental et a des anomalies des fonctions neurologiques
(troubles précoces de la mémoire, des apprentissages et

de la nociception) (19). Ce géne code pour le BDNF
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Fig. 2- Courhes des valeurs d'IMC de deux sujets porteurs de muta-
tions homozygotes du gene LEPR (« LepR1 - et « LepR2 ), d'un sujet
porteur d'une mutation homuzygule de MC4R (- null MC4R ), de 6
sujets porteurs de mutations héterozygotes de MC4R (+ heterozygous
MC4R +) et de 41 sujets obeses non mutés (« obese controls «). Les
courbes de réference sont les courbes francaises standard de percen-
tiles de I'Institut National de la Santé et de la Recherche Medicale.
D’apres (25).

(brain-derived neurotropic factor). dont le récepteur TRKB
( tropomyesin-related kinese receptor B) est exprimé dans le sys-
teme nerveux central et estimpliqué dans la régulation de
la prise alimentaire en agissant en aval de MC4R (20).
D’autres mutations de NTRKZ ont ét€ retrouvees chez des
patients présentant une obésité précoce et un retard de
développement, mais leurs conséquences fonctionnelles
et leurs implications dans I'obésité restent a démontrer.

Enfin, la contribution des CNV ( copy number variants)
dans la susceptibilité aux pathologies complexes telles que
P'ohésité severe, a éte le sujet de nombreux débats ces der-
niéres années. Les VNTR (vartable number tandem repeats)
constituent une classe relativement sous-explorée des
variants génomiques intervenant dans les pathologies com-
plexes. Des études ont montré que de rares CNV pouvaient
étre responsables de formes séveres d’obésité, notamment
chez 31 sujets porteurs de délétions hétérozygotes d’au
moins 593 kb (kilobases) du locus 16p11.2. Ces sujets pré-
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sentaient des malformations congénitales et/ou un retard
de développement, en association a I'obésité. Ce phéno-
type pourrait résulter de I'insuffisance haploide de mult-
ples génes ayant un impact sur le développement central
de I'obésite (21). L'étude de la région complexe du chro-
mosome 8p21.2 comprenant le géne DOCKS (dedicator of
cytokinesis 5) a également mis en évidence une association
significative des VNTR de DOCKS avec 'obésité sévere de
I'enfant et de I'adulte (22). Des investigations complémen-
taires sur le role des VNTR dans |'obésité devront étre réa-
lisées pour étudier leur éventuelle contribution dans cette
pathologie et leur lien potentiel avec le systéme leptine-
melanocortines.

I11. - OBESITES PAR MUTATION
DES GENES MC4R ET MC3R

Les obésités liées aux mutations des génes MC4R ( melano-
cortin 4 receptor) et MC3R ( melanocortin 3 receptor) sont dites
non syndromiques et se situent entre les formes exception-
nelles d’obésité monogénique et les formes polygéniques
d’obésité commune. Le diagnostic peut étre réalisé par le
séquencage du géne dans différents centres francais et en
Europe.

MC4R, récepteur 4 7 domaines transmembranaires cou-
plé aux protéines G, est un acteur important de la voie des
mélanocortines impliquée dans le controle de la prise
alimentaire. Il est exprimé principalement dans I'hypotha-
lamus. L'importance de MC4R dans le controle de
I'homéostasie pondérale a été démontrée chez 'animal.
Des souris MC4R-, présentant une invalidation génique
de MC4R, développent une obésité sévére associée a une
hyperphagie, une hyperinsulinémie et une accélération
de la croissance staturale. Les souris hétérozygotes pour
une telle invalidation sont aussi affectées et présentent une
obésité intermédiaire. L'utilisation d’agonistes pharmaco-
logiques de MCAR chez le rongeur réduit la prise alimen-
taire et les antagonistes de ce récepteur 'angmentent (23).

Depuis 1998, I'évaluation génétique a révelé que 'obeé-
sité liée aux mutations de MCHR est la forme d’obésité
geénétique la plus fréquente chez 'homme identifiée 4 ce
jour. Elle représente 24 3 % des obésités de I'enfant et de
I'adulte, avec plus de 166 mutations différentes décrites
dans diverses populations (Européens, Américains, Asia-
tiques) (24). Elle se caractérise par une transmission le
plus souvent autosomigue dominante, par une pénétrance
incompléte et par 'absence d'anomalies phénotypiques
associées. La séverité du phénotype (obésité modérée a
sévere) estvariable, soulignant le réle de I'environnement
et d'autres facteurs génétiques ayant un effet modulateur
(25). Les sujets porteurs de mutations de MC#R sont gé-
néralement hétérozygotes, mais parfois les mutations sont
identifiées chez de rares sujets homozygotes ou hétéro-
zygotes composites, chez qui le phénotype est alors plus
sévere (26, 27). Le phénotype des sujets porteurs de mu-
tations de MC4Rest difficile a déterminer de facon précise,
en dehors de la survenue d'une obésité a début précoce.

Obésités génétiques rares [l

Quelques études ont suggéré existence d'une augmen-
tation de la densité minérale osseuse et de la croissance
staturale en cas de mutation du gene MC4R (26). L'éléva-
tion de la densité minérale osseuse pourrait étre en rapport
avec le role proposé de MC4R dans le remodelage osseux.
Les enfants porteurs de mutations de MC4R ont une
hyperphagie marquée qui diminue avec I'ige. Cependant,
I'association entre des troubles du comportement alimen-
taire de type « binge eating » et les mutations de MC4R
(28) n'a pas été confirmée (25, 20),

MC3R a lui aussi €té impliqué dans l'obésité. Son
invalidation chez la souris entraine un tableau d’obésité
avec augmentation de la masse grasse et diminution de la
masse maigre malgré une hypophagie relative (30). Chez
I'homme, le role des mutations de MC3R reste actuelle-
ment discuté. Quelques mutations avec changement
d’acides aminés dans le récepteur ont été décrites dans un
groupe de sujets obéses (31), mais leur fréquence n'’est pas
significativement différente de celle retrouvée dans les
populations témeins (32). Aucun phénotype spécifique de
la présence de telles mutations n’a été mis en évidence.

IV. - OBESITES SYNDROMIQUES

L'obésité syndromique est définie par I'association
d'une obésité et d’autres signes cliniques (syndrome).
L'obésité est un phénotype clinique associé i de nombreux
syndromes génétiques rares. [l v a plus d’'une trentaine de
syndromes d’origine génétique dans lesquels les patients
présentent une obésité de développement précoce associée
aun retard mental, une dysmorphie, des anomalies du dé-
veloppement ou neurosensorielles, ou encore des atteintes
endocriniennes (33). Une base de données nommeée OMIM
http: / /www.ncbinlm.nih.gov/entrez/ query.fegi?db=0MIM),
ainsi que la base des maladies rares ORPHANET (hup://
www.orpha.net/consor/ cgibin/index.php?Ing=FR), les ré-
pertorient et permettent d'accéder a la description
clinique de ces maladies. Nous donnons ici quelques
exemples de ces syndromes (Tableau II).

A) Association d'une obésité et d’un retard mental
Le syndrome de Prader-Willi (SPW)
Le SPW, dont la fréquence se situe entre 1,/15 000 a

1/25 000 naissances, est I'un des syndromes reliés a 1'obé-
sité les plus connus. 1 est caractérisé par une hypotonie
néonatale, une obésité avec des troubles du comporte-
ment alimentaire (hyperphagie, impulsivité alimentaire
sévere), des anomalies endocriniennes (déficit en hormone
de croissance, hypogonadisme), un retard mental, des
difficultés d’apprentissage ou des troubles du comporte-
ment et des traits dysmorphiques (visage allongé, veux
en amande, nez fin, lévre supérieure fine, bouche en V

inverse) (33).

Ce syndrome est di a I'absence fonctionnelle ou
physique du segment chromosomique 15q11-q13 d’ori-
gine paternelle. Trois mécanismes génétiques sont décrits:
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Tableau I1- Signes cliniques et anomalies genétiques impliquées dans les principaux syndromes genétiques rares avec obesite.

