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11/ ABREVIATIONS :

ASMM RTQ-PCR : Allele-Specific Methylated Multiplex real-time Quantitative PCR.
DHEA sulfate : delta4-andosténedione.

DLKI : delta-like 1 homolog.

DS : Déviation standard.

GH : Hormone de croissance.

GRB10 : growth factor receptor-bound protein 10.

HGPO : hyperglycémie provoquée par voie orale.

HOMA : Homeostasis Model Assessment.

ICR : Imprinting center Region.

IG : intolérance glucidique.

IGF : Insulin-like growth factor.

IGFBP-3: Insulin-like growth factor-binding protein 3.

IMC : Indice de masse corporelle.

IOTF : International Obesity Task Force.

MEG : Maternally Expressed Gene.

MEST : mesoderm specific transcript homolog.

MG : Masse grasse.

mUPD7 : Disomie uniparentale maternelle du chromosome 7.
mUPD14 : Disomie uniparentale maternelle du chromosome 14.
PAG : petit 4ge gestationnel.

PCN : Périmetre cranien de naissance.

PN : Poids de naissance.

PpT : Rapport poids pour taille.
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pUPD14 : Disomie uniparentale paternelle du chromosome 14.
PWS : Prader -Willi syndrome.

RCIU : Retard de croissance intra utérin.
RTL1 : Retrotransposon Like 1.

RTLIas : Retrotransposon Like lantisense.
SA : Semaine d’aménorrhée.

SNP : single nucleotide polymorphism.
SSR : Syndrome de Silver-Russel.

SWB: Syndrome de Wiedemann- Beckwith.
TN : Taille de naissance.

TpA : Rapport taille pour age.

TT : Tour de Taille.
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1/INTRODUCTION :

1.1 : L’obésité :

L’obésité est caractérisée par un exces de masse grasse (1). Elle se définit chez I’enfant par un
indice de masse corporelle (IMC) supérieur au 97°™ percentile pour ’age et le sexe. Les
courbes IOTF 25 et IOTF 30 établies en 2000, a partir de données recueillies dans plusieurs
pays, par I’International Obesity Task Force (IOTF), ont permis de distinguer 2 degrés de
surcharge pondérale. En effet, les seuils définissant le surpoids et 1’obésité sont constitués par
les centiles IOTF 25 et IOTF 30, qui aboutissent respectivement aux valeurs de 25 et
30 kg/m®a 18 ans. En pratique, le surpoids est défini par un IMC supérieur au 97°™
percentile et inférieur a la courbe IOTF 30 et I’obésité par un IMC supérieur a la courbe IOTF
30 (Annexe 1).

L’obésité résulte d’un déséquilibre de la balance énergétique et évolue en deux phases : la
phase dynamique, correspondant a la constitution de la surcharge pondérale, suivie de la
phase statique au cours de laquelle 1'exceés pondéral acquis reste stable. Les déterminants a
I’origine de ce déséquilibre de la balance énergétique sont multiples et leur interaction est
indispensable pour conduire a I’obésité.

Les facteurs génétiques jouent un rdle central. L'importance de ces facteurs dans la capacité
d'un individu a prendre du poids sous l'effet de facteurs environnementaux a d’ailleurs été
illustrée par les expériences de suralimentation de jumeaux monozygotes. En effet, lorsque
des paires de jumeaux ayant le méme patrimoine génétique sont soumises a une
suralimentation identique (1000 kcal/j pendant 100 jours), la variance de la prise de poids est

pres de 3 fois plus importante d'une paire de jumeaux a l'autre (4 a 13 kg) qu'au sein d'une

méme paire de jumeaux (= 2 kg) (1). Ceci démontre que les mémes facteurs
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environnementaux peuvent avoir des effets trés variables d'un individu a l'autre selon sa

susceptibilité génétique a devenir obése.

La contribution de la génétique peut étre schématisée a ce jour de la fagon suivante (1) :

1)

2)

présence d’une mutation unique et rare dans des geénes clé du contrdle de la prise
alimentaire (obésité monogénique par mutation d’'un des genes de la voie
leptine/mélanocortines). Ces obésités sont rares, souvent trés séveres et débutent
généralement dans l'enfance. Elles sont le plus souvent associées a des anomalies
endocriniennes et a une impulsivité alimentaire majeure.

présence de plusieurs variants géniques en interaction avec un environnement a risque
(obésité  polygénique). Dans ce cas, chaque gene de susceptibilité pris
individuellement aurait des effets plus ou moins importants sur le poids, et c’est la
contribution cumulative de ces génes qui ne deviendrait significative qu’en interaction
avec des facteurs environnementaux prédisposant a leur expression phénotypique
(suralimentation, baisse de I’activité physique). C’est le cas des obésités dites

communcs.

Les autres déterminants sont environnementaux et leur interaction avec les facteurs

génétiques est indispensable pour conduire au déséquilibre de la balance énergétique

aboutissant a I’obésité. Ces facteurs environnementaux comprennent :

1) des déterminants précoces pré et postnataux au cours desquels des phénomenes
épigénétiques jouent probablement un rdle clé (tabagisme maternel, diabete
gestationnel, allaitement maternel...) ;

2) des déterminants sociétaux : l'industrialisation, les progres technologiques, et le
développement des moyens de communication des dernieres décennies ont de toute
¢vidence procuré¢ des conditions idéales pour permettre 1’expression phénotypique de

I'obésité. Le mode d'alimentation (densité calorique des repas, disponibilité¢ de la
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nourriture) et le niveau d'activité physique (motorisation, sédentarisation) ont en effet
¢été tous deux bouleversés ces dernieres décennies.

3) des déterminants psychologiques : le divorce des parents, un déces dans la famille,
un changement de mode de vie, des soucis a I'école peuvent ainsi provoquer une
dysrégulation du contréle de la balance énergétique et conduire a un exces pondéral.
Ils constituent rarement la cause exclusive de 1'obésité. Ils sont le plus souvent un

facteur déclenchant qui révele ou aggrave une prédisposition a I'obésité.

1.2 : Epigénétique.

Le terme épigénétique a été proposé par le généticien Conrad Waddington dans les années 40
pour rendre compte des relations génotype et phénotype. Puis, en 1994, R.Holliday a élargi la
notion d’épigénétique dans son sens actuel a I’« Etude des changements dans I'expression des
genes qui sont héritables lors de la mitose et/ou de la méiose, et qui ne résultent pas de
modifications de la séquence de ' ADN » (2). Les génes soumis a empreinte parentale sont un
des exemples de mécanismes épigénétiques modulant I’expression des genes.

Les genes soumis a empreinte génomique parentale ont une expression mono-allélique et
spécifique de I’origine parentale. Quand un geéne soumis a empreinte s’exprime, un seul des
deux alleles est actif en fonction de ’origine parentale du chromosome qui le porte. Il peut
donc étre exprimé soit a partir du chromosome maternel, c’est a dire que seul 1’allele maternel
est actif, soit a partir du chromosome paternel, auquel cas seul 1’all¢le paternel est actif. Le
challenge pour la cellule est alors de reconnaitre les alléles maternels et paternels comme tels.
En vue de cette reconnaissance, les régions chromosomiques soumises a empreinte portent
des marques spécifiques de leur origine parentale. Bien que la nature de ces marques de

distinction ne soit pas complétement comprise, on sait qu’il s’agit des marques épigénétiques,

25



c’est a dire qu’elles n’affectent pas la séquence de I’ADN, mais agissent essentiellement sur
la configuration de la chromatine. Les marques les mieux connues et dont on sait qu’elles sont
impliquées dans la mécanistique de 1’empreinte, sont la méthylation de I’ADN, les
modifications post traductionnelles des histones et la présence d’ARN non-codants (3).
L’apposition de I’empreinte a lieu pendant la gamétogénese avant la fécondation. La
méthylation d’un doublet cytosine guanine au niveau d’une région promotrice entraine une
modification de la conformation spatiale de I’ADN. La méthylation est alors capable de
réprimer l'expression génique en inhibant la fixation de facteurs de transcription qui ne
reconnaissent plus leur séquence consensus lorsque celle-ci est méthylée. Un des événements
majeurs largement impliqué dans la régulation de l'expression de certains genes est le controle
de 1'état de compaction de la chromatine. En effet, 1'accessibilité des génes par les différents
complexes de transcription dépend directement du niveau d'assemblage de 'ADN avec les
protéines histones soit en hétérochromatine (condensée) soit en euchromatine (moins dense).
Ces différences de compaction sont dues en grande partie aux modifications des histones, et
principalement aux variations de leur niveau d'acétylation sous la dépendance des histone-
acétylases et histone-désacétylases. La désacétylation des histones entralne ainsi une
compaction de la chromatine et une répression de I’activité du gene en empéchant 1'accés aux
facteurs de transcription avec répression de la transcription.

