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A. Revue de la littérature

1. L’anorexie mentale

1.1. Introduction a la maladie

L’anorexie mentale est un trouble qui touche majoritairement les femmes dés le
début de I'adolescence (1).

Les patients souffrant d’anorexie mentale présentent en premier lieu des
cognitions tres particuliéres. lls expriment pour la plupart une peur intense et excessive
de prendre du poids, associée a des traits de perfectionnisme et une faible estime de soi
(2). S’y inscrit la dysmorphophobie, ou la perception altérée de l'image du corps
accompagnée de pensées obsédantes et excessives sur certaines parties jugées
négativement (le ventre, les hanches ou les cuisses par exemple). Ces ruminations
envahissent tout le champ cognitif puis les comportements s’axent progressivement
autour. On observe par exemple des pesées de plus en plus fréquentes, une sélection
alimentaire associée a un calcul des calories ingérées, de la culpabilité aprés les repas...
Trouble égosyntonique par excellence (en accord avec les principes de la personne), les
patients souffrant d’anorexie sont classiquement anosognosiques, au moins au début de
la pathologie.

La principale conséquence de ces troubles est un profond amaigrissement. |l est
central tant sur le plan du diagnostic, des complications, du pronostic et des objectifs de
prise en charge. Le poids n’est pas évalué directement, mais par I'Indice de Masse
Corporelle, défini par le rapport du poids (en kilogrammes) sur la taille au carré (en
centimétres). Chez les plus jeunes, cet indice est rapporté sur les normes par rapport a
I'age et les courbes de croissance. Tout autant que cette valeur ponctuelle il est primordial
de considérer la cinétique de la perte de poids, qui permet d’apprécier la gravité des
troubles.

Comme évoqué plus haut, le comportement alimentaire est modifié. Il I'est sur le
plan quantitatif (restriction alimentaire, jeine, baisse des portions...) comme sur le plan
qualitatif (sélection alimentaire, éviction d’aliments jugés mauvais...). Le repas est un
moment anxiogéne et de fait contrélé et ritualisé a I'excés (découpage des aliments,
lenteur a I'ingestion, machage excessif...).

En plus des comportements liés a une baisse de la prise d’aliments, les patients

développent des stratégies soit pour dépenser les calories ingérées
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(hyperinvestissement physique et intellectuel, exposition au froid, utilisation de
stimulants), soit pour en diminuer I'absorption (macher, cracher, vomir, prise de laxatifs
et diurétiques). Dans I'objectif de limiter I'apparition de la sensation de faim, ils peuvent
avoir recours a des médicaments anorexigénes ou présenter une potomanie.

Sur le plan physique, la dénutrition et les carences conduisent a une perturbation
des fonctions physiologiques et endocriniennes. Chez les femmes, il pouvait étre observé
une ameénorrhée primaire ou secondaire (signe récemment enlevé des critéres
diagnostiques). Suivant la durée et la profondeur de la dénutrition, d’autres signes
peuvent étre observés chez les patients : une hypothermie, une bradycardie, une frilosité,
un amincissement ou une chute des phanéres, une ostéoporose, des troubles digestifs
voire des troubles cognitifs. Des conséquences des comportements adoptés par les
patients souffrant d’anorexie peuvent apparaitre, comme des troubles ioniques voire du
rythme cardiaque (vomissements, laxatifs, diurétiques), un cedéme cérébral (potomanie),

des complications ostéoarticulaires (hyperactivité physique)...

1.2. Critéres diagnostiques

Les critéres diagnostiques de I'anorexie mentale sont énoncés dans le Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorder (DSM) (3). Du fait de I'avancement des
connaissances scientifiques sur les pathologies, elle est régulierement mise a jour,
faisant évoluer les diagnostics et leurs critéres au cours du temps. Actuellement, le DSM
en est a sa 5¢ version (DSM-V), publié en 2013, traduit en juin 2015).