Signes associés a l'obésité

Hypotonie néonatale, retard mental,

Région 15q11-q13 d’origine
paternelle (microdéléton, disomie

Prader-Willi hyperphagie, dysmo.[phle faciale, retard maternelle, défaut d’empreinte ou

statural, hypogonadisme S
! translocation réciproque)

BardetBiedl Retard men tal, dys:roph:w ré c[nie1‘1ne, ) Génes BBS1BBS15*
polydactylie, hypogonadisme, atteinte rénale

Cohen Dystrophie rétinienne, dysmorphie, Autosomique récessif
microcéphalie, retard mental, neutropénie Gene COHI (chr 8q22-q23)
Dystrophie rétinienne, surdité de perception, L

. o A S Antosomique récessif
Alstrém cardiomyopathie dilatée, atteinte rénale,

atteinte pulmonaire, atteinte hépatique

Géne ALMSI (chr 2p13-pl4)

X fragile

Déficit intellectuel modéré a sévere,
hyperactivité, dysmorphie faciale,

Dominant lié a I'X

macro-orchidie postpubertaire Géne FMRI (Xq27.3)
. Lel Retard mental sévére, hypotonie, microcéphalie,| Reécessif lie a I'X
Borjesono o dysmorphie faciale, hypogonadisme, épilepsie | Géne PHF6 (Xq26-q27)
Ostéodystrophie d'Albright Dysmorp!ne fac.mle, brachymétacarpie et . Autosomique dominant
2 brachymétatarsie, retard psychomoteur variable, . ..

(pseudc-hypoparathyroidie ’ . . ! .. "| Mutations de la sous-unité

tableau de résistance hormonale (hypocalcémie, A . .
de type 1a) ’ g-activatrice associée i la protéine G

hypothyroidie, retard pubertaire

*BBS1 (11q13) : BBS2 (16g21) ; BBS3 (3pl12-pl3) ; BBS4 (15q22.3q23) ; BBS5 (2q31) ; BBS6 (MEKS, 20p12) ; BBST (4q27) ; BBSS (TTCS, 14q32.11) ;
BBES9 (FTHBL, Tpl4) ; BBS10 (12q) ; BBS 11 (TRIMS2, 9¢33.1) ; BBS12 (4q27) ; BBS13 (MKS1, 17q23) ; BBS14 (CEP200, 12q21.3) ; BBS15 (2p15).

microdélétion de novo (70 % des cas), disomie uniparen-
tale maternelle (29 %), défaut d'empreinte ou trés rares
translocations réciproques (1 %) (34). Au moins 5 genes,
localisés dans cette région chromosomique et exprimés
dans I'hypothalamus, ont été identifiés et codent pour
différentes protéines dont les fonctions ne sont pas com-
pléetement décrites : MRKNS (makorin 3), MAGEL2 (MAGE-
ltke 2), NDN (necdin ), NPAPI (nuclear pore associated protein
1), SNURF-SNRPN (SNRFPN upstream reading frame - small
nuclear vibonucleoprotein polypeptide N) (35, 36). Il est probable
que plusieurs geénes soient affectés, ce qui expliquerait le
phénotype multiple des sujets atteints de SPW. Les génes
affectés codent, par exemple, pour de petites protéines
des ribosomes, des protéines en « doigt de zinc », impli-
quées dans la transcription des génes (ZNF127AS, PARG,
PARSN, IPW, et PAR1), et la necdine, protéine impliquée

dans la croissance axonale.

Des anomalies hormonales ont €té observées dans le
SPW, comme une synthése excessive de ghréline, qui aug-
mente ['appétit par activation des neurones hypothala-
miques a neuropeptide Y (37). Toutefois, les mécanismes
génétiques précis amenant a I'apparition d'une obésité
dans le SPW sont encore actuellement a définir. Schaaf
et al. ont mis en évidence des mutations tronquantes de
I'alléle paternel du géne MAGELZ, géne compris dans le

domaine SPW, chez 4 individus présentant des troubles

autistiques, un retard de développement ou une défi-
cience intellectuelle et des signes cliniques de SPW de
degré variable (hypotonie néonatale, obésité sévere a
début précoce, hypogonadisme, défaut d’articulation du
langage). MAGEL2 pourrait donc étre un nouvean géne
causant des désordres complexes d’autisme, etla perte de
fonction de MAGEL2 pourrait contribuer a différents
aspects du phénotype du SPW (36).
L'ostéodystrophie héréditaire d’Albright

Egalemenl connu sous le nom de pseudohypopara-
thyroidie de type 1A, ce syndrome est un exemple de
maladie autosomique dominante transmise par la mére.
Elle est caractérisée par une obésité précoce, une petite
taille, une brachymétacarpie et une brachymeétatarsie, des
malformations du crine et de la face (faciés lunaire,
hypertélorisme) et un retard psychomoteur variable (33).
Ce syndrome associe une résistance a diverses hormones,
dont une résistance i 'action de la parathormone, une
hypothyroidie et un retard pubertaire. Une mutation
située dans le géne GNASI a été identifiée. Ce géne code
pour la sousaumnité a-activatrice de la protéine Gs, une sous-
unité importante des récepteurs membranaires couplés
aux protéines G. Certaines de ces protéines sont suscept

bles d’étre impliquées dans les circuits hypothalamiques
qui contrélent le bilan énergétique.
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Le syndrome de Cohen

Dans ce syndrome, I'obésité débute dans 'enfance (vers
I'dge de 10 ans), est le plus souvent tronculaire, ets’associe
a un retard mental léger 3 modéré, une dystrophie réti-
nienne, un retard statural, une hypotonie néonatale et
infantile, un comportement sympathique, avenant, des
anomalies cranio-faciales caractéristiques (incisives cen-
trales de grande taille, philtrum court, bouche ouverte),
des anomalies des extrémités (pieds et mains fins, doigts
et orteils longs et fuselés, hyperlaxité articulaire), une
neutropénie inconstante et des anomalies endocriniennes
(hypogonadisme, retard statural) (33). Ce syndrome est
de transmission autosomique récessive, lié 4 une mutation
du géne COHI (8q22-q23) codant pour une protéine
transmembranaire ubiquitaire ayant un réle dans le trafic
intracellulaire.

Le syndrome de Borjeson-Forssman-Lehman

Ce syndrome associe une ohésité généralisée, un retard
mental sévére, une hypotonie, une épilepsie, une micro-
céphalie avec dysmorphie faciale, des grandes oreilles, une
petite taille, une cyphose et un cubitus valgus, un hypo-
gonadisme et un retard pubertaire. Chez les hommes,
il existe des anomalies des organes génitaux externes
(micropénis, atrophie testiculaire) et une gynécomastie.
Le mode de transmission est récessif lié au chromosome
X, etle géne a été localisé en Xq?ﬁq??. Des mutations du
gene PHF6 ont été retrouvées dans différentes familles
(33). Ce géne en doigt de zinc a une fonction inconnue
mais pourrait avoir un role dans la transcription génique.

Le syndrome MEHMO

Il s’agit d'une maladie liée a I'X caractérisée par un
retard mental, une épilepsie, une microcéphalie, une obeé-
sité et un hypogonadisme (MEHMO : Mental retardation,
Epileptic serzures, Hypogenitalism, Microcephaly and Obesity). Le
locus a été identifie en Xp21.1-p22.1 (33).

Le syndrome de I'X fragile

Ce syndrome affecte des garcons et se caractérise par une
obésité sévere avec hyperphagie associée a un retard men-
tal modéré a sévére, des troubles du comportement avec
hyperactivité, une dysmorphie (visage étroit etallongé, des
oreilles et un front proéminents), un hypogonadisme ou
un retard pubertaire, et un macro-orchidisme aprés la
puberté. Lié a I'X, il est causé par une expansion de la
répétition du trinucléotide CGG (> 200) dans la région
promotrice du géne FMRI (fragile X mental retardation 1).
La méthylation variable de cette région promotrice
conduit au déficit ou a I'absence de la protéine FMR1,
protéine de liaison de PARN qui contréle la synthése
protéique et d'autres voies de la signalisation dendritique

(38).

Le syndrome de Smith Magenis

L'obésité est icl associée a un retard statural, un
syndrome dysmorphique (brachycéphalie, faciés large
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et plat, front bombe, fentes palpébrales inclinées vers le
haut, bouche en chapeau de gendarme, lévres épaisses,
philtrum court, oreilles mal ourlées), des anomalies du
comportement et du sommeil (inversion du rythme) et
des anomalies ophtalmologiques (strabisme, myopie). Ce
syndrome est lié 4 une microdélétion dans la région
17p11.2, qui peut étre détectée par des techniques de
cytogénétique (FISH, fluorescent in situ hybridization). Cette
région contient plusieurs génes dont les fonctions sont
inconnues.

La disomie uniparentale du chromosome 14

Ce syndrome associe une obésité moins sévére que dans
le SPW, un retard psychomoteur modéré et une puberté
précoce. L'histoire néonatale est caractérisée par un retard
de croissance intra-utérin et une hypotonie avec difficultés
alimentaires néonatales (33). Le géne DLKT ( delta drosophila
homolog-like 1), impliqué dans la différentiation adipo-
cytaire, serait 4 I'origine de cette pathologie.