Chez I’homme, plus de 100 genes sont connus pour étre soumis a empreinte parentale. Ils sont
principalement groupés dans des régions chromosomiques telles que les régions 11pl15.5,

7q32.2 ou 14q32.
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1.3: Le syndrome de Silver Russell: un modele clinique de pathologie

épigénétique.

Le syndrome de Silver Russell (SRS, ONIM 180860) a été initialement décrit par Silver et
Russell en 1953 (4), (5). L’incidence de cette pathologie varie entre 1 sur 50 000 a 100 000
naissances, mais sa fréquence réelle n’est pas connue. Sur le plan génétique, les 3 principaux
types d’altérations moléculaires identifiés sont :
* une hypométhylation dans la région 11pl5 soumise & empreinte (ICR1) dans environ
30-60 % des cas (6).
* une disomie uniparentale maternelle du chromosome 7 (mUPD 7) retrouvée dans 7 a
10 % des cas.

e Etdans 1 a2 % des cas, des anomalies chromosomiques infra microscopiques (7).

La région chromosomique 11p15 (Figure 1) contient un groupe de génes soumis a empreinte
et en particulier des geénes impliqués dans le systetme des IGFs (Insulin Growth Factor)
largement connu pour son rdle dans la croissance feetale (8). Ce groupe inclut des genes a
expression paternelle (/GF2 et KCNQIOTI) et des genes a expression maternelle (CDKNIC
et HI19) sous le contrdle de promoteurs (imprinting center region ou ICR). La partie
télomérique du promoteur ICR1 régule ainsi I’expression de /GF2 et H19 alors que la région
centromérique du promoteur ICR2 régule I’expression de CDKNIC et KCNQIOTI (9). Une
hypométhylation au niveau du promoteur ICR1 est la principale anomalie (environ 50 % des
cas) identifiée dans le SSR (10). La duplication maternelle 11p15 et la disomie uniparentale
maternelle mUPD 11 sont beaucoup plus rares.

En dehors du SSR, d’autres syndromes sont associés a des anomalies dans le systéme des

IGFs comme le syndrome de Wiedemann-Beckwith (SWB). A I’inverse du SSR, il est
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caractéris¢ par une croissance feetale excessive. Cliniquement, les nouveau-nés sont
macrosomes avec une organomégalie, une hémihypertrophie, un omphalocéle et un risque de
tumeur augmenté. Ce syndrome est dii & une répression des geénes a expression maternelle
et/ou une surexpression des genes a expression paternelle incluant /GF2 sur la région 11pl5
(6) et constitue le miroir du SSR.

La disomie uniparentale mUPD 7 a été la premiere anomalie identifiée dans le SSR.
Cependant, les génes ou les régions impliqués dans le phénotype de SSR sont mal connus.
Certains des genes localisés sur le chromosome 7 sont impliqués dans la régulation de la
croissance de I’enfant et ont une expression soumise a empreinte parentale (6). Certains genes
candidats ont été étudiés comme GRBI10 (growth factor receptor-bound protein 10) (11) et
MEST (mesoderm specific transcript homolog). Aucun n’a été identifié comme formellement
associ¢ au SSR (12).

Figure 1: Schéma des anomalies moléculaires sur le chromosome 11p15 mises en cause

dans le syndrome de Silver-Russell.
(Pr 1. Netchine).

Syndrome De Silver Russell : anomalies moléculaires de la région 11p15
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Sur le plan clinique, le SSR est trés hétérogene. Il concerne des enfants ayant un retard de
croissance intra utérin (RCIU) sévere défini par un poids et/ou une taille de naissance
inferieur a — 2 déviations standards (DS) sans rattrapage staturo-pondéral post natal, associé a
une macrocéphalie relative, une dysmorphie faciale avec un visage triangulaire, un menton
étroit et un front proéminent, et une asymétrie corporelle (13). D’autres critéres mineurs ont
¢té¢ décrits comme une clinodactylie du cinquieme doigt, des taches café¢ au lait, des
malformations génitales, des hypoglycémies séveéres, une sclérotique bleue, une transpiration
excessive et des difficultés d’alimentation dans la petite enfance (14). Actuellement, aucune
définition clinique consensuelle n’existe et le diagnostic est fait sur un faisceau d’arguments.
Plusieurs scores cliniques ont été proposés afin de faciliter le diagnostic (15),(16), (9),(17),
(18). (Figure 2).
Figure 2 : Scores diagnostiques proposés pour le syndrome de Silver Russell.

(Hoffmann K, Heller R, Phil D. « Uniparental disomies 7 and 14 ». Best practice and
research clinical endocrinology and metabolism 2011;77-100)

T —
-Diaznostic scores for Silver-Russell syndrome {SRS)

Price et al., 1999%° Netchine et al., 2007 Bartholdi et al., 2009%' Eggermann et al., 20092

Original diagnostic score  Weighted diagnostic SRS severity score, Relaxed diagnostic score to

for classical SRS score for classical SRS maximum of 15 points include SRS-like phenotypes
4 out of 5 criteria : = 8 points required for SRS :

Birth weight < 2.3%ile Birth weight < 2.3%ile 1pt - birth weight << 10th centile pre- and postnatal growth

and 3 out of 5 criteria : 1pt — birth length < 10th centile retardation (may be mild)
1pt - rel. macrocephaly at birth

Postnatal growth < 2.3%ile Postnatal growth < 2.3%ile 1pt - no catch up growth,
height < 3rd centile

OFC within and parallel Relative macrocephaly 1pt - OFD > 3rd and < 97th and
to normal percentiles  at birth centile
Characteristic facial Prominent forehead 1pt - triangular shaped face prominent forehead and
dysmorphism 1pt - prominent forehead triangular face
1pt - small chin or thin lips or or

late closure of fontanelle
or ...
Physical asymmetry Physical asymmetry 3pts - physical asymmetry physical asymmetry
(face/limb/body)
Severe feeding difficulties *
or BMI < 2.3%ile
1pt - attending regular school
1pt - 5th digit clinodactyly
1pt — genital abnormalities
1pt - others (e.g. pigmentary
anomalies)

* feeding problems, hypoglycaemia, excessive sweating were considered characteristic for SRS, but omitted because of unre-
liable reporting.
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Seule la recherche des anomalies moléculaires décrites dans le SSR (hypométhylation de la
région 11pl5 et mUPD 7) permet de confirmer le diagnostic dans la mesure ou les criteres
cliniques ne sont pas spécifiques. Elles ne sont cependant retrouvées que dans environ 2/3 des
cas de SSR suspectés cliniquement. Pour les 30% restants d’enfants suspects de SSR sans
anomalie moléculaire identifiée, les recherches sont toujours en cours afin d’identifier
d’autres geénes ou régions chromosomiques impliquées. Un algorithme de test moléculaire
complet (figure 3) a été récemment proposé afin de confirmer le diagnostic clinique subjectif

du SSR et d’identifier 1’altération moléculaire en cause (13).

Figure 3 : Proposition d’algorithme pour le diagnostic de syndrome de Silver Russell
(Eggermann T. « Genetics of Silver Russell syndrome ». Jonh Wiley and sons, 2012.