Comparativement a sa version précédente (le DSM-IV révisé), le DSM-V a fait
évoluer les criteres nécessaires au diagnostic d’anorexie mentale (4). Le poids doit
maintenant étre « significativement bas », et non strictement inférieur a 15 % du poids
normal ou un IMC strictement inférieur a 17,5. |l n’est plus nécessaire que les patients
verbalisent leur peur de grossir, ce que les adolescents disent peu ; il s’agit maintenant
d’observer des comportements empéchant la prise en poids malgré la faible valeur de
celui-ci. Enfin, il abandonne la notion d’'aménorrhée, la littérature scientifique n’en ayant

pas prouvé la pertinence (5,6) et permettant ainsi le diagnostic chez les hommes.
Il repose maintenant sur les éléments suivants :

A. Restriction des apports énergétigues par rapport aux besoins conduisant a un

poids significativement bas compte tenu de I'dge, du sexe, du stade de développement et
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de la santé physique. Est considéré comme significativement bas un poids inférieur a la
norme minimale ou, pour les enfants et les adolescents, inférieur au poids minimal attendu.
B. Peur intense de prendre du poids ou de devenir gros, ou comportement
persistant interférant avec la prise de poids, alors que le poids est significativement bas.
C. Altération de la perception du poids ou de la forme de son propre corps,
influence excessive du poids ou de la forme corporelle sur I’estime de soi, ou manque de

reconnaissance persistant de la gravité de la maigreur actuelle.

Le DSM-V précise deux formes. La premiére est dite « type restrictif », lorsque la
perte de poids est exclusivement due au jeun et/ou a I'exercice physique. La seconde est
dite « type accés hyperphagiques/purgatif » et concerne les patients avec accés de
gloutonnerie et/ou comportements purgatifs (laxatifs, diurétiques etc).

Une rémission compléte est obtenue lorsqu’un poids normal est récupéré (critére
A) associé a une disparition des cognitions anorexiques (critéres B et C). Les patients
sont en rémission partielle lorsqu’'un poids normal est obtenu, mais les cognitions
anorexiques persistent.

Une échelle de séverité est décrite : elle va de Iégére lorsque I'IMC est supérieur

a 17kg/m?, a extréme lorsque I'lCM est inférieur a 15kg/m>.

1.3. Epidémiologie
Ce trouble est en général sous-diagnostiquée, et rend de fait les études
epidémiologiques imprécises, pour plusieurs raisons : I'anosognosie du trouble, dont la
description par Laségue en est le prototype (7) et est prédominante chez le sous-type
restrictif (8), son caractére égosyntonique (9) et un manque de sensibilité des

questionnaires traditionnels (10,11)

1.3.1. Prévalence

Tout trouble du comportement alimentaire (TCA) pris en compte, la prévalence vie
entiere, correspondant a la proportion de personnes qui présentera le trouble un jour
dans sa vie, est d’environ 5 % (12).

Lorsque I'on se concentre sur 'anorexie mentale, la prévalence vie entiére est
estimée entre 0,3 et 0,8 % (13). Elle est de 0,5 a 1,6 % chez les femmes (13,14), et de
0,2 a 0,3 % chez les hommes (13,15). Le sex-ratio chez les adultes est de 1/8, au

désavantage des femmes.
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Chez les adolescents de 11 a 19 ans, la prévalence est de 1,7 % chez les filles et
0,1 % chez les gargons (16), avec un sex-ratio un peu moins déséquilibré, mais toujours

au désavantage des femmes a 1/5 (17).

1.3.2. Incidence

Il s’agit du nombre de nouveaux cas dans une population donnée, sur un temps
défini. Elle a augmenté jusque dans les années 90, puis s’est stabilisée a 5,4/100 000
personnes par an (18), probablement du fait d’outils diagnostics plus fiables et d’'une
sensibilisation des praticiens. Chez les patients de moins de 13 ans, elle est a
1,1/100 000 personne par an (17).

La faible demande d’aide des patients souffrant d’anorexie mentale impacte
I'incidence de la maladie selon la population prise en compte : I'incidence est supérieure
en communauté (lors d’'un dépistage systématique par exemple) que chez les personnes

demandeuses de soin (19).

L’anorexie mentale est une pathologie fréquente, qui touche principalement les

jeunes femmes.

1.4. Evolution, pronostic

La maladie concerne principalement les filles, et débute en général dans I'enfance
ou au cours de I'adolescence (1). Elle débute le plus souvent par une perte de poids,
voulue ou imposée socialement comme dans le cadre d’une profession, suivie par une

perte de contrdle et une restriction alimentaire de plus en plus sévére.