D'autres syndromes dont 'origine génétique est incon-
nue sont également décrits, comme le syndrome de
Biemond, qui comporte une obésité généralisée, un retard
mental, un colobome irien, des anomalies des extrémités
(mains courtes, brachy et polydactylie, nystagmus et
strabisme). Sur le plan sexuel, il existe chez 'homme des
anomalies des organes génitaux externes (micropénis, hypo-
spadias, épispadias, verge coudée, atrophie testiculaire et
cryptorchidie).

B) Association d’une obésité et d’anomalies
ophtalmologiques

Le syndrome de Bardet-Biedl (Bardet-Biedl syrdrome, BBS)

Le BBS se caractérise par, outre 'obésité sévére a début
précoce, une dystrophie rétinienne, une polydactylie, des
anomalies rénales, un hypogonadisme et des difficultés
d'apprentissage. Son mode de transmission est un objet
de controverse. 51l est le plus souvent un syndrome de
transmission autosomique récessive, il a été montré que
les manifestations cliniques de certaines formes de BBS
étaient liées a des mutations récessives sur un des loci
impliqués dans le BBS en association avec une ou plusieurs
mutations localisées sur d’autres loci (transmission tri- ou
tétra-allélique ), mais ce mode de transmission ne serait
présent que dans quelques familles (39, 40).

Au moins 15 génes différents sont impliqués dans le
BBS, tous liés au fonctionnement des cils primaires (41).
Le concept de ciliopathie (maladie des cils primaires) a
donc été introduit. Les cellules ciliées sont impliquées
dans le développement des mammiféres, contribuant
notamment a la symétrie droite/gauche, et permettent de
transmettre des messages de signalisation de |'extérieur
vers I'intérieur de la cellule. On comprend que des
dysfonctionnements de ces processus mettant en jeu les
cellules ciliées puissent contribuera des altérations des épr
théliums pigmentaires essentiels a la vision et aux anoma-
lies de certains organes comme le rein.

-29.
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Les mécanismes précis menant a I'obésité dans le BBS
sont, cependant, encore mal compris. I a été montré
qu’un cil primaire est présent dans le préadipocyte, que
les protéines BBS10 et BBS12 y sont présentes et que I'inhi-
bition de leur expression induit des modifications de
l'adipogenése, suggérant un role important du tissu adi-
peux dans le développement de I'obésité dans ce syn-
drome (42). Les protéines BBS semblent aussi impliquées
dans le signal du récepteur de la leptine dans I'hypothala-
mus, et une altération de ce signal pourrait étre a I'origine
du déséquilibre de la balance énergétique dans le BBS
(43).

Le syndrome d’Alstrom

Il s’agit d'une maladie rare autosomique récessive qui
est caractérisée par une obésité précoce, une dystrophie
rétinienne, une surdité de perception, un diabéte de type
2, une insuffisance rénale et cardiaque (cardiomyopathie
dilatée). D’autres manifestations cliniques sont parfois
observées, incluant un acanthosis nigricans, une alopécie,
une petite taille, une cyphoscoliose ouune cataracte {33).
Sur le plan hormonal, il existe parfois une hypothyroidie,
un hypogonadisme, un déficit en hormone de croissance,
un diabéte insipide ou un hyperinsulinisme. Le géne
ALMSI, localisé sur le chromosome 2pl3-pl4, code pour

une protéine d’expression ubiquitaire mais de fonction
inconnue. Du fait de sa localisation particuliére dans le
centrosome et le corps ciliaire, il a également été suggérée
que le syndrome d’Alstrom, comme le BBS, fasse partie
des ciliopathies (44).

V.- CONCLUSION

La recherche d'une origine génétique doit étre systé-
matique devant toute obésité chez un enfant ou un adulte
présentant ou ayant présenté une obésité précoce et
massive et/ou associée a un retard mental, un syndrome
dysmorphique ou polymalformatif, des anomalies neuro-
sensorielles (anomalies ophtalmologiques ou surdité)
et/ou des anomalies hypothalamo-hypophysaires.

L'interrogatoire et I'examen clinique doivent étre appro-
fondis a la recherche d'une dysmorphie, d’anomalies du
développement, d"un syndrome malformatif, d’anomalies
endocriniennes. Le diagnostic génétique doit étre confié
a des spécialistes : généticiens cliniciens ou membres du
Centre de référence Maladies Rares spécialisé dans les
maladies rares avec obésité (http:/ /www.chu-toulouse.fr/-
centre-dereference-dusyndrome-de,892-).

Conflit d’intérét : ancun.
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Summary (150 words)

Obesity, defined as an excess fat mass, results from individual genetic and biological
susceptibilities in response to the current weight-gain promoting environment. There is thus a
synergistic relationship between genes and environment. Depending on the genes involved,
different clinical situations are described: a) Monogenic obesity defined as rare and severe
early-onset obesity associated with endocrine disorders. They are mainly due to autosomic
recessive mutations in genes of the leptin-melanocortin axis. In some cases such as leptin
deficiency. specific treatments are efficient, b) Melanocortin 4 receptor-linked obesity
characterized by the variable severity of obesity and the absence of additional phenotypes.
They are involved in 2-3% of cases and eventually may benefit from new developed drugs
(MC4R agonists): ¢) Syndromic obesity where patients are clinically obese, and additionally
distinguished by mental retardation. dysmorphic features. and organ-specific developmental
abnormalities. No specific treatments are recommended except for hormonal substitution if

necessary (growth hormone or gonadotrope deficiency).

Key words: obesity, genetics, melanocortins, leptin, melanocortin 4 receptor,

proopiomelanocortin
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I. Introduction

1. Background, incidence, prevalence

According to the World Health Organization (http://www . who.int). there are an estimated 1.5
billion adults who are overweight (body mass index (BMI) > 25 kg/m?). and 500 millions of
these are considered clinically obese (BMI > 30 kg/m?®). The worldwide prevalence of
childhood overweight and obesity also increased from 4.2% in 1990 to 6.7% in 2010, but has
stabilized in recent years [1]. Obesity. defined by an excess fat mass having an impact on
health. is characterized by a wide phenotype heterogeneity. There are also individual
differences in progression of weight (ie. different trajectories) and risk of associated
comorbidities. It is now well accepted that the development of obesity stems from the
interaction of multiple environmental factors (such as overeating and/or reduction in physical
activity) with genetic factors. Numerous epidemiological and intervention studies carried out
in different cohorts (twins brought up together or separately, adopted children, nuclear
families. etc.) have recognized the role of individual genetic and biological susceptibilities in
response to the current weight-gain promoting environment [2]. The severity of obesity will
be thus determined by the impact of environment on the genetic background of each
individual.

While obesity was first thought to be a disease that obeys the rules of Mendelian inheritance,
new technologies paint a far more complicated picture of this complex disorder. Obesity due
to a single. naturally occurring dysfunctional gene (i.e. monogenic obesity) is both severe and
rare (from <1% to 2-3% depending of gene) when compared to the more commeon forms in
which numerous genes make minor contributions in determining phenotypic traits in large

populations (i.e. polygenic obesities) [3].

2. Clinical presentation
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Several clinical presentations are described in obesity depending on the involved genes:

a) Monogenic obesity described as rare and severe early-onset obesity associated with
endocrine disorders. There are mainly due to mutations in genes of the leptin-melanocortin
axis involved i food intake regulation (genes of leptin (LEP) and its receptor (LEPR).
proopiomelanocortin (POMC), proconvertase 1(PC1)...). New mutations were identified in
the last years.

b) Melanocortin 4 receptor (MC4R) linked obesity characterized by a variable severity of
obesity and the absence of very noticible phenotype. They are responsible for 2-3% of obesity

in adults and children.

¢) Syndromic obesity corresponding to obesity associated with others genetic syndromes. as
reviewed elsewhere [4]. Patients are clinically obese, and additionally distinguished by mental
retardation. dysmorphic features. and organ-specific developmental abnormalities.

d) Polygenic obesity. which is the more common clinical situation (=95% of cases). Here
each susceptibility gene. taken individually, would only have a slight effect on weight. The
cumulative contribution of these genes would become significant only in an “obesogenic
lifestyle’ (such as overfeeding. sedentariness. stress, and others.). This part will not be

developed in this chapter.

I1. Genetic pathophysiology

1. Monogenic obesity
At least 200 cases of human obesity have been associated with a single gene mutation. These
gene mutations all lie in an increased number of genes, but the monogenic forms of obesity
remain rare in the obese population [5]. Unlike syndromic obesity. the reason why excess
body fat mass develops in these subjects is quite well understood since the genetic anomalies

affect key factors related to the leptin and the melanocortin pathways well known to be
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pivotal in energy balance regulation (Figure 1). Most of the severe forms of childhood obesity

are due to single gene mutations; new ones are regularly discovered in different families.