Genomic DNA sample
+
Analysis of imbalances and
aberrant methylation in 11p15
‘/
Aberrant methylation or I No irregularity in 11p15 ]
imbalance in 11p15 I
Screen for UPD(7)mat
(7p and 7q loci)

ICR1 UPD(11p15)mat 11pi15 UPD(7(q))mat No
hypomethylation 3:;21: duplication 4.5% UPD(7)mat
~44.6% 1-2% +

+ Molecular
Aberrant methylation K z
at additional loci: ~7% Ayotyping
e
No result: (Sub)microscopic
~50% imbalances ~1%

(MSA : microstellite analysis ; MLPA : multiplex ligation probe-dependent amplification ;
FISH, fluorescence in situ hybridisation).
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Sur le plan clinique, des variations dans le phénotype peuvent étre observées selon 1’anomalie
chromosomique identifiée. Ainsi, les patients avec hypométhylation de ICRI ont un
phénotype dit « classique ». Ils ont plus souvent une asymétrie corporelle, une clinodactylie
du 5™ doigt et des anomalies congénitales (cardiopathie congénitale, fente palatine,
anomalies génitales masculines) (19). Les patients avec une mUPD7 ont un phénotype moins
sévere et notamment un RCIU moins marqué et non présent pour tous les enfants, méme s’il
reste treés fréquent (9). Les difficultés d’apprentissage sont, quant a elles, plus souvent décrites
avec recours a des séances d’orthophonie par exemple, (19) ainsi que le risque de développer
une dystonie musculaire ou des troubles autistiques dans I’enfance (20). La perte de
méthylation est aussi un phénomene graduel avec une corrélation entre le degré de
méthylation et la sévérité clinique (21). Enfin, une différence de réponse au traitement par GH
selon le génotype du SSR a été décrite (22). Dans une étude, les concentrations d’IGFBP-3
(Insulin Growth Factor Binding Protein 3) étaient significativement plus élevées chez les
enfants avec hypométhylation de ICR1 par comparaison a celles des enfants ayant une
mUPD?7. De plus, les enfants avec une hypométhylation de ICR1 avaient tendance a avoir un
rattrapage statural moins important que les enfants avec mUPD7 (+1,9 DS vs +2,5 DS apres 3
ans de traitement, p=0,08) (22).

Le SSR est un modéle de RCIU extréme avec altération majeure de la croissance feetale. Or il
est décrit depuis plusieurs années que le RCIU peut avoir des conséquences a long terme et
notamment augmenter le risque de développer des pathologies métaboliques comme le
diabéte de type 2, ’hypertension artérielle et I’obésité. Ainsi, une corrélation inverse entre PN
ou poids du placenta et pression artérielle a été décrite (23). D’autres études ont aussi montré
I’existence d’une corrélation positive entre le PN et les parametres anthropométriques a 1’age
adulte (taille, poids, IMC) (24). De ce constat est née I’hypotheése du phénotype d’épargne ou

« thrifty phenotype » (25) selon laquelle un environnement délétere in utero aboutissant a un
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RCIU va conduire a une programmation métabolique et endocrinienne du feetus lui permettant
de se développer et de survivre dans des conditions particulieres. Ce phénoméne va cependant
avoir des effets délétéres a long terme lorsque 1’organisme sera confronté a un environnement
plus favorable et conduire au développement de maladies métaboliques comme la surcharge

pondérale (26).

1.4 : Le gene DLK] :

Le géne DLK]I (delta-like 1 homolog (drosophila)) ou également appelé¢ DLK; FAI; ZOG;,
pG2; PREF I; deltal; Pref-1) code pour une protéine transmembranaire impliquée dans la
différenciation de plusieurs types cellulaires dont les adipocytes (27). Il serait aussi
vraisemblablement un géne suppresseur de tumeur (28),(29),(30).

Le gene DLK] (figure 4) est situé sur le chromosome 14q32 et fait partie des génes soumis a
empreinte avec expression d’origine paternelle. En effet, la région chromosomique 14q32.2
contient un groupe de geénes soumis a empreinte paternelle comme DLK/ et RTLI
(Retrotransposon Like 1) ou a empreinte maternelle comme MEG3 (Maternally Expressed
Gene 3), MEGS (Maternally Expressed Gene 8) ou RTLlas (Retrotransposon Like

lantisense).
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Figure 4: Vue schématique de la région 14q32 soumise a2 empreinte.
Hoffmann K, Heller R, Phil D. « Uniparental disomies 7 and 14 ». Best practice and research
clinical endocrinology and metabolism 2011;77-100)

CHROMOSOME 14
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(En bleu les genes a expression paternelle, et en rouge les genes a expression maternelle :
DLK] : Delta likel ; RTLI : retrotransposon-like gene ; RTLlas : Retrotransposon like
lantisense ; MEG3 : maternally expressed gene 3 ; MEGS : maternally expressed gene 8 ;
MEG3-DMR : maternally expressed gene- differentially methylated region ; IG-DMR :

intergenic differentially methylated region)

— - -

La disomie uniparentale paternelle du chromosome 14 (pUPD 14), (15) ou syndrome de
Kagami est une malformation feetale rare avec hydramnios, naissance prématurée, poids de
naissance et du placenta élevés pour 1’age gestationnel, thorax en forme de cloche avec
hypoplasie pulmonaire et défauts de la paroi abdominale (omphalocele, diastasis). D’autres
signes sont décrits comme une dysmorphie faciale (front proéminent avec implantation basse
des cheveux, cou court, micrognathie), des anomalies des membres (mésomélie, scoliose,
arthrogrypose distale), et plus rarement des malformations cardiaques congénitales.
L’évolution clinique de cette pathologie est sévére, marquée par une insuffisance respiratoire
souvent mortelle, des difficultés alimentaires, des troubles de croissance et un déficit
intellectuel. Le pronostic est limité dans la plupart des cas. Cependant, les enfants survivants

peuvent avoir une amélioration thoracique et se stabiliser. Le phénotype pUPD 14 est li¢ a
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une UPD segmentaire, une épimutation maternelle ou une microdélétion dans la région
14q32.2 contenant les génes soumis a empreinte parentale DLK/ et RTLI (tous les deux a
expression paternelle) et MEG3, RTL1as et MEGS (a expression maternelle). Le phénotype ne
semble pas différent selon les causes de pUPD 14 (15).

La disomie uniparentale maternelle du chromosome 14 (mUPD 14) ou syndrome de Temple
est rare mais probablement sous-estimée en raison de la variabilité¢ du phénotype (15). Sur le
plan clinique, un RCIU est noté¢ dans 90% des cas avec une hypotonie néonatale, une
hyperlaxité, une acromicrie, un retard psychomoteur et des troubles de 1’alimentation (Figure
5). Au cours de I’enfance, une obésit¢é abdominale est décrite dans 60% des cas sans
impulsivité alimentaire contrairement au syndrome de Prader-Willi. De plus, une puberté
précoce avec un age osseux avancé responsable d’une petite taille définitive est observée dans
90% des cas. Enfin, il existe des difficultés d’apprentissage et une petite déficience
intellectuelle par comparaison a la population générale. Sur le plan moléculaire, plusieurs
mécanismes sont décrits comme une UPD segmentaire (14) mat, une microdéletion
paternelle de la région soumise a empreinte 14q32 ou une epimutation paternelle

(hypométhylation).
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FigureS : Photo d’un enfant présentant une disomie uniparentale maternelle du
chromosome 14 (mUPD 14).

(Roel Hordijk. Maternal uniparental disomy for chromosome 14 in a boy with a normal
karyotype. Journal of medical genetics 1996,36 :782-785.).

Le phénotype de mUPD 14 est proche de celui du syndrome de Prader-Willi caractérisé par
une hypotonie néonatale, une acromicrie, un retard mental et une hyperphagie responsable
d’une obésité dans I’enfance. Récemment, chez 111 patients présentant un phénotype Prader-
Willi-like sans anomalie retrouvée du chromosome 15, neuf patients étaient porteurs d’une
mUPD 14 (31),(32). Ces résultats suggerent que la suppression de la région chromosomique
14q32 soumis a empreinte paternelle est responsable d’un tableau clinique proche du
syndrome de Prader-Willi. Cependant, il existe une puberté précoce dans le syndrome de
Temple alors qu’elle est retardée ou incompléte dans le syndrome de Prader-Willi. De plus,
dans les premicres années de vie, ces patients peuvent aussi faire évoquer le diagnostic de
SSR en raison du RCIU avec possible relative macrocéphalie, du grand front, de 1’absence de
sensation de faim et des difficultés alimentaires majeures.

La région 14q32 contenant le géne DLK/ est une région candidate pour 1’obésité chez des
enfants ayant des antécédents de RCIU. Un polymorphisme sur ce géne a d’ailleurs été

récemment associé a 1’obésité infantile (33).
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De plus, quelques cas d’épimutations du chromosome 14 sont décrits dans la littérature avec
des phénotypes variables et sont associés a un tableau d’obésité (Tableau 1) : (31), (34), (35),

(36).

Tableau 1 : Epimutations du chromosome 14 décrites dans la littérature.