Anorexia nervosa

Atypical eating
disorders

Bulimia nervosa

Figure 2: Schematic representation of temporal movement
between the eating disorders

The size of the amow indicates likelihood of movement in shown direction.
Arrows that point oulside of the circle indicate recovery.

Figure 1, tirée de (21) : Switch diagnostique entre les différents TCA. Plus la fleche est épaisse,
plus le passage d’une catégorie diagnostique a l'autre est fréquent.
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Les patients qui souffrent d’'un TCA évoluent facilement d'une catégorie
diagnostique a I'autre (anorexie mentale, boulimie, hyperphagie boulimique, autre trouble
de l'alimentation). Classiquement, les patients passent de I'anorexie mentale vers une

boulimie ou « autre trouble de I'alimentation » (20) (Figure 1).

Des auteurs (21) ont comparé [I'état nutritionnel et les caractéristiques
démographiques de patientes souffrant d’anorexie mentale aprés 10 ans d’évolution.
Dans cette étude, 88 % des patients ont récupéré un IMC normal, mais gardaient un IMC
moyen inférieur a celui des contrbles (22 kg/m? vs 24 kg/m?). Les patientes étaient
généralement encore dans les études (15 % vs 4 %), avaient moins d’enfants (50 % vs
66 %) et étaient moins mariées (68 % vs 78 %). On observe la que souffrir d’anorexie
mentale impacte de multiples champs de la vie des patients, et ce méme aprés rémission.

On observe une rémission compléte pour 46,9 % des patients et une amélioration
des symptdmes pour 33,5 % des patients ; 20,8 % des patients présentent une évolution
chronique de leur trouble (22). Néanmoins, une étude beaucoup plus récente (23) est
plus optimiste : parmi les 51 patients souffrant d’anorexie et évalués a 30 ans, 64 % sont
en rémission compléte et 19 % souffrent encore d’'un TCA. La durée moyenne de la
maladie est de 1,9 an (24).

Souffrir d’anorexie mentale majore le risque de décés prématuré, le plus souvent
d( aux complications de la maladie. Le taux de mortalité standardisée, ou taux de déceés
supplémentaire dans I'échantillon par rapport a la population générale, est de 5,2 chez
les patients souffrant d’anorexie (25). Il varie en fonction de la durée d’évolution de la
maladie : de 3,2 lorsque la maladie dure depuis moins de 15 ans il passe a 6,6 lorsque
la maladie dure au-dela (26). Les patients ont 18,1 fois plus de risque de mourir par
suicide par rapport a la population générale (25), ou décédent des complications

médicales de leur trouble.

Il s’agit d’une maladie sévére dont le taux de mortalité est le plus élevé de tous

les troubles psychiatriques.

I a été mis en évidence quelques facteurs influencant positivement ou
négativement le pronostic de la pathologie (Tableau 2). Le principal marqueur
pronostique est le début de la prise en charge (27,28): plus celle-ci est initiée
rapidement, plus le pronostic est bon. Il est aussi primordial de dépister la présence de

comorbidités psychiatriques : si présentes, elles péjorent le pronostic.
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D’autres éléments ont aussi été mis en évidence (Tableau 2), mais d’'une moins

bonne fiabilité.

Facteurs de bon pronostic
Début de la maladie dans 'adolescente
(entre 14 et 19 ans) (22,29)

Longue durée de la premiére
hospitalisation (30)

Bonnes compétences sociales avant la
maladie (27)

Avoir un ou une partenaire, ou de bonnes
relations sociales (31)

Maternité (30)

Facteurs de mauvais pronostic
Début de la maladie avant 14 ans (22)
Nécessité d’hospitalisation, ou
hospitalisations répétées (28)

Isolement social, attitude hostile envers
les proches (29)

Traits de personnalité obsessionnelle
compulsive ou autistiques (32)

Sévérité des symptomes, vomissements,

crises de boulimie (22,28)
Comorbidités addictives (33)

Tableau 1 : Critéres pronostiques cliniques

Nous n’avions a ce jour que peu de marqueurs pronostiques disponibles, et sont
tous cliniques. Du fait de I’extréme gravité du trouble, une évaluation pronostique

fine est primordiale, en complétant les éléments cliniques par des biomarqueurs.