The hypothalamic leptin/melanocortin pathway is activated following the systemic release of
the adipokine LEP and its subsequent interaction with its receptor LEPR located on the
surface of neurons of the arcuate nucleus. The downstream signals that regulate satiety and
energy homeostasis are then propagated via POMC. cocaine-and-amphetamine-related
transcript (CART). and the melanocortin system [6]. While POMC / CART neurons
synthesize the anorectic peptide o-melanocyte stimulating hormone (o-MSH), a separate
group of neurons express the orexigenic neuropeptide Y (NPY) and the agouti-related protein
(AGRP). which acts as a potent inhibitor of melanocortin 3 (MC3R) and MC4R receptors.
The nature of the POMC derived peptides depends on the type of endoproteolytic enzyme
present in the specific brain region. In the anterior pituitary the presence of the PC1 enzyme
produces ACTH and B- lipotropin peptides, while the combined presence of PC1 and PC2 in

the hypothalamus controls the production of a-. p-, v-MSH and p-endorphins.

Mutations in human genes coding for LEP [7. 8. 9]. LEPR [10], POMC [11] and PC1 [12, 13]
lead to severe obesity occurring soon after birth. with generally complete penetrance and
autosomal-recessive transmission (Table 1). Patients carrying mutations show a rapid and
dramatic increase in weight, as illustrated by the weight curve of LEPR deficient subjects
(Figure 2). Evaluating body composition in some LEPR mutation carriers show a large
amount of total body fat mass (=50%) but resting energy expenditure remains related to the
level of body corpulence. Feeding behavior is characterized by major hyperphagia and
ravenous hunger [14]. Surprisingly, a LEP deficient Austrian girl has been recently described
with more moderate obesity (BMI 31.5 kg/m?), despite an increased consumption of calories
in a test meal [15]. The phenotype was explained by extremely low daily calorie intake. Even

if one takes into account a substantial underreporting, this observation might suggest that
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despite leptin deficiency. it was possible to control energy intake and thus to prevent extreme
obesity. In that specific case the parents” role was described as determinant. They provided a
favorable environment by vigorously controlling the patient’s eating behavior from early
infancy onward [16]. A further explanation might be related to the different genetic
backgrounds of different subjects with LEP or LEPR deficiency. However, despite this
particular case. severe early-onset obesity with major hyperphagia is recognized as a main

clinical presentation of LEP or LEPR deficiency.

Associated to severe early-onset obesity with major hyperphagia. hypogonadotrophic
hypogonadism and thyrotropic insufficiency complete the patient phenotype. Insufficient
somatotrophic secretion, leading to moderate growth delay, is also described in some patients
with a LEPR mutation. In LEP deficient subjects. it was described a high rate of infection,
particularly recurrent respiratory tract infections, associated with a deficiency in T cell
number and function [17. 18, 19]. In individuals with leptin deficiency either due to LEP or
LEPR mutations, no pubertal development was observed while in others there is evidence of
spontaneous pubertal development suggesting a recovery of hormonal functions with time.
For example. the follow-up of the initially described LEPR deficient sisters revealed the
normalization of thyroid mild dysfunction at adult age and a normal spontaneous pregnancy
[20].

Measurement of circulating leptin may help for the diagnosis in some cases: it is undetectable
in LEP mutation carriers. However leptin levels can be correlated to fat mass or extremely
elevated in LEPR mutation carriers [8. 10, 18]. Thus, LEPR gene screening might be
considered in subjects with the association of severe obesity with endocrine dysfunctions such

as hypogonadism but with leptin related to corpulence level [18].

Obese children with a complete POMC deficiency have ACTH deficiency. which can lead to

acute adrenal insufficiency from birth. These children display a mild central hypothyroidism
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that necessitates hormonal replacement [11] and sometimes alterations in the somatotropic
and gonadotropic axes [21]. The reason of these endocrine anomalies is unknown even if the
role of melanocortin peptides in influencing the hypothalamic pituitary axis has been
proposed. Children have inconstantly ginger hair due to the absence of oMSH. which
activates the peripheral melanocortin receptor type 1 (MCIR) (involved in pigmentation).
Several observations, suggest that the skin and hair phenotype might vary according to the
ethnic origin of POMC mutation carriers [21, 22, 23]. The modifications in color hair, adrenal
function and body weight are consistent with the lack of POMC-derived ligands for the

melanocortin receptors MC1R., MC2R and MC4R respectively.

Patients carriers of a rare mutation in the proprotein convertase subtilisin/kexin type 1
(PCSK1) gene leading to proconvertase 1 (PC1) deficiency, have, in addition to severe
obesity, postprandial hypoglycemic malaises, fertility disorders due to hypogonadotrophic
hypogonadism. central hypothyroidism and adrenal insufficiency secondary to lack of POMC
maturation. The delayed postprandial malaises are explained by the accumulation of
proinsulin through lack of PC1. which is involved in the synthesis of mature insulin from
proinsulin. The absence of POMC maturation due to PCSK] mutation causes a dysfunction in
the melanocortin pathway that explains the obese phenotype [12]. In patients suffering from a
congenital PC1 deficiency. severe and rebel diarrhea due to defect in intestinal absorption is
described, secondary to lack in mature GLP-1 (glucagon-like peptide-1) [13]. The processing
of prohormones. progastrin and proglucagon. is altered. explaining. at least in part. the
intestinal phenotype and also suggesting a role for PC1 in absorptive functions in the
intestine. Recently. in a proband who was compound heterozygous for a maternally inherited
frameshift mutation and a paternally inherited 474kb (kilobase) deletion that encompasses
PCSK] and in 13 children with total PC1 deficiency. persistent polydipsia and polyuria were

noted. as the disease progressed. due to the development of central diabetes insipidus
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improved by oral desmopressin. These observations suggest that PCSK1 may be involved in
the full functioning or central sensing of osmolality in humans [24, 25]. Growth hormone

deficiency was also noted in the 13 children with complete PC1 deficiency [25].

These studies have played an important part in confirming the critical role of the leptin and
melanocortin pathways in controlling food intake and energy expenditure as well as their
strong implication in controling endocrine pathways. Furthermore, these studies encouraged
the pursuit of screens for genes encoding proteins acting both upstream and downstream of
the G-protein coupled receptor MC4R factors (Table 1 and Figure 1). Several additional
genes, implicated in the development of the hypothalamus and the central nervous system.
have been found to cause monogenic obesity in humans. A deletion of the SIMI (single-
minded homolog 1) gene, located on the 6q chromosome, secondary to a de nove translocation
between 1p22.1 and 6ql6.2 chromosomes, was identified in a girl with early-onset obesity
(since first months of life) associated to hyperphagia and food impulsivity [26]. She had a rate
of early weight gain comparable to the weight curve of LEP and LEPR-deficient children.
Tzumi et al. identify an interstitial 6q deletion including the SIMJ gene in a subject with
Prader-Willi-like features (neonatal hypotonia. dysmorphy. developmental delay. early-onset
obesity, short stature, hypopituitarism) [27]. SIM! encodes a transcriptional factor implicated
in the development of the hypothalamic paraventricular nucleus. It plays a role in the
melacortin signaling pathway and appears to regulate feeding rather than energy expenditure
[28. 29]. The sequencing of the coding region of SIMI, in 2100 unrelated patients with severe,
early-onset obesity and in 1680 unrelated population-based controls, identified 13 different
heterozygous variants in 28 severely obese patients. Variants carriers exhibited severe obesity.
increased ad libitum food intake at a test meal, normal basal metabolic rate and inconstantly
neurobehavorial phenotype (impaired concentration. memory deficit, emotional lability or

autistic spectrum behavior). Nine of the 13 variants significantly reduced the ability of SIM{

199



to activate a SIM/-responsive reporter gene. These mutations cosegregated with obesity in
extended family studies with variable penetrance. Rare variants in SIM/ should be considered
in patients with hyperphagic early onset obesity associated or not to Prader-Willi-like
syndrome features (including severe obesity, that start between 1 and 2 vears of age) and/or in
patients with associated neurobehavioral abnormalities (including emotional lability or

autism-like behavior) [30. 31. 32].

A decreased expression of the brain-derived neurotropic factor (BDNF) was found to regulate
eating behavior [33]. BDNF. encoded by NTRK? gene (neurotrophic tvrosine kinase receptor
fvpe 2) and its associated tyrosine kinase receptor (TRKB) are both expressed in the
ventromedial hypothalamus. They have been attributed a role downstream of MC4R signaling
implicated in feeding regulation [34]. A de novo heterozygous mutation in NTRK? gene was
described in an 8-year-old boy with severe early omnset obesity. mental retardation.
developmental delay and anomalies of higher neurological functions like the impairment of
early memory, learning and nociception [35]. Other mutations in NTRK? were found in
patients with early-onset obesity and developmental delay. but their functional consequences
and their implication in obesity are yet to demonstrate. In vifro studies of some but not all
mutations have suggested that these mutations could impair hypothalamic-signaling processes

[36].