Age (ans) 2-12 7-12 44 11 15
Sexe F M F M M
RCIU = + + + +
Clinique

- Front bombé + + - - _
- Palais ogival - + _ - R
- Micrognathie + - - - -
- Petites mains + + . P +
- Scoliose B o 3 : )
Hypotonie

ngopnatale * * * * +
Obésité - = 4t + +
Puberté précoce ND + + + i+
Déficit intellectuel - - + + +
Difficultés

alimentaires en ND + + + +
période néonatale

Petite taille ND ND + ND +

En raison du rdle potentiel des régions soumises a empreinte impliquées dans le SSR et la
mUPD (14) dans I’obésité infantile, nous avons émis 1’hypothése que des anomalies de
méthylation dans ces régions pourraient étre responsables d’obésité dans 1’enfance et a I’age
adulte. L’objectif de ce travail était donc d’évaluer I’implication de trois régions
chromosomiques soumises a empreinte parentale (DLKI ; H19-IGF2 ; SNRPN) dans I’obésité

infantile.
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Pour cela, nous avons :

1) décrit deux observations cliniques d’obésité développée dans 1’adolescence et pour
lesquelles une épimutation de DLKI (observation n°l) et une hypométhylation de HI79-
IGF?2 (observation n°2) ont été diagnostiquées.

2) recherché des anomalies de méthylation dans les 3 régions chromosomiques soumises a
empreinte parentale (DLKI ; HI9-IGF2; SNRPN) chez des enfants obe¢ses ayant des

antécédents de RCIU.
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2/ MATERIELS ET METHODES :

2.1 : Population étudiée :

Nous avons sélectionné notre cohorte a partir d’une banque de données déja existante
d’enfants obeéses recrutés dans le service de Nutrition et Gastroentérologie Pédiatrique de
I’hopital Trousseau a Paris. Les critéres d’inclusion étaient une obésité définie par un Z-score
de 'IMC > 2DS selon les courbes de Rolland-Cachera (22) et des antécédents de RCIU
(poids de naissance et/ou taille de naissance < -2 DS) selon les courbes d’Usher et Mc Lean
(37).

Les données anthropométriques a la naissance étaient disponibles pour 96 enfants obéses.
Vingt et un enfants avaient des antécédents de RCIU. Nous avons pu obtenir I’ADN pour 15
d’entre eux a partir desquels nous avons pu effectuer 1’é¢tude de méthylation pour les genes
DLKI, H19/IGF2 et SNRPN.

Pour chaque enfant, nous avons noté de maniére rétrospective a partir de la banque de
données et des dossiers, les données phénotypiques suivantes :

- Parameétres de naissance : terme de naissance, poids (PN), taille (TN) et périmeétre cranien
(PCN).

- Antécédents familiaux d’obésité ou de surpoids.

- Histoire pondérale avec 1’dge de début de 1’obésité.

- Données anthropométriques : Poids, Taille avec calcul de I'IMC (poids (kg) sur taille en m’)
et du Z-score de 'IMC ([(IMC/médiane)"-1]/S) selon les courbes de référence en fonction de
I’age et du sexe de ’enfant (38) ; Tour de taille pour la répartition de la masse grasse.

- Composition corporelle par absorptiométrie biphotonique avec mesure du pourcentage de

masse grasse.
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- Paramétres métaboliques : insulinémie et glycémie a jeun avec calcul du HOMA
(Homeostasis Model Assessment) selon la formule suivante : [(Insulinémie (WUI/mL) X
glycémie (mmol/1))/22,5]; cholestérol total (mmol/l), HDL et LDL cholestérol (mmol/L) et
triglycérides a jeun (mmol/L).

- Mesure des pressions artérielles systolique (PAS) et diastolique (PAD).

Le consentement pour étude génétique dans le cadre de I’obésité a été recueilli pour tous les

patients.

2.2: Allele Specific Methylation Multiplex Real-Time Quantitative PCR (ASMM
RTQ-PCR) :
L’¢tude de méthylation des geénes soumis a empreinte DLKI, HI19/IGF2 et SNRPN a été
réalisée dans le laboratoire de biologie moléculaire de 1’hopital Trousseau (Pr Netchine et
Mme Virginie Steunou, UPMC) a I’aide de la technique de I’Allele Specific Methylation

Multiplex Real-Time Quantitative PCR (ASMM RTQ-PCR) (Figure 6).

* Etape 1 : Traitement de ’ADN avec du bisulfite de sodium.
Cette étape permet de distinguer les 2 alléles parentaux en transformant les dinucléotides
cytosine « CpG » non méthylés en thymidine « TpG » sur un seul brin alors que les

dinucléotides CpG méthylés restent inchangés.

e Etape 2 : Amplification par RTQ-PCR.
Elle se fait a I’aide d’amorces communes aux 2 all¢les et de 2 sondes spécifiques FAM (F) et
VIC (V) marquées différemment par un fluorochrome reconnaissant les 2 alléles, 1’une

spécifiquement 1’allele méthylé et 1’autre, le non méthylé.
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La sonde est un oligonucléotide spécifique d’un morceau interne a la séquence amplifiée. Elle
est marquée en 5’ par un fluorophore appelé « reporter » et en 3’ par un autre type de
fluorophore appelé « quencher ». Le spectre d’émission du « reporter » chevauche le spectre
d’excitation du « quencher » si bien que I’émission du «reporter » est atténuée ou
« quenché » (éteint) par la proximité du « quencher ».

Lors de la réaction de PCR, si la sonde est dégradée par 1’activité exonucléase de polarité 5’
vers 3’ de I’ADN-polymérase (taq-polymérase), les fluorophores ne sont plus reliés entre
eux. Relachés dans le milieu, les fluorophores « reporter » deviennent fluorescents par
excitation au laser. Ce phénomene augmente a chaque cycle de PCR, résultant en une
augmentation progressive de la fluorescence du « reporter ». Des courbes standards sont
utilisées pour déterminer la quantité de chaque alléle dans 1’échantillon. L’intensité de
fluorescence de chaque fluorophore est corrélée avec la quantité de 1’allele correspondant
dans I’échantillon d’ADN.

Dans des conditions normales, un taux équivalent pour les 2 alleles est attendu. Dans des
conditions pathologiques telle que la perte de I’empreinte, il y a un déséquilibre entre
I’intensité des deux fluorophores, reflétant soit une perte de méthylation (LOM) soit un gain

de méthylation (GOM) (39).
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Figure 6 : Schématisation de la technique Allele-Specific Methylated Multiplex real-
time Quantitative PCR (ASMM RTQ-PCR).
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- L’étage supérieur représente le traitement de I’ADN au sodium bisulfite. Les CpG méthylées
(étoiles) restent inchangées alors que les Cytosines non méthylées sont converties en
thymidine.

- L’étage inferieur représente I’amplification par Real time- PCR (RT-PCR). Les 2 sondes
sont marquées par des fluorophores différents, FAM (F) et VIC (V) qui reconnaissent
spécifiquement l’alléle méthylé et le non méthylé. Apres amplification, les sondes sont
dégradeées et les 2 fluorophores sont relachés dans le milieu, et ils deviennent fluorescents par

excitation au laser.
- Cercles noirs : cytosines methylées ; cercles blancs : cytosines non methylées ; NFQ : Non

Fluorescent Quencher ; MGB : Minor Groove Binder.
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3/ RESULTATS

3.1 : A partir de 2 observations :

Dans un premier temps, nous avons décrit deux observations cliniques d’obésité développée
dans I’adolescence et pour lesquelles une épimutation de DLK/ (observation n°l) et une
hypométhylation de H19-IGF2 (observation n°2) ont été diagnostiquées dans le service du Pr

Netchine (Explorations Fonctionnelles Endocriniennes, Trousseau).

3.1.1 Observation n° 1

Il s’agissait d’une enfant de sexe féminin, née en 1997, vue en consultation a I’age de 8 ans et
"2 pour surpoids et prise en charge nutritionnelle. Elle avait des antécédents de RCIU avec une
naissance a 40 SA et 4 jours, un PN de 2330g (-2,5DS), une TN de 45c¢m (-3,3DS) et un PCN
de 33,5cm (-1,5 DS), soit une relative macrocéphalie. En période néonatale, elle ne réclamait

2éme

pas a manger et avait des difficultés alimentaires améliorées dans la partie de I’enfance.