1.5. Anomalies biologiques

De multiples systémes biologiques sont perturbés chez les patients souffrant
d’anorexie mentale. Les origines des anomalies observées peuvent étre multiples : liées

a I'anorexie mentale, a la dénutrition et a ses séquelles, ou les deux.

1.5.1. Hormones de la faim

La ghréline est une hormone principalement produite au niveau des cellules
endocrines de l'estomac. Elle a une action centrale orexigéne, bloque la sécrétion
d’insuline et stimule la motilité gastrique (34).

Chez les patients souffrant d’anorexie mentale, la concentration en ghréline aprés
le jeGne de la nuit est deux fois plus élevée que chez les contrdles, les patients en
rémission d’anorexie mentale et les sujets constitutionnellement minces (35). Le rythme

circadien de la ghréline est maintenu, mais les taux en ghréline sont plus élevés toute la
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journée chez les patients souffrant d’anorexie mentale comparés aux sujets sains et aux
sujets constitutionnellement minces (35). En revanche, ces sujets constitutionnellement
minces ont des taux en ghréline différents des sujets sains (36). Les anomalies de
concentration en ghréline paraissent se normaliser apres renutrition (37).

Au total, la ghréline parait étre influencée par I'lMC et I'état nutritionnel du sujet,

mais aussi jouer un réle dans l'installation ou le maintien de I'anorexie mentale.

La leptine est une hormone anorexigene, impliquée dans la sensation de satiété.
La concentration en leptine tout au long de la journée est plus faible chez les patients
souffrant d’anorexie et les sujets minces, par rapport aux sujets sains ou en rémission
(35,38,39). La concentration en leptine est directement corrélée a I'IMC. L’administration
de leptine chez les rats supprime les comportements d’hyperactivité en situation de semi-
famine (40); I'nypoleptinémie, bien qu’a priori secondaire a la dénutrition induite par
'anorexie mentale, pourrait jouer un réle dans I'apparition ou le maintien de certains

comportements tels que I'’hyperactivité physique.

L’insuline est la seule hormone hypoglycémiante du corps, sécrétée par les ilots
de Langherans du pancréas. Les patients semblent avoir une plus grande sensibilité a
l'insuline (41) et une association a été observée entre le diagnostic d’anorexie et les
facteurs génétiques de sensibilité a I'insuline (42). La sensibilité a cette hormone pourrait

étre un marqueur trait de la maladie.

1.5.2. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre les facteurs pro-oxydatifs
(tels que les dérivés réactifs de I'oxygene) et les facteurs antioxydants enzymatiques
(superoxyde dismutase, catalase...) ou non (vitamine E). Les conséquences sont des
dommages au niveau des protéines ou organites intracellulaires, pouvant mener a une
apoptose ou a une nécrose cellulaire (43). Dés 1999 il a été mis en évidence une moindre
activité de facteurs antioxydants tels que la superoxyde dismutase ou la vitamine E,
induisant de fait un stress oxydatif majoré (44).

Les études s’intéressant au stress oxydatif sont limitées. Une méta-analyse de
2015 (45) a permis d’identifier plusieurs anomalies concernant chez les patients souffrant
d’anorexie mentale. Sur le plan les agents pro-oxydants, il est mis en évidence chez les
patients une plus grande concentration en apolipoprotéine B, une production plus

importante de monoxyde d’azote, mais une étude observe une plus faible quantité de
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Low Density Lipoprotein oxydé. Sur le plan des agents antioxydants, il est mis en
évidence dans deux études une plus faible quantité de superoxyde dismutase, mais dans
une étude une élévation des niveaux de catalase, un niveau de glutathion libre diminué,
de glutathion oxydé augmenté et des taux de cystéine diminués. Enfin, sur le plan des
minéraux et vitamines, les résultats sont inconstants. Dans I'ensemble, les patients ont
une augmentation des agents oxydants et une diminution des agents antioxydants, en
faveur d’un stress oxydatif majoré.

Le méme auteur et son équipe ont réalisé une méta-analyse des mémes facteurs
aprés renutrition (46), néanmoins les études sont rares et les méthodologies inégales.
Tous les marqueurs du stress oxydatif n’ont pas été étudiés. Dans cette méta-analyse, il
est observé une diminution de l'apolipoprotéine B, et dans une seule étude une
augmentation de l'activité de la catalase ainsi qu'une diminution de l'activité de la
superoxyde dismutase.