Finally the contribution of copy number variants (CN'Vs) to complex disease susceptibility.
such as severe obesity. has been the subject of debates in recent years. Variable number
tandem repeats (VINTRs) constitute a relatively under-examined class of genomic variants in
the context of complex disease. Rare CNVs have been shown to be responsible for severe
highly penetrant forms of obesity, initially observed in 31 subjects who were heterozygous for
deletions of at least 593 kb at 16p11.2 locus. In addition to obesity, these carriers presented

with congenital malformations and/or developmental delay. The phenotype may result from
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the haploinsufficiency of multiple genes that impact on pathways central to the development
of obesity [37]. An investigation of a complex region on chromosome 8p21.2 encompassing
the DOCKS (dedicator of cvtokinesis 5) gene has shown a significant association of the
DOCKS5 VNTRs with childhood and adult severe obesity [38]. More systematic investigation
of the role of VNTRs in obesity had to be performed to study their relatively unexplored

contribution to this disease and their potential link with the leptin/melanocortin pathway.

2. Melanocortin 4 and 3 receptor-linked obesities

The obesities linked to MC4R and MC3R mutations can be placed between the rare forms of
monogenic obesity with complete penetrance and the polygenic forms of common obesity.

Considering the pivotal role of the melanocortin pathway in the control of food intake. the
MC4R gene is a major candidate gene in human obesity (figure 1). Since 1998, its genetic
evaluation revealed that MC4R-linked obesity is the most prevalent form of genetic obesity
identified to date. It represents approximately 2 to 3% of childhood and adult obesity with
currently 166 different mutations described in different populations (European, North
American and Asian) [39. 40]. They include frameshift. inframe deletion nonsense and
missense mutations located throughout the MC4R gene (Figure 3). The frequency of
heterozygous for these mutations in (extremely) obese individuals cumulates to approximately
2-5% [40]. In addition. the frequency of such heterozygous carriers in non-obese controls or

in the general population is about 10 fold lower than in the cohorts of obese patients [41. 42].

In contrast with rare monogenic obesities, even a meticulous clinical analysis does not easily
detect obesity stemming from MC4R mutations because of the lack of additional obvious
phenotypes. In families with MC4R-linked obesity, obesity tends to have an autosomal
dominant mode of transmission. but the penetrance of the disease can be incomplete and the

clinical expression variable (moderate to severe obesity) underlying the role of the
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environment and other potentially modulating genetic factors [41. 42]. Homozygous or
compound heterozygous carriers of MC4R mutations are very rare. Four carriers of
homozygous null mutations in the MC4R gene have been detected [43. 44, 45] and as
expected from a dominant condition. obesity is developed earlier in life and is more severe
than for heterozygous carriers. but it does not display any additional unrelated phenotypes. In
heterozygous MC4R mutations carriers. the onset and severity of obesity vary and are related
to the severity of the functional alteration caused by the mutation.

Many authors agree on that MC4R mutations facilitate early onset obesity. MC4R mutations
carriers display increased linear growth, in particular in the first five years of life [43] but
appear to be taller as adults only in rare cases [41. 46. 47]. This trend is often observed in
overweight and obese children. Assessment of body composition in these patients
demonstrates increase in both fat and lean mass [48]. One study performed in English children
with MC4R mutations, has suggested that bone mineral density and size increase [43]. This
potential increase of bone density may be explained. at least in part, by a decrease in bone
resorption. as illustrated by decreases in bone resorption markers in the serum of patients with
MC4R homozygous and heterozygous mutations [49. 50]. Obese children carrying MC4R
mutations have a marked hyperphagia that decreases with age. when compared to their
siblings [48]. while in both children and adults. no evidence has been found for a decreased
metabolic rate in these patients. Meanwhile. the association between “binge eating” disorder
and MC4R gene sequence changes [51] has not been confirmed [41, 52]. Adult MC4R
mutation carriers do not have an increased prevalence of diabetes or other obesity
complications [41]. In UK children, fasting insulinemia was found to be significantly elevated
in MC4R mutation carriers, particularly before the age of 10 years when compared to age. sex
and BMI matched control [43]. This hyperinsulinemia has not consistently been observed in

children [44, 45] and in adults [41. 53]. Finally. with respect to endocrine function.
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hypothalamo-pituitary axis and reproductive axis [43, 44, 45, 46] as well as thyroid function
are normal in MC4R mutation carriers.

The role of MC4R mutations in cases of human obesity relies on two main arguments based
on the frequency of MC4R mutations in different populations and their in vifro functional
consequences. Firstly, MC4R mutations are more abundant in obese populations. Functional
mutations have also been reported in non-obese subjects but to a significantly lesser frequency
(<1%) [42]. Secondly. investigating the molecular mechanisms by which loss of function
mutations in MC4R cause obesity have suggested a panel of functional anomalies: abnormal
MC4R membrane expression, defect to the agonist response, and a disruption in the
intracellular transport of this protein. Normally. after ligand binding. MC4R activation
stimulates Gs protein, leading to a subsequent increase in cAMP levels; however, the
production of intracellular cAMP in response to oMSH peptides demonstrated a broad
heterogeneity in the activation of the different MC4R mutants in response to aMSH, ranging
from normal or partial activation to a total absence in activation [39, 46]. The intracellular
transport defect of the mutated receptor. by intracytoplasmic retention. has been described for
the majority of MC4R mutations found in childhood obesity [54], but also in adults [41, 42].
This mechamism explains the impaired response to agonists. In addition. MC4R has a
constitutive activity. meaning a basal activity not necessitating the presence of a ligand. for
which agouti related peptide (AGRP) acts as an inverse agonist [55]. In the absence of the
ligand, MC4R has an inhibitory action on food intake. The systematic study of basal activity
of some mutations has shown that an alteration in this activity may be the only functional
anomaly found. in particular for mutations located in the N-terminal extra-cytoplasmic part of
the receptor [56]. A tonic satiety signal, provided by the constitutive activity of MC4R could
be required in the long-term regulation of energy balance. It is accepted that MC4R mutations

cause obesity by a haploinsufficiency mechanism rather than a dominant negative activity.
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While the roles of homo and hetero-dimerization in G protein synthesis and maturation are

emphasized. some dominant negative effects of MC4R mutations might not be excluded.

The MC3R has also been involved in obesity. MC3R deficient (MC3R™) mice have increased
fat mass. reduced lean mass and higher feed efficiency than wild-type littermates. despite
being hypophagic and maintaining normal metabolic rates [57]. In humans, strong evidence of
a causative role for MC3R mutations is still lacking. Some mutations, leading to amino-acid
changes in the receptor, have been described in a group of 290 obese subjects [38] but the
total prevalence of rare MC3R variants was not significantly different between cohorts of
severely obese subjects and lean controls [59]. No specific phenotype of MC3R mutations has

been identified.

3. Obesity syndromes

There are between 20-30 Mendelian disorders in which patients are clinically obese with
additional phenotype as mental retardation, dysmorphic features, and organ-specific
developmental abnormalities. These syndromes arise from discrete genetic defects or
chromosomal abnormalities and are both autosomal and X-linked disorders. The most
common and well-known disorders are Prader-Willi and Bardet-Biedl syndromes. but many
others have been reported (table 2) [4]. The Online Mendelian Inheritance in Man database

provides access to their clinical descriptions (OMIM: http://www.ncbi.nlm.nih. gov/omim/).