1 ére

Lors de la consultation, elle présentait un surpoids (Figure 7b) (poids : 29 kg ; taille : 124
cm ; IMC : 18,8 kg/m? ; rapport du poids sur le poids idéal pour la taille (PpT) : 126%), une
puberté précoce (P2 S2 Al) avec télarche débutée vers 8 ans et pubarche débutée vers 9 ans,
et une avance d’age osseux. A I’age de 11 ans, elle était S4 P5 A3 et présentait une
hyperandrogénie clinique avec acné et hirsutisme. Le bilan hormonal était le suivant : FSH
4,6 UI/L, LH 3,5 UI/L, cestradiol 43 pg/ml, testostérone augmentée a 0,87 ng/ml (0,05-0,20
ng/ml). Le bilan surrénalien mettait en évidence une 17 OHP a 0,45 ng/ml (normale) (0,3-0,8
ng/ml), un delta4-andosténedione augmenté a 2,72 ng/ml (0,39-0,98 ng/ml) ainsi qu’un

sulfate de déhydroépiandrostérone (DHEA sulfate) augmenté a 1159 ng/ml (180-1110 ng/ml).

Le cortisol libre urinaire était normal. L’age osseux était estimé a 12 ans pour un age
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chronologique de 10 ans %2. Un utérus pubeére et des ovaires de tailles et d’aspects normaux
¢taient notés a 1’échographie pelvienne. L’échographie rénale était normale. Une
hyperandrogénie d’origine ovarienne a alors été évoquée. Un traitement par antiandrogéne
(Androcur©) et un traitement hormonal substitutif (Estreva©) ont alors été introduits avec
une efficacité sur les signes d’hyperandrogénie.

A 15 ans, sa puberté était terminée. Elle avait un IMC a 25 kg/m” avec une masse grasse
mesurée a 45 % et un tour de taille de 90 cm (N : 81,1 cm). Elle présentait également une
petite taille (Figure 7a) (142,7 cm (-2DS) pour une taille cible estimée a 157 cm), des petits
pieds (pointure de chaussure: 33-34), des petites mains, une hyperandrogénie, et une
asymétrie corporelle discrete.

Sur le plan clinique, le tableau était donc évocateur d’un syndrome de Silver Russell like
devant le RCIU sévere, le retard statural, les particularités morphologiques avec des petites
mains et des petits pieds, une clinodactylie du 5™ doigt de la main droite, une légére
asymétrie corporelle avec un hémicorps droit légérement plus petit (pied, membre inférieur et
main) et des difficultés alimentaires dans la période néonatale. Cependant, une disomie du
chromosome 14 pouvait aussi étre évoquée devant les trés petites extrémités, une prise de
poids excessive, la puberté précoce explosive et I’hyperandrogénie méme si la patiente ne
présentait pas de retard psychomoteur comme décrit en cas de disomie du chromosome 14
(Figure 7). L’étude de méthylation réalisée dans ce contexte a montré une méthylation
normale de la région 11pl5 mais a mis en évidence une épimutation du chromosome 14 au
niveau de la région du géne DLKI. Une disomie maternelle du chromosome 14 a été éliminée
par la réalisation d’une étude SNP (single nucleotide polymorphism) de marqueurs situés sur
le chromosome 14 pour cette patiente et ses 2 parents confirmant que I’anomalie de

méthylation mise en évidence était bien secondaire a une épimutation de la région DLK].
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Figure 7 : Courbe staturo-pondérale (7a) et d’indice de masse corporelle (IMC) (7b) de

la patiente ayant une épimutation du chromosome 14 (observation n°1).
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3.1.2 : Observation n°2 :

Il s’agissait d’une enfant née en 1994 vue en consultation a I’age de 18 ans adressée par le
service de Nutrition de 1’hopital de la Pitié-Salpétriere (Dr Christine Poitou). Elle était née au
terme de 39 SA, avec un RCIU (PN 1940g (-3,3 DS), TN 45 cm (-3,1 DS), PCN de 32 cm (-
2,55 DS)). Elle avait eu des difficultés alimentaires en période néonatale. Sur le plan clinique,
il avait été noté a 1’époque une clinodactylie des 5™ doigts, des sclérotiques bleutées, un
grand front bombé, une asymétrie corporelle avec une hypotrophie hémicorporelle gauche.
Des épisodes d’hypoglycémies ont été décrits dans 1’enfance. La croissance staturale (Figure
8a) était sur -3 DS jusqu’a I’age de 2 ans, avec une accélération de la vitesse de croissance a
partir de 1’age de 3 ans et une prise de poids excessive a partir de 1’age de 7 ans entrainant une
obésité avec un IMC a 36 kg/m? a I’age de 18 ans (Figure 8b). Cette obésité était marquée par
des complications a type de gonalgies et dorsalgies entrainant des répercussions sur la vie
quotidienne allant jusqu’a des difficultés a mener une scolarit¢ normale. Sur le plan
métabolique, elle présentait également un diabéte de type 2. Concernant la puberté, 1’age des
premicéres regles était a 11 ans, avec des cycles toujours irréguliers a 18 ans. Devant le tableau
d’obésité avec comorbidités, une chirurgie bariatrique a été réalisée a 1’age de 18 ans.

Sur le plan étiologique, la leptine était a 82 ng/ml (taux élevé), I’adiponectine a 2,2 ug/ml (N :
8). La recherche de mutation sur les génes du récepteur de la leptine, de MC4R, PCSK],
POMC était négative. Le caryotype était normal et la recherche d’épimutation du
chromosome 14 négative.

Devant le tableau (antécédents de RCIU, particularités morphologiques), la recherche de
syndrome de Silver Russell a été réalisée retrouvant une absence de disomie du chromosome
7 mais une hypométhylation au niveau de la région 11pl5 (H19/IGF2) qui confirmait le

diagnostic.
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Il est important de noter que cette patiente avait une taille finale normale sans traitement par
hormone de croissance (taille 160 cm a 18 ans) contrastant avec les tailles finales historiques
rapportées dans ce syndrome (13949 cm pour les femmes) (40). De plus, le diagnostic de SSR
a pu étre réalisé a I’age de 18 ans grace au diagnostic moléculaire disponible depuis 2005
(21). En I’absence de cette certitude diagnostique moléculaire, il aurait ét¢ difficile de porter
le diagnostic indiscutable de SSR chez une jeune fille obese de taille normale. Il s’agit a notre
connaissance du premier cas de patient présentant un SSR et ayant eu recours a une chirurgie

bariatrique en raison de 1’obésité avec complications mécaniques et métaboliques.
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Figure 8 : Courbes de croissance staturo-pondérale (8a) et d’IMC (8b) de la patiente
ayant une hypométhylation au niveau de la région 11p15 (H19/IGF2) (observation n°2).
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Ces deux observations montrent donc que des anomalies de méthylation dans des régions
chromosomiques soumises a empreinte (DLK/ ; H19-IGF2) peuvent étre impliquées dans
I’obésit¢ commune. Afin de confirmer cette hypothése, nous avons recherché
systématiquement ces anomalies de méthylation dans une population d’enfants suivis pour

obésité et ayant des antécédents de RCIU.

3.2 : Etude de la méthylation des génes DLK1, HI9/IGF2 et SNRPN.

Nous avons recherché des anomalies de méthylation aux niveaux des genes DLK1, H19/IGF?2
et SNRPN chez 15 sujets présentant une obésité infantile et des antécédents de PAG (petit age

gestationnel) / RCIU.

3.2.1 :Description de la population

La cohorte était composée de 15 enfants dont 7 garcons (46,6 %). Tous répondaient aux
criteres de RCIU selon les courbes de Usher et Mc Lean (<-2 SDS pour le PN et /ou la TN en
fonction du terme). Ils étaient nés entre 1988 et 2004 au terme moyen de 39,2+1,0 SA avec
un PN moyen de 2,7+0,2 kg et une TN moyenne de 45,9+0,9 cm. Les données sur le PCN
n’étaient pas renseignées pour tous les enfants sauf 2.

Les patients étaient agés en moyenne de 10,2+3,8 ans au moment de I’inclusion avec un Z
score de ’IMC moyen de 5,0+ 1,4 DS.

L’age de début d’obésité était en moyenne de 2,7 £1,0 ans. Le pourcentage moyen de masse
grasse ¢€tait de 46,5+ 8,5% (données manquantes chez 3 patients). Un antécédent d’obésité ou
de surpoids était noté chez au moins un des deux parents pour 11 sujets sur 15 (73,3%).