A Tinterprétation de ces données, on peut conclure que les patients souffrant
d’anorexie mentale ont un stress oxydatif majoré, partiellement corrigé par la renutrition.
Ces anomalies peuvent donc soit étre des séquelles d’une dénutrition prolongée, soit étre
un facteur de risque de développer la maladie, sans que ces deux hypothéses soient

mutuellement exclusives.

1.5.3. Protéines de I'inflammation

Il existe de nombreuses protéines et hormones impliquées dans l'inflammation. I
a été observé nombre d’anomalies dans la concentration de facteurs inflammatoires chez
les patients souffrant de pathologies psychiatriques pouvant étre comorbides de
I'anorexie mentale comme la dépression (47) et la schizophrénie (48). Les concentrations
d’'une partie de ces facteurs inflammatoires sont aussi modifiées chez les patients

souffrant d’anorexie mentale (38,49,50) (Tableau 3).

Protéine Sens de variation

Interleukine-1 (IL-1) 1 (sous-type restrictif)
Interleukine 6 (IL-6) 1
Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa) 1
Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM-1) 1
Tumor Necrosis Factor béta (TNFB) l
Interleukine 15 (IL-15) l
Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) l
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) l

Tableau 2 : Variation de concentration des protéines de l'inflammation dans 'anorexie mentale
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L’interleukine-1 (IL-1), l'interleukine-6 (IL-6) et les Tumor Necrosis Factor alpha et
béta (TNF a/B) sont des cytokines pro-inflammatoires (51). Elles sont aussi impliquées
dans la régulation du poids (52), la prise de nourriture (53) et I'appétit (54).

L’interleukine-15 et la Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM-1) sont des
protéines impliquées dans la régulation du systéme immunitaire au cours d’'une réaction
inflammatoire.

Le Brain Derived Neurotrophic Factor et le Vascular Endothelial Growth Factor
sont des facteurs de croissance dont leur production et leur action sont étroitement liées
au systéme inflammatoire.

En revanche, sur ces études, il n’est mis en évidence aucune différence entre les
patients et les témoins sur les dosages de 33 autres marqueurs inflammatoires.

Au total, on observe une tendance a une surreprésentation des facteurs pro-
inflammatoires chez les patients souffrant d’anorexie, facteurs aussi impliqués dans la
régulation du poids et pouvant ainsi contribuer a l'apparition ou au maintien de la

pathologie.

1.5.4. Axe hypothalamo-hypophysaire

La restriction alimentaire et la perte de poids occasionnent des complications sur
le plan métabolique et endocrinien. On observe une dysrégulation de la glande
hypothalamo-hypophysaire, avec des conséquences sur les axes gonadotrope,
thyréotrope, somatotrope et corticotrope (38,55) (Figure 4). Il faut garder a I'esprit que la
dénutrition a un effet propre sur la réactivité du systéeme hypothalamo-hypophysaire (56),
et les anomalies rencontrées peuvent étre plus secondaires au jelne qu’a I'anorexie
mentale.

L’axe gonadotrope : La GnRH, hormone hypothalamique, est moins sécrétée et

ne I'est plus de fagon pulsatile, entrainant une baisse en concentration et en pulsatilité
de la LH (hormone hypophysaire). On observe en conséquence une baisse des
concentrations en cestrogéne et en testostérone (57). Il s’agit probablement d’'une
conséquence de I'extréme dénutrition des patientes, mais cela peut participer a I'entretien
de la symptomatologie.

Ces anomalies peuvent avoir pour conséquence une ameénorrhée secondaire.
Bien que non systématique, 'aménorrhée peut étre I'un des premiers symptdmes alertant
sur la symptomatologie anorexique.

Axe thyréotrope : on observe des modifications classiquement présentes chez les

patients en dénutrition chronique : la TSH (hormone hypophysaire) est a des taux

24



normaux ou subnormaux et la T4 normale a subnormale. Ces changements sont liés a
la dénutrition, et ne sont pas spécifiques a I'anorexie mentale. Néanmoins, la T3 libre
parait étre un marqueur sensible et spécifique pour différencier les patients des contréles
sains et des contrdles constitutionnellement minces (39).