The Prader-Willi syndrome (PWS) (1 in 20000-25000 births) is characterized by obesity,
hyperphagia. neonatal hypotonia, mental retardation. and hypogonadism. It is due to physical
or functional absence of the paternal chromosomal segment 15qll-ql3. Three genetic
mechanisms are described: de novo microdeletion (70% of cases). uniparental maternal
disomy (29%). imprinting defect or very rare reciprocal translocation (1%) [60]. At least 5

genes, located in the PWS chromosomal region and expressed in the hypothalamus, have been
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identified. They encode for different proteins which functions are incompletely understood:
MRKN3 (makorin 3). MAGEL2 (MAGE-like 2), NDN (necdin). NPAPI (nuclear pore
associated protein 1), SNURF-SNRPN (SNRPN upstream reading frame — small nuclear
ribonucleoprotein polvpeptide N) [61, 62]. The SNURF-SNRPN region encodes for several
proteins implicated in the imprinting center or in alternative splicing. These genes are
expressed in the hypothalamus and may be involved in common obesity. The necdin gene is
implicated in axonal outgrowth. The MAGEL? gene encodes an ubiquitin ligase enhancer.
which is required for endosomal protein recycling. Several other genes are probably affected
and could explain the variability of PWS phenotype. But the exact genetic mechanisms
leading to obesity are still to be defined [63]. The genetic basis of hyperphagia remains also
undefined in part due to the fact that none of the currently available PWS mouse models have
an obese phenotype [64]. One genetic candidate that may mediate the obese phenotype and
disrupt the control of food intake is the gastric hormone ghrelin [65]. via its regulation of
hunger and stimulating growth factor hormone (GH) secretion [17]. Patients suffering from
PWS have high ghrelin levels [65]. Ghrelin’s implication in PWS is additionally reinforced by
the positive findings that GH supplementation is capable of reversing several dysfunctional
processes associated with PWS [66, 67]: however. in the absence of a suitable experimental
model. identifying the genetic components of this syndrome is challenging. Even if the
specific genes responsible for PWS phenotype are not still identified, understanding the
molecular mechanism has improved the management of those children and their families.
Schaaf et al. report four individuals with truncating mutations on the paternal allele of
MAGEL?2. a gene within the PWS domain. All four subjects had autism spectrum disorder.
developmental delay or intellectual disability and a varying degree of clinical and behavioral
features of PWS (neonatal hypotonia. severe early-onset obesity. hypogonadism. speech

articulation defects). It suggests that MAGEL2 may be a novel gene causing complex autism
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spectrum disorder and that MAGEL? loss of function can contribute to several aspects of the
PWS phenotype [62].

Bardet-Biedl syndrome (BBS) is characterized by obesity. retinal dystrophy (pigmentary
retinopathy). malformed extremities (syndactily, polydactily), kidney diseases and eventually
mental disabilities. It concerns 1 in 100000 births, with an increased prevalence in Arab and
Bedouin populations (1 in 13500 births). BBS was first considered as a monogenic disease:
however. large scale molecular screening in families revealed that BBS is associated with at
least fifteen different chromosomal locations with several mutations identified within some of
these locations in more than 80% of the affected families (BBSI on 11ql13: BBS2 on 16q21.
BBS3 on 3pl2-pl3; BBS4 on 15q22.3-q23; BBSSY on 2q31: BBS6 on 20pl2; BBS7 on 4q27:
BESS8 on 14q32.11: BBS9 on 7pl4: BBSI0 on 12q: BBS1I on 9q33.1;: BBSI? on 4q27: BBS 13
on 17q23; BBSI4 on 12q21.3 and BBSI5 on 2pl5) [68. 69. 70. 71. 72]. While BBS was
considered to be autosomal recessive, it has been hypothesized that the clinical symptoms of
certain forms of BBS are due to recessive mutations on one of the BBS loci associated with
one or several heterozygous mutation on another locus: this finding prompting for the first
time the hypothesis of a tri- or tetra-allelic mode of transmission [68, 73. 74]. However, it
seems that the tri- or tetra-allelic transmission is only present in few families. BBS genes
encode for proteins that are involved in primary cilium function. For the BBS¢ loci. positional
cloning identified the MKKS (McKusick-Kaufinan syndrome) gene, which codes for a
chaperone protein located in the basal body of primary cilium. Mutations identified in MKKS
result in a shortened chaperone protein and represent 5-7% of all BBS cases: however. the
links between MKKS, its eventual target proteins and the BBS clinical traits are largely
unknown. Recently mutations in the locus BBSI/0 encoding for C1201f38, a vertebrate-
specific chaperone-like protein. have been described in 20% of subjects from various ethnic

backgrounds [69]. Unlike BBS6 and BBS10. the genes implicated in BBS1, BBS2 and BBS4
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are different from MKKS and CI207f58 genes. but it is conceivable that they are encoding for
protein substrates of these chaperones [75]. The E3 ubiquitin ligase TRIM3? (tripartite motif-
containing protein-32) was identified as the eleventh loci associated with BBS. suggesting
that the list of genetic components for this syndrome may yet be incomplete [71]. For BBS13,
mutations in MKSI (Meckel syndrome-I) gene have been implicated. Fascinating functional
studies performed in single cell organisms have shown that certain BBS genes are specific to
ciliated cells [76]. These cells have a role in mammalian development. where they contribute
to right/left symmetry and enable the organs (heart. liver. lungs) to be correctly positioned
within the biological system. Such dysfunction in the processes affecting the ciliated cells
may contribute to alterations in pigmentary epithelia and to structural anomalies noted with
certain organs like the kidney [77]. BBS is now defined as a ciliopathy (primary cilium
dysfunction). But the precise mechanisms leading to obesity in BBS are still to understand
[72]. However, obesity in BBS mice is associated with hyperleptinemia and leptin resistance.
BBS proteins seem also to be required for LEPR signaling in the hypothalamus. BBS2>™
BBS4” and BBS6™ mice are resistant to the action of leptin regardless of serum leptin levels
and obesity. In addition, the activation of the hypothalamic STAT3 by leptin is significantly
decreased in these models [78]. Furthermore, BBS1 protein was found to physically interact
with the LEPR and loss of BBS proteins perturbs LEPR trafficking suggesting that BBS
proteins mediate LEPR trafficking and that impaired LEPR signaling underlies energy
imbalance in BBS [78]. Finally. a recent study indicates that leptin resistance is present only
when BBS mutant mice are obese and that a defect in the leptin signaling axis may not be the
initiating event leading to hyperphagia and obesity in BBS [79].

Recent data highlighted a significant difference in obesity rates in young fragile X males
(31%) compared to age matched controls (18%). Fragile X syndrome (FXS) is the most

common cause of inherited intellectual disability in males and is also frequently implicated in
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autism. Common features of FXS include mild to severe cognitive impairment in males
(cognitive impairment is milder in females), attention deficit hyperactivity disorder, elongated
face. prominent ears. severe obesity (onset in the first decade of life) with hyperphagia and
lack of satiation after meals. hypogonadim or delayed puberty. post-pubertal macroorchidism.
This X-linked disorder is caused by an expansion of a trinucleotide CGG repeat (>200) on the
promotor region of FMRI (fiagile X mental retardation I gene). Variable methylation of this
promotor region leads to a deficiency or absence of the FMR1 protein [80]. An Xq27.3-q28
duplication. including the FMRI gene. was identified in a male propositus with profound
intellectual disability. hypogonadotropic hypogonadism. short stature, morbid obesity and

gynecomastia [81].

Alstréom syndrome is a very rare autosomal recessive disease that apart from severe early
onset obesity, associates several phenotypes reminiscent of BSS-like retinal cone dystrophy.
Patients with Alstrom disease also develop dilated cardiomyopathy. sensorineural deafness
but no polydactyly. The ALMSI gene encoding for a protein with ubiquitous expression but
unknown function has been implicated. Because of its particular localization in the
centrosome and basal bodies, which resembles the pattern of protein expression for some
BBS-linked genes. it has been suggested that Alstrém syndrome could also belong to a class
of ciliopathy [77, 82].

Cohen syndrome is characterized by late-onset obesity (after the age of 10 years) associated to
moderate mental retardation, typical craniofacial features (downwards slanting and wave
shaped palpebral fissures, short philtrum, heavy eyebrows, thick hair and prominent nasal
base), and progressive pigmentary retinopathy appearing at mild-childhood, early onset and
severe myopia and intermittent neutropenia. It is an autosomal recessive disorder with

variable clinical manifestations. Mutations in the gene COHI or VPSI3B (vacuolar protein
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sorting 13B) located in chromosome 8q22-q23 encoding a transmembrane protein presumably

involved in intracellular protein transport are described [83, 84. 85].

The OMIM database (http://www.ncbinlm.nih.gov/entrez/Query.fegi?db=0MIM) provides

access to clinical descriptions and genetic anomalies for all these obesity syndromes.