Les caractéristiques générales des 15 sujets étudiés sont décrites dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Description de la population étudiée:

1 13 F 39 | 2,9(1) (_;,65) (3525) Oui 3 53,7 6,2 61,1
2 10 M 40 (226) (‘_fj) ?O‘rj':’) Non 5 24,5 3,5 44,4
3 6 F 40 (-21',85) (_;,67) ND ND 1 30,9 7,7 46,3
4 13 M | 38 é:i) (‘_‘g’,’; ND Non 4 28,8 3,6 39,2
5 8 F 40 (_22"52) (_;,67) ND Non 2,5 23,1 4,0 35,3

6| 12 Fo| 38 (_22';) (_;',56) ND Oui 3 38,3 5,2 53,6
7 12 F 41 (_21"2) (‘_127,'25) ND Oui 2,5 35 4,7 48,5
8 12 Fo| 375 (_%"1) (A_'zs) ND Oui 2 33,6 45 56,5
9 13 M | 395 (_21';) (‘_127) ND Oui 2,5 34,8 4.6 54,6
10 4 M | 40 (_22"28) (_;'?8) ND Oui 3 23,8 5,4 ND
11 15 M 40 (_21"86) (_‘:37) ND Oui 2,5 48,1 5,8 40,8
12 9 F 39 (219) (_‘21,65) ND Oui 3 28,4 5,1 42,8
13 16 M 39 (_21"91) (‘_127) ND Oui 3,5 36,5 4,4 34,6
14 5 M 38 (_21"71) (_‘21,61) ND Oui 1,2 28,8 7,6 ND
15 5 F 38,5 (_21"1;) (_2,56) ND Oui 1,5 28,4 2,6 ND

(DS : dérivation standard ; SA : semaine d’aménorrhée ; PN : poids de naissance ; TN : taille de
naissance ; PCN : périmetre crdnien de naissance ; IMC : indice de masse corporelle ; MG : masse
grasse ; ND : non déterminé : Atcds : antécédents)
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Les parameétres métaboliques des 15 sujets sont décrits dans le tableau 3.

Le tour de taille était en moyenne de 104,7+25,9 cm (pour les filles : 98,7+ 13,4 cm et pour
les gargons 101,84+25,6 cm en moyenne).

Les PAS et PAD moyennes étaient respectivement de 117,1+10,9 mmHg et 61,8+9,9 mmHg.
En ce qui concerne le métabolisme glucidique, la glycémie a jeun était en moyenne de 4,48+
0,39 mmol/L et I’insulinémie de 15,7+ 11,8 uUI/mL. Le HOMA moyen était de 3,2 + 2,6. Un
seul enfant avait une intolérance au glucose sur les 15 sujets (6,7%). Aucun n’avait de
diabete.

Sur le plan lipidique, la cholestérolémie totale, la LDL-cholestérolémie et la HDL-
cholestérolémie moyennes étaient respectivement de 4,4+0,9 mmol/L, 2,1+ 0,9 mmol/L et 1,5

+ 0,2 mmol/L. La triglycéridémie était de 0,8+ 0,3 mmol/L en moyenne.
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Tableau 3 : Paramétres métaboliques des 15 sujets étudiés:

1 Non 155 128 66 5,4 35 8,4 4,6 1 ND 1
2 IG 75 120 66 4,8 13,3 2,8 3,5 1,7 1,5 0,4
3 Non 88 111 58 4,4 ND ND 5,8 ND ND ND
4 Non ND 110 60 4,4 6,2 1,2 6,1 1,6 41 0,8
5 Non 81 110 60 4,4 5,1 1,1 4 1,6 1,9 0,5
6 Non 113 124 85 4,1 16,9 3,1 4,3 1,7 1,7 1

7 Non 111 110 50 4,4 33 6,4 5 1,4 2,9 1

8 Non | 1085 | 130 60 4 3,5 0,6 4,6 1,5 2,4 1,1
9 Non | 1145 | 110 60 4,2 23 4,3 5,3 1,2 2,9 1,6
10 ND 76,5 110 60 ND ND ND 2,9 1,5 0,9 0,7
11 | Non | 143,5 | 100 60 4,6 35,2 7,2 4,6 1,2 2,2 1

12 | Non ND 133 74 4,6 7,5 1,5 3,8 1,5 1,6 0,5
13 | Non 110 ND ND 4,8 9,9 2,1 3,7 1,6 0,9 0,7
14 | Non 80 100 45 4,7 8 1,67 4,7 1,7 2,65 0,6
15 | Non ND ND ND 3,9 7,9 1,37 3 ND ND ND

(4J : a jeun ; Ins : insulinémie; TT : tour de taille; PAS : pression artérielle systolique ; PAD :
pression artérielle diastolique ; CT : cholestérol total ; TG : triglycérides).
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3.2.2 :Etude de la méthylation.

Une déméthylation sur le géne DLKI avec un index de méthylation de 2 % a été mis en
¢vidence chez un patient de la cohorte (cas n°2) (Figure 9) soit 6,7 % des enfants obeses avec
antécédents de RCIU issus de cette cohorte. Aucune autre anomalie n’a été identifiée dans les
autres régions ¢étudiées en dehors d’une hypométhylation au niveau de la région DMRO
d’IGF2 chez 1 sujet (cas n° 11) correspondant peut-étre a un polymorphisme non pathologique
mais dont la signification et I’absence de répercussion sur la croissance foetale ne sont pas
clairement établies (Figure 9).

Figure 9 : Index de méthylation des génes soumis a2 empreinte sur les chromosomes 14

(DLKI) et 11 (H19 promoteur, ICR1 H19/ICR2, DMRO0 IGF2) et sur les génes SNRPN-
SNURF impliqués dans le syndrome de Prader Willi.
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(Région entre les deux barres horizontales correspondant a un index de méthylation normal.
En dessous : région correspondant a une hypométhylation).
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3.3 : Description du patient porteur d’une anomalie de méthylation de DLKI (cas
n°2):

Il s’agissait d’un enfant de sexe masculin né¢ en 1995, au terme de 40 SA, présentant un
RCIU avec une macrocéphalie relative. Le PN était de a 2,6 kg (-2 DS) avec une TN de 46,5
cm (-2,4DS) et un PCN de 35,5 cm (+0,4 DS). Il a présenté a la naissance, une hypotonie
néonatale avec hospitalisation dans les premiers jours de vie pour troubles alimentaires. Sur le
plan morphologique, il a été constaté vers 2 ans une acromicrie, un front bomb¢, une ensellure
nasale, un micrognathisme, un palais ogival, une hyperlaxité. Un discret retard psychomoteur
¢tait noté avec des difficultés d’apprentissage et des troubles du langage ayant nécessité une
prise en charge orthophonique.
Sur le plan statural, il a évolué initialement sur -2DS (Figure 10a) puis une accélération de la
croissance staturale a été observée vers 1’dge de 10 ans et 5 mois en rapport avec une puberté
évolutive, finalement responsable d’une petite taille définitive a 1’age de 16 ans (150 cm soit -
3,5 DS). Sur le plan pondéral, il a évolué initialement sur — 2 DS jusqu’a I’age de 2 ans, puis a
partir de I’age de 5 ans et '%, une accélération de la prise pondérale est notée correspondant a
I’age de début de ’obésité (IMC a 18 kg/m”* soit > 97éme P; Z score de 'IMC a 3,5 DS)
(Figure 10b).
Sur le plan endocrinien, il a présenté une puberté précoce avant 1’dge de 10 ans avec une
avance d’age osseux (age osseux estimé a 11 ans pour un age chronologique de 9 ans).
Sur le plan métabolique, un profil d’intolérance glucidique a été diagnostiqué a 11 ans avec
une résistance insulinique. Une hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) réalisée a
14 ans et 10 mois retrouvait une glycémie a jeun a 4,8 mmol/L (donc inférieure a 7 mmol/L)
et une glycémie a T 120 minutes a 9,9 mmol/L (donc supérieure a 7,8 mmol/L et inférieure a

11 mmol/L) avec un HOMA a 2,8.
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3.4 : Comparaison des 3 observations. (Tableau 4)

Tableau 4 : Synthése

Sexe F F M
Terme (SA) 40+ 4 39 40
PN (Kg) 2,33 (-2,5 DS) 1,94 (-3,3 DS) 2,56 (-2 DS)
TN (cm) 45 (-3,3 DS) 45 (-3,1 DS) 46,5 (-2,4 DS)
PC (cm) 33,5 (-1,5 DS) 32 (-2,55 DS) 35,5 (+0,4 DS)
RCIU oul oul oul

- Difficultés alimentaires
en période néonatale.

- Hyperandrogénie

- Acromicrie

- Macrocéphalie relative
- Difficultés alimentaires
en période néonatale.