Axe somatotrope : on observe une résistance a la GH (hormone de croissance,

hormone hypophysaire), donc une augmentation des concentrations de GH pour une
baisse des concentrations en IGF1 (hormone libérée par la GH) ; du fait de cette baisse
en IGF1, le rétrocontréle qu’a cette hormone sur la GH n’est pas efficace, perpétuant le
cycle. La conséquence directe est un retard staturo-pondéral chez les patients souffrant
d’anorexie, dont la profondeur est majeure en cas de début de la maladie en age
prépubere.

Axe corticotrope : On observe un hypercortisolisme modére (58), mais persistant,

ayant des conséquences sur le métabolisme osseux (baisse de densité osseuse) et la
thymie des patients (I’hypercortisolisme chronique induit des symptdémes anxieux et
dépressifs). Ces anomalies ne sont plus présentes aprés rémission (59).

Enfin, bien que la plupart du temps asymptomatiques, les patients souffrent
réguliéerement d’hypoglycémie. Dans les cas de dénutrition sévére, cette hypoglycémie

peut étre profonde avec un trés mauvais pronostic.

1.5.5. Orexines

Les orexines sont impliquées, entre autres, dans la régulation du comportement
alimentaire (60). Les deux formes (orexine A et orexine B) sont présentes au niveau de
I'hypothalamus, mais l'orexine A et son récepteur OX1-R sont plus spécifiques de la
régulation de la prise alimentaire (61). Les neurones hypothalamiques a orexine
projettent vers l'aire tegmentale médiale, qui posséde elle-méme des récepteurs a
I'orexine (62,63) avec une action activatrice (64).

Chez les patients souffrant d’anorexie, les études sont limitées : I'orexine A est
tantdt augmentée (65), tantét inchangée (66), et se normalise aprés traitement (65).
D’autres études sont nécessaires pour permettre une compréhension correcte du réle de

'orexine dans I'anorexie mentale.

1.5.1. Peptide YY

Ce peptide existe sous la forme PYY1-36 et PYY3-36. Cette deuxiéme forme est
celle la plus représentée dans les états d’abstinence et de satiété. Elle a une forte affinité

pour le récepteur Y2 (67) et signale la satiété en inhibant le neuropeptide Y et en
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stimulant les neurones a pro-opiomelanocortine (68). Chez des sujets sains, une injection
de ce peptide réduit la quantité de nourriture ingérée (69). Au niveau central, on observe
une activité de cette hormone au niveau de I'’hypothalamus (homéostasie énergétique) et

du circuit de la recompense (70,71) ; elle agirait en diminuant I'attrait pour la nourriture.
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Figure 2 tirée de (Schorr & Miller, 2017) : les altérations hormonales dans
I'anorexie mentale.

Chez les patients souffrant d’anorexie, la concentration en peptide PYY parait
tantét augmentée (72), tantét diminuée (73) et tantét similaire (74) a celle observée chez
les sujets sains. Les taux paraissent plus faibles chez les patients souffrant d’anorexie-
boulimie (75) avant de se normaliser en cas de rémission (76).

Au total, les concentrations en peptide PYY paraissent secondaires a la

dénutrition, et non au diagnostic d’anorexie.

Les modifications biologiques liées a I’anorexie apportent des informations sur le
plan physiopathologique. Elles peuvent aussi conditionner le pronostic vital a
court terme, mais n’ont aucune valeur diagnostique ou pronostique de I’anorexie

mentale.
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1.6. Complications organiques

Les complications médicales de I'anorexie mentale sont fréquentes et diverses
(Tableau 4). Elles peuvent étre secondaires a la dénutrition chronique, aux conduites de
purges ou a linteraction des deux; plus la maladie est longue et la perte de poids
importante, plus le nombre de complications augmente (77). Tous les organes peuvent
étre affectés, et une partie de ces complications peuvent persister aprés dénutrition.
Lorsque des complications médicales sont présentes, le risque de mortalité augmente
(78,79).

R Complications sans pronostic vital Complications avec pronostic
Systeme ) o )
immédiat vital
Syndrome de l'intestin irritable Syndrome de l'arteére mésentérique
Troubles moteurs cesophagiens Dilatation