IIT. Diagnosis Genetic Testing and Interpretation

1. Monogenic obesity
In case of clinical situation suggesting a monogenic obesity (severe early-onset obesity
associated to endocrine anomalies and consanguineous parents). direct sequencing of the
candidate gene (LEP. LEPR or POMC. etc) is necessary for diagnosis confirmation. It will
detect homozygous or compound heterozygous mutation responsible for an interruption of
leptin-melanocortin axis. Family members are needed to be tested for segregation analysis and
to evaluate the risk of recurrence.
A few genetics laboratories routinely perform those analyses that usually are part of research
programs. For example in Europe. this genetic testing cans be found at
- UF nutrigénétique (Pitié Salpétriére hospital). Contact: B. Dubern or K Clément. Address:
Endocrinology and Nutrition department. Pitié-Salpétriére hospital. Boulevard de I'hapital,
75013 Paris or Pediatric Nutrition department, Trousseau hospital, 75012 Paris. Email:

beatrice.dubern@trs.aphp.fr; karine.clement@pslaphp.fi; Tel: 33 (0) 14234 8936; Fax: 33

(0) 4051 00 57;: Web site : hitp//www.cgmc-psl. fr/
- S O’Rahilly’s team (University of Cambridge). Contact: S Farooqi or S O’Rahilly. Address:
Department of Clinical Biochemistry, University of Cambridge, Addenbrooke's Hospital,

Hills Road, Cambridge, CB2 2QR. Email: isf20@cam.ac.uk : Tel: +44 (0) 1223 336792

Fax: +44 (0) 1223 330598; Web site : http://www.mrl.ims.cam.ac.uk
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2. Melanocortin 4 receptor-linked obesity
Direct sequencing of the MC4R gene (1 exon) leads to the detection of MC4R mutations. To
date, it is questionable to perform in routine systematic detection of MC4R mutations in obese
subjects with a strong obesity familial history. Although knowing the biological reason (ie:
altered melanocortin pathway) leading to an increased susceptibility to obesity might be of
interest in some individuals, no specific therapeutic is still available and the severity of
phenotype is highly variable within MC4R mutation carrier families. It may however become
necessary in few years in case of development of specifics drugs such as MC4R agonists in

order to detect patients that may be eligible for such treatments [86].

3. Obesity syndromes
In PWS. genetic analysis is crucial to assess the absence of the paternal chromosomal segment
15q11.2-q12 and to precise the risk of recurrence even if the vast majority of PWS cases
occur sporadically. The investigation of DNA methylation of SNRPN is now the gold standard
and will be completed to detect the exact mechanism (microdeletion, maternal uniparental
disomy. translocations...).
For the other few genes or loci identified in obesity syndromes. direct sequencing of the
candidate gene (for example the COHI gene in Cohen syndrome) or specific genetic tests
(FISH to detect microdeletions...) are indicated in order to diagnose those syndromes.
Whole-exome sequencing showed its power to identify mutations responsible for rare
diseases. in a small number of unrelated affected individuals. This tool could probably help
to identify new molecular abnormalities in patients with syndromic obesity. It was tested
and validated in a study for the molecular diagnosis of 43 forms of monogenic diabetes or
obesity. Forty patients (19 with a monogenic form of diabetes and 21 with a monogenic

form of obesity) carrying a known causal mutation for those subtypes according to
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diagnostic laboratories were blindly re-analyzed. Except for one variant, all causal mutations
in each patient were re-identified. associated with an almost perfect sequencing of the targets
(mean of 98.6%). Moreover, in three individuals, other mutations were detected with a
putatively deleterious effect, in addition to those previously reported by the genetic
diagnosis laboratories [87]. In another study based on 39 unrelated severely obese Pakistani
children. the whole-exome sequencing revealed two novel homozygous LEPR mutations in
two probands who were phenotypically indistinguishable from age-matched leptin-deficient
subjects from the same population [88]. The whole-exome sequencing could also be a highly
efficient and practical method for genetic diagnosis of BBS. it successfully revealed six
pathological mutations, including 5 novel mutations, in BBS genes in 5 typical BBS patients
and family member [89]. For another example, this method of whole-exome sequencing led
to identify a paternal 2pter deletion. encompassing the ACP! (acid phosphatase I).
TMEMIS (transmembrane protein 18) and MYTIL (mvelin transcription factor 1-like)
genes, in five unrelated patients presenting with severe early-onset obesity, hyperphagia,
intellectual deficiency and severe behavioural difficulties [90]. It had also permit to identify
multiple rare variants in the KSR?2 (kinase supressor of Ras 2) gene in 45 unrelated severely
obese individuals that impair cellular fatty acid oxidation and glucose oxidation. Mutations
carriers exhibit, in addition to severe obesity. hyperphagia in childhood, low heart rate,
reduced basal metabolic rate and severe insulin resistance [91]. A homozygous frameshift
mutation in the TUB (tubby-like protein) gene was also identified by whole-exome
sequencing in a proband who presented with obesity, night blindness, decreased visual
acuity, and electrophysiological features of a rod cone dystrophy [92]. So. the wole-exome
sequencing seems to be helpfull to identify new molecular abnormalities in patients with

syndromic obesity.
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IV. Treatment
1. Monogenic obesity

Leptin deficient children and adults benefit from subcutaneous injection of leptin, resulting in
weight loss, mainly of fat mass, with a major effect on reducing food intake and on other
dysfunctions including immunity as described previously [93]. A detailed microanalysis of
eating behavior of three leptin-deficient adults. before and after leptin treatment, revealed
reduced overall food consumption. a slower rate of eating and diminished duration of eating
of every meal in the three subjects after leptin therapy. Leptin treatment also induces features
of puberty even in adults [14]. This study supports a role of leptin in influencing the
motivation to eat before each meal [94]. Another study shows that leptin treatment had a
major effect on food intake. ad libitum energy intake at a test meal was reduced. hunger
ratings in the fasted state decreased and satiety following a meal increased. Leptin acts on
neural circuits governing food intake to diminish perception of food reward while enhancing
the response to satiety signals generated during food consumption [95]. In a separate study,
hormonal and metabolic changes were evaluated before and after leptin treatment [ 14]. Leptin
treatment was able to induce aspects of puberty even in adults, as illustrated by the effect of
leptin treatment in one 27 year-old adult male with hypogonadism. In two women between
35-40 vyears, leptin treatment led to regular menstrual periods and hormonal peaks of
progesterone evoking a pattern of ovulation. Although cortisol deficiency was not initially
found in leptin-deficient patients, eight months of leptin treatment moditfied the pulsatility of
cortisol with a greater morning rise of cortisol. Leptin could have a previously unsuspected
impact on human hypothalamic-pituitary-adrenal function in humans. Metabolic parameters

of leptin deficient patients improved in parallel with weight loss.

Because of a non-functional LEPR. leptin treatment is useless in the LEPR deficient subjects.

Factors that could possibly bypass normal leptin delivery systems are being developed but are
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not yet currently available. The ciliary neurotrophic factor (CNTF) was one of the candidate
molecules. CNTF activates downstream signaling molecules such as STAT-3 in the
hypothalamus area that regulates food intake. even when administered systemically.
Treatment with CNTF in humans and animals, including db/db mice induced substantial loss
of fat mass [96]. The neurotrophic factor. Axokine. an agonist for CNTF receptor. was under
development by the Regeneron Company, for the potential treatment of obesity and its
metabolic associated complications. But the phase III clinical trials were stopped due to
development of antibodies against Axokine in nearly 70% of the tested subjects after
approximately 3 months of treatment. In addition. the effect of Axokine had a small positive
effect [97]. It is also possible that side effects of CNTF a molecule possibly acting in the
immune function might be expected [98].

In children with a complete POMC deficiency. a 3 months trial using a MC4R agonist with a
low affinity was inefficient on weight or food intake [11]. POMC. PC1 or LEPR deficient
families might benefit from the development of new MC4R agonists if such drugs become
available. in order to restore the melanocortin signal. Likewise, deep brain stimulation trials
with an electrode inserted in the anterior third ventricle contiguous to the ventromedian
hypothalamus are actually performed. In monkeys, this chronic 8-week stimulation induces a
significant decrease in corpulence with reduction of 8% of body weight and 18% of fat mass,

without side effects [99].

2. Melanocortin 4 receptor-linked obesity
To date, no specific management has been proposed for MC4R mutation obese patients except
for well-balanced diet and physical activity. However, interestingly. physical activity may have a

=

specific role for modulating the obese phenotype in case of MC4R anomalies. In MC4R™™ mice,

regular physical activity is described to be more efficient for limiting the weight gain during life
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when compared to wild type [100]. Those findings are also observed in some patients with
MC4R mutation in clinical practice. It suggests its specific role in the management of patients
with MC4R mutations and possibly the prevention of weight gain or regain after intervention. In
addition. due to its important role in obesity. MC4R is becoming an attractive candidate drg
target suggesting that identification and design of ligands or peptides may rescue the phenotype
of the particular molecular mechanistic defect. Several synthetic ligands from the classical NDP-
MSH peptides to the multiple tetrapeptides and small molecule MC4R agonists have been in
vitro tested with variable results [101. 102]. But. they have to face normal concerns of targeting
GPCRs and specific difficulties of possible side effects due to the widespread expression of
MCA4R in the brain and the already demonstrated role of MC4R in erectile function [101, 102].
At long term, this type of treatment should be evaluated in heterozygous patients for MC4R
mutations with impaired aMSH activity, in specific clinical investigation protocols in order to
provide effective anti-obesity treatment probably in combination with other approaches such as
diet and physical activity. Actually. novel pharmacological MC4R agonists have been tested in
vitro and can restore a normal activity in mutated receptor [84]. Preclinical trials are now
performed [103]. So, treatment with a highly-selective novel MC4R agonist in obese non human
primate model resulted in decreased food intake (35%), increased total energy expenditure (14%)
and weight loss after 8 weeks of treatment (13.5%). No side effect, in particular in blood pressure

or heart rate, was observed in this study [104].