- Hypotonie néonatale
- Difficultés alimentaires
en période néonatale.

- Asymétrie corporelle - dllleeksiils 5 Eozl Acromicrie ;
Histoire clinique et . . eme - Sclérotiques bleutées, - Front bombeé.
- Clinodactylie du 5 , - Palais ogival
critéres doiat in droit grand front bombé e
morphologiques o187 maih drote. - Asymétrie corporelle Plipergis,
- Absence de retard - Acromicrie - Discret retard
sychomoteur.
1 - Hypoglycémies dans psychomoteur.
VarEree - Difficultés
apprentissage, troubles
du langage.
Antécédent obésité ou
Non ND Non

surpoids famille

Z score de I'IMC

1,9 DS a 10 ans

3,8 DS a 18 ans

3,5DS a 10 ans

MG % 45,0 51,8 44,35
Diabete Non Diabete de type 2 IG
HTA Non Non Non
Dyslipidémie Non Non Non
Puberté précoce Oui Non Oui
Age de début obésité 6 7 5

(ans)

Génétique

Hypométhylation DLK1
Chromosome 14

hypométhylation au
niveau de la région
11p15 (H19/IGF2)

Hypométhylation DLK1
Chromosome 14

(ND : non déterminé ; IG : intolérance glucidique ; MG : masse grasse).
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4/ DISCUSSION :

L’objectif de notre étude était d’évaluer I’implication de trois régions chromosomiques
soumises a empreinte (DLK1 ; H19-IGF2 ; SNRPN) dans I’obésité infantile.

Nous avons formulé 1’hypothése du role éventuel des geénes soumis a empreinte chez les
enfants obeses petits pour 1’age gestationnel (PAG) et/ou avec des antécédents de RCIU a
partir de 1’observation des 2 cas index décrits dans ce travail. Le premier cas était une
adolescente chez laquelle le diagnostic d’épimutation du chromosome 14 dans la région
soumise a empreinte du géne DLK/ a été fait en raison de ses antécédents de RCIU avec une
prise de poids excessive dans I’enfance avec hyperandrogénie et puberté précoce. Le
deuxiéme cas était une jeune adulte obése chez laquelle le diagnostic de syndrome de Silver
Russell par hypométhylation de la région 11pl15 HI19/IGF2 a été fait de la méme facon en
raison des antécédents de PAG/RCIU, les particularités morphologiques et le développement
de I’obésité dans la seconde partie de I’enfance. Ces 2 observations montrent donc que les
anomalies épigénétiques classiquement décrites dans les cas de RCIU sont potentiellement
impliquées dans 1’obésité infantile. Afin de valider notre hypothése, nous avons recherché
systématiquement des anomalies de méthylation dans 3 régions chromosomiques soumises a
empreinte (DLK1, H19-IGF2, SNRPN) chez 15 enfants suivis pour obésité sévére et chez
lesquels des antécédents de RCIU ont été notés. Une hypométhylation de la région incluant le
géne DLK] sur le chromosome 14 a été mise en évidence chez un patient, soit une fréquence
de 6,7% dans notre cohorte. Cependant, en raison du faible effectif; il est difficile de conclure
sur la réelle fréquence de telles anomalies dans 1’obésité commune. Nous allons donc
poursuivre ce travail en élargissant la population étudiée afin de confirmer ’implication de
ces anomalies dans 1’obésité commune.

L’analyse fine du phénotype des 3 sujets ayant une anomalie de méthylation permet de mettre

en évidence des similitudes en dehors des antécédents de RCIU. Des difficultés alimentaires
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dans les 17" années de vie sont notées dans les 3 observations ainsi que des particularités

eéme

morphologiques comme la clinodactylie du 5 doigt, I’acromicrie et la macrocéphalie
relative. Ces particularités sont classiquement décrites dans le SSR et la mUPDI14 (9). La
surcharge pondérale se développe dans la seconde partie de I’enfance avec un age de début de
I’obésité aux alentours de 6 ans dans les 3 cas. Il est important de noter que I’'IMC reste en
dessous du 3°™ percentile pour 2 enfants au cours des 1 années de la vie ce qui n’est pas
classiquement rencontré dans les populations obeses sans anomalie de méthylation. De plus,
aucun d’entre eux n’avait d’antécédent familial de surpoids ni d’obésité ce qui n’est pas
habituel non plus dans 1’obésité commune (41).

Sur le plan endocrinien, une puberté précoce responsable d’une accélération de la vitesse de
croissance staturale avec une petite taille définitive est notée chez les 2 patients porteurs d’une
épimutation du chromosome 14. Cela différe de I’obésité commune et en particulier chez le
garcon. En effet, I’dge de survenue de la puberté chez le garcon est peu ou pas influencé par
I’obésité (41). En revanche, chez la fille obése, la puberté est avancée (apparition des
caracteres sexuels secondaires avant 10 ans) dans environ 10 a 20 % des cas mais sans petite
taille définitive. En effet, il existe une accélération de la croissance staturale chez I’enfant
obese avec une taille définitive normale en rapport avec la taille cible (41) en dépit des
anomalies décrites dans ’axe GH/IGF1 (42) caractérisées principalement par une réduction
de I’hormone de croissance (GH) avec des niveaux normaux d’IGF1. L’hyperinsulinisme
décrit dans I’obésité est une des principales explications. En effet, celle-ci inhibe la synthése
d’IGFBP-1 (protéine porteuse de I’IGF-1) et augmente de ce fait la fraction libre de I'IGF-1 et
donc sa biodisponibilité. L’insuline a également un effet stimulant direct sur la synthese
d’IGF-1. L’augmentation de I’IGF-1 permet de maintenir, et souvent d’accélérer la croissance

staturale malgré les taux bas de GH (41).
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Que ce soit dans la mUPD14 (15) ou le SSR, une adrénarche et/ou une puberté précoce sont
décrites et sont aussi probablement responsables de la petite taille définitive. L’analyse
rétrospective de ’histoire clinique du cas index n°2 n’a pas permis de mettre en évidence cet
¢lément. Cependant, en pratique courante, le suivi des enfants ayant un SSR montre
I’apparition d’une hyperandrogénie fréquente dans la seconde partie de I’enfance avec des
taux ¢levés de SDHEA et une évolution rapide de I’age osseux ce qui aboutit a la petite taille
définitive (43). Au total, I’analyse comparative des 3 observations nous a permis de distinguer
quelques ¢léments communs dans [’histoire clinique: antécédents de RCIU avec
macrocéphalie relative, difficultés alimentaires dans les 1°** années de vie, accélération de la
croissance pondérale apres I’age de 4 ans, adrénarche et/ou puberté précoce qui doivent faire
rechercher une anomalie de méthylation.

Sur le plan métabolique, 2 sujets sur 3 avaient des anomalies du métabolisme glucidique avec
une intolérance glucidique et un diabéte de type 2. Méme si cela reste a confirmer dans une
cohorte plus large, cela est possiblement en rapport avec le lien connu entre RCIU et
complications métaboliques a long terme. En effet, I’intolérance au glucose reste rare dans
I’obésité commune (10 a 15 % environ des enfants obéses (41)) et le diabéte de type 2
exceptionnel. En effet, il touche principalement des adolescents ayant une obésité massive
avec des antécédents familiaux de diabéte et/ou issus de minorités a risque, ce qui n’était pas
le cas du cas n°2. Il n’y avait pas d’autres complications métaboliques (dyslipidémie,
hypertension artérielle). Enfin, il est important de noter que le % de masse grasse était
particulierement ¢levé pour le niveau d’IMC des 2 sujets ce qui pourrait étre en faveur d’une
accumulation préférentielle de la MG abdominale et d’un développement faible des masses
musculaires comme décrit chez les patients ayant un SSR.

Les mécanismes moléculaires a 1’origine du phénotype obésité sont peu connus en cas

d’anomalies de méthylation. Le géne Pref I- DLK1, situé sur le chromosome 14, est un géne
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soumis a empreinte a expression paternelle. Il est connu pour jouer un role dans I’inhibition
de la différenciation des adipocytes (44). Chez I’animal, les souris invalidées (KO) pour
DLK] présentent une augmentation de masse grasse associée a d’autres phénotypes comme
un retard de croissance et des malformations du squelette. Le méme phénotype est observé
chez les souris KO hétérozygotes si 1’allele invalidé est hérit¢ du pere, alors que ces
anomalies ne sont pas retrouvées chez les souris KO hétérozygotes ayant hérité de 1’allele
maternel (27). Ces résultats montrent que DLK/ est bien soumis a empreinte paternelle et
qu’il joue un role important dans la croissance et ’homéostasie du tissu adipeux.

Les génes soumis a empreinte pourraient aussi jouer un role dans le contréle hypothalamique
de la balance énergétique (45), ce qui pourrait expliquer le phénotype obésité observé dans
les syndromes liées a ces anomalies de méthylation (PWS, SSR, mUPD14). Récemment, la
présence de DLK a d’ailleurs été décrite dans une population de neurones située au niveau de
I’hypothalamus (46) suggérant le rdole potentiel de DLKI dans le contrdle de la prise
alimentaire (47),(46).

Nous avons mis en évidence dans notre cohorte une hypométhylation dans la région DMRO
de IGF2 chez un autre enfant obése. La signification clinique de cette hypométhylation n’est
pas connue. Sa recherche dans d’autres populations d’enfants suggeére qu’il s’agit
probablement d’un polymorphisme non pathologique mais cela n’est pas encore clairement
¢tabli (données personnelles Pr Netchine).

Les prises en charge classiques de I’obésité ou de la puberté précoce ne prenaient pas en
compte jusqu’a présent les patients porteurs d’anomalies dans les genes soumis a empreinte
en raison de I’ignorance de I’implication de ces anomalies. Ce travail permet de montrer que
des anomalies de méthylation peuvent étre impliquées dans des tableaux d’obésité commune
et que certains signes dans 1’histoire clinique doivent les faire rechercher systématiquement

tels que les antécédents de PAG/RCIU, les difficultés alimentaires dans la petite enfance et en
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particulier en période néonatale, une adrénarche et/ou une puberté précoce avec
hyperandrogénie et enfin une surcharge pondérale de degré variable mais avec un % de masse
grasse relativement ¢élevé > 35-40%. Le dépistage et la prise en charge précoce des anomalies
endocriniennes (hyperandrogénie, puberté précoce) et nutritionnelles dans ces situations
pourraient éventuellement permettre d’améliorer le pronostic statural de ces enfants et limiter
le développement de complications métaboliques comme les anomalies du métabolisme
glucidique. Par ailleurs, ces observations soulignent I’importance du contrdle de la prise
pondérale chez les enfants ayant un SSR. En effet, en raison des anomalies de la composition
corporelle observées avec des masses musculaires peu développées, ces enfants doivent
maintenir idéalement un PpT inférieur a 100% afin d’éviter 1’apparition d’une obésité

exposant a des risques de complications métaboliques précoces.
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V/ANNEXE :

Annexe 1 : Courbes de corpulence francaises et seuils de ’IOTF pour les garcons

] IMC, Poids/Taille?
(kg/mz) Obésité AOTFIO)

Gargons

7 8 910111213 14151617 18
Age (années)

Les centiles IOTF 25 (centile atteignant 25 kg/m” & 18 ans) et IOTF 30 (centile atteignant
30 kg/m” & 18 ans) définissent respectivement le surpoids et 1’obésité. Le 97¢ centile des
valeurs de référence francaises définit le surpoids.

68




VI/RESUME ET MOTS CLES :

Introduction : Les facteurs génétiques et épigénétiques jouent un role-clé dans la genese de
I’obésité infantile. Le syndrome de Silver-Russell, modéle extréme de retard de croissance
intra-utérin (RCIU), est li¢ a des anomalies de méthylation sur des génes soumis a empreinte
et notamment la région H/9-IGF2. En raison du lien décrit entre RCIU et obésité, nous avons
fait I’hypotheése que des anomalies dans certaines régions soumises a empreinte pourraient
étre impliquées dans I’obésité infantile. L’objectif de notre étude était donc d’évaluer
I’implication de trois régions chromosomiques soumises a empreinte dans 1’obésité infantile.
Matériels et méthodes : Dans un 1° temps, nous avons repris 2 observations d’adolescentes
obeses nées petites pour 1’dge gestationnel (PAG) et chez lesquelles une anomalie de
méthylation du géne DLKI ou de la région H19-IGF2 a été diagnostiquée. Puis, nous avons
effectué un profil de méthylation de 3 geénes soumis a empreinte parentale (DLK/ ; HI9-IGF?2
et SNRPN) a partir de la technique ASMM RTQ- PCR chez 15 enfants obéses ayant des
antécédents de RCIU.

Résultats : Dans le groupe des 15 enfants obeses étudiés, une hypométhylation du gene
DLK1 a été diagnostiquée chez un enfant. Une hypométhylation au niveau de la région DMRO
de IGF2 a aussi été mise en évidence chez un autre sujet, la signification physiopathologique
de cette hypométhylation n’étant pour I’instant pas élucidée. La fréquence de ces anomalies
dans notre cohorte était donc de 6,7%. L’analyse du phénotype a permis de mettre en
évidence des similitudes comme I’absence d’antécédents familiaux d’obésité, des difficultés
alimentaires dans la petite enfance, 1’accélération de la croissance pondérale apres 1’age de 5
ans et des anomalies endocriniennes comme une hyperandrogénie et/ou une puberté précoce
avec une petite taille définitive chez les patients porteurs de telles anomalies.

Discussion : Cette étude préliminaire a confirmé que des anomalies de méthylation dans des
régions chromosomiques soumises a empreinte sont impliquées dans I’obésité infantile. Elles
sont associées a un phénotype spécifique évocateur. Ces résultats préliminaires sont a
confirmer dans une cohorte plus large d’enfants obeses ayant des antécédents de PAG/RCIU

afin de déterminer la fréquence de telles anomalies dans 1’obésité infantile.

MOTS-CLES :

Syndrome de Silver Russell ; Retard de croissance intra-utérin ; génes soumis a empreinte

parentale ; obésité infantile.
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Introduction : Les facteurs génétiques et épigénétiques jouent un role-clé dans la genese de
I’obésité infantile. Le syndrome de Silver-Russell, modéle extréme de retard de croissance
intra-utérin (RCIU), est li¢ a des anomalies de méthylation sur des génes soumis a empreinte
et notamment la région H79-IGF2. En raison du lien décrit entre RCIU et obésité, nous avons
fait I’hypotheése que des anomalies dans certaines régions soumises a empreinte pourraient
étre impliquées dans I’obésité infantile. L’objectif de notre étude était donc d’évaluer
I’implication de trois régions chromosomiques soumises a empreinte dans 1’obésité infantile.
Matériels et méthodes : Dans un 1* temps, nous avons repris 2 observations d’adolescentes
obeses nées petites pour 1’dge gestationnel (PAG) et chez lesquelles une anomalie de
méthylation du géne DLKI ou de la région H19-IGF2 a été diagnostiquée. Puis, nous avons
effectué un profil de méthylation de 3 geénes soumis a empreinte parentale (DLK/ ; HI9-IGF?2
et SNRPN) a partir de la technique ASMM RTQ- PCR chez 15 enfants obéses ayant des
antécédents de RCIU.

Résultats : Dans le groupe des 15 enfants obeses étudiés, une hypométhylation du gene
DLK1 a été diagnostiquée chez un enfant. Une hypométhylation au niveau de la région DMRO
de IGF2, aaussi été mise en évidence chez un autre sujet, la signification physiopathologique
de cette hypométhylation n’étant pour I’instant pas élucidée. La fréquence de ces anomalies
dans notre cohorte était donc de 6,7%. L’analyse du phénotype a permis de mettre en
évidence des similitudes comme I’absence d’antécédents familiaux d’obésité, des difficultés
alimentaires dans la petite enfance, 1’accélération de la croissance pondérale apres 1’age de 5
ans et des anomalies endocriniennes comme une hyperandrogénie et/ou une puberté précoce
avec une petite taille définitive chez les patients porteurs de telles anomalies.

Discussion : Cette étude préliminaire a confirmé que des anomalies de méthylation dans des
régions chromosomiques soumises a empreinte sont impliquées dans I’obésité infantile. Elles
sont associées a un phénotype spécifique évocateur. Ces résultats préliminaires sont a
confirmer dans une cohorte plus large d’enfants obeéses ayant des antécédents de PAG/RCIU

afin de déterminer la fréquence de telles anomalies dans 1’obésité infantile.

MOTS-CLES :

Syndrome de Silver Russell ; retard de croissance intra-utérin ; génes soumis a empreinte

parentale ; obésité infantile.
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