3. Obesity syndromes

No specific therapeutic is described in obesity syndromes except for their global management
(diet and physical activity, psychomotricity. hormone substitution, etc.). In PWS, treatment by
GH must be discussed. Studies had shown that GH therapy with doses of GH typically used

for childhood growth, started before 1 year old. improves growth, body composition, physical
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strength and agility, fat utilization and lipid metabolism in children and in adults with PWS
[105, 106, 107, 108]. In addition, in case of hypogonadotrophic hypogonadism, hormonal

substitution is necessary.

4. Bariatric surgery
Today. bariatric surgery is the only long-term efficient treatment for severe obesity [109]
using several operative methods (laparoscopic gastric bypass. gastric banding or sleeve
gastrectomy). The question of such treatement and its potential efficiency is crucial in patients
with genetic abonormalities previously decribed in this chapter. Currently, data on bariatric

surgery in patients with genetic obesity are limited and controversial.

In 4 patients with heterozygous MC4R mutations, weight loss after Roux-en-Y gastric bypass
surgery was identical to controls without AMC4R mutations suggesting that heterozygous
MC4R mutation status should not influence the decision to perform surgery [110]. Valette and
al confirmed these findings in a group of obese adults [111]. In contrast, in a teenager with
complete MC4R loss of function. laparoscopic adjustable gastric banding resulted in the
absence of long-term weight loss (12 months postoperatively) suggesting that the full
interruption of melanocortin pathway may not be counteracted by bariatric surgery [112].

Other studies on the effect of bariatric surgery in MC4R mutated patients are needed.

In one LEPR-deficient patient. vertical gastroplasty was beneficial and sufficient to induce
and maintain a 40-kg weight loss (-20% of the initial weight) over 8 years of regular follow-
up whereas the patient remained obese [113]. In contrast, a relative failure of surgical therapy
was illustrated in a report of rapid weight regain 1 year after bypass in another LEPR deficient
morbidly obese woman. But this patient of low socioeconomic status had extreme difficulties
after postsurgical counselling. She was noncompliant with the recommandations provided in

this type of purely restrictive surgery and her medical follow-up was very irregular. This
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report illustrated the important role of environment on the benefice of bariatric surgery
especially in case of monogenic obesities or underlined the poor efficiency of bariatric

surgery in these patients [113].

In three patients with genetic diagnosis of PWS, bariatric surgery was beneficial. Two patients
underwent laparoscopic sleeve gastrectomy and one patient underwent laparoscopic gastric
bypass. After a median follow-up of 33 months, mean weight loss and percentage of
excessive weight loss at 2 years were 32.5 kg and 63.2% respectively. No major complication
was observed [114]. These observations were in contrast with a retrospective review including
60 cases of PWS patients who underwent bariatric surgery. Various bariatric procedures have
been used. with poor results in PWS patients in comparison with normal obese individuals.
The average weight loss results at 5 years after gastric bypass were only 2.4% and 3.5% gain
above preoperative weight after gastric banding. In addition to poor results on weight. a
variety of postoperative issues were reported. including deaths., pulmonary embolus.
postoperative wound infection. gastric perforation [115]. So. due to the limited number of
cases. the long-term efficacy and safety of bariatric surgery need further evaluation. A
multidisciplinary team approach should always be adopted in order to establish the correct

indication and realistic explanation after surgical treatment of obese patients.
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Table 1: Rare monogenic forms of human obesity

Gene (References) Mutation type Obesity Associated
phenotypes

Leptin %71 1¢ Homozygous mutation Severe, from the Gonadotropic and

first days of life thyrotropic
insufficiency

Leptin receptor -1 - % Homozygous Severe, from the Gonadotropic,

19 Mutation first days of life thyrotropic and
somatotropic
insufficiency

Proopiomelanocortin Homozygous or Severe, from the  ACTH insufficiency

(POMC) 1 compound heterozygous first months Mild hypothyroidie

of life

and ginger hairs if
the mutation leads to
the absence of

POMC production

POMC but in the

PMSH coding region
21,22,23

Heterozygous non

synonymous mutations

Severe obesity
occurting in

childhood

Rapid size growth

Proprotein convertase
subtilisin/kexin type 1
(PCSK]) 12 13:24.25

Homozygous or

compound heterozygous

Severe obesity
occurring in

childhood

Adrenal.
gonadotropic,
somatotropic and
thyrotropic
insufficiency
Postprandial
hypoglycemic
malaises
Central diabetes

insipidus
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Single-minded 1
(SIM1) *°

Translocation between
chr 1p22.1 and 6q16.2 in
the SIM 1 gene

Severe obesity Inconstantly,
occuITing in neurobehavioral
childhood abnormalities

(including emotional

lability or autism-

like behavior)
Neurotrophic tyrosine De novo heterozygous Severe obesity Developmental delay
kinase receptor type 2 mutation from the first Behavioral
(NTRK2) * months of life disturbance
Blunted response to
pain
Dedicator of Variable number tandem Childhood and -
cytokinesis 5 repeats (VNTRs) adult severe obesity
(DOCK5) *

Kinase suppressor of

Ras2 (KSR2)*!

Heterozygous frameshift.

NONSense or missense

variants

Severe obesity Hyperphagia in
childhood
Low heart rate
Reduced basal
metabolic rate

Severe insulin

resistance
Tubby-like protein Homozygous frameshift Early-onset obesity Night blindness,
(TUB) % mutation decreased visual

acuity and
electrophysiological
features of a rod

cone dystrophy
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Table 2: Principal obesity syndromes

Syndrome Clinical features in addition to obesity Locus Gene
Autosomal dominant
Prader-Will1 syndrome (PWS) Neonatal hypotoma, menta refardation, facl ~ Lack of the patemal seqment ~ Uknown
dysmorphy, hypogenadotrophuc hypogonadism, 159112912 (nuerodeletion or -~ SRNPN region
shart stature matemal disomy)
Albroght heredtary Short staure, skeletal dafects, facial dysmorphy, 20q13.2 GNASI
osteodystrophy endocrine anomalies
Autosomal recessive
Bardet-Bred] syndrome (BBS) Mental retardation, dysmorphic extrenuties, retinal  1q13 (BBSL), 16921 (BBS2),
dystrophy or pigmentary refmopathy, 3p13 (BBS3), 15922 (BBS4),
hypogonadism, kidney anomalies (structural 231 (BBSS), 20p12 (BBSE),
abnonmalities ot functional renal impawrement)  4q27 (BBST), 14932 (BBSH)....
Alstrom syndrore Retual dystrophy, newrosensory deafness, diabetes 3 ALMS!
Coben syndrome Promunent central tnetsors, dysmorphuc extremuhes, 822 COH
ophtalmopathy, nuerocephaly, eyelic neutropenta
Xlinked
Borjeson-Forsmman-Lehman Mental retardatton, hypogonadism, facial Xq26 PHE6
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Figure Legends

Figure 1: The leptin/melanocortin pathway
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Neuronal populations propagate the signaling of various melecules (leptin, insulin, ghrelin) to control
food intake and satiety. POMC-neurons in the arcuate nucleus are activated by leptin and insulin and
produce the a-melanocyte stimulating hormone (o-MSH), which then activates the MC4R receptor in
the paraventricular nuclens resulting in a satiety signal. The downstream roles of SIM1, BDNF and

TKRB are currently being explored. A separate group of neurons expressing NPY and AGRP produce
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molecules that act as potent inhibitors of MC4R signaling. Several mutations of those genes mvolved
m the leptin/melanocortin pathway are responsible for early-onset and severe obesity. POMC,
proopiomelanocortin, LepR: leptin receptor: ISR. insulin receptor: GHR. ghrelin receptor: NPY,
neuropeptide Y. AGRP. agouti-related protein; SIMI. smgle-minded 1: BDNF, bram-denved

neurotropic factor: TRKB. tyrosine kinase receptor; PC1 and 2. proconvertase 1 and 2.
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Figure 2: BMI curves of 2 homozygous null LEPR mutants (LEPR 1 and 2), 1 homozygous null

MC4R patient, 6 heterozygous MC4R carriers and 40 non mutated obese confrols [41]. The reference
curves are the standard French/Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale percentile

Figure 2
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Figure 3: Localisation of human MC4R mutations including polymorphisms described in adults and

children.
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Red circles: mutations responsible for intracellular retention of the mufated receptor or frameshft.
Orange circles: polymorphisms. Yellow circles: murtation with functional consequence (altered o-

melanocyte stimulating hormone production, mmpaired basal activity,..). Green circles: anv known or

described functional effect.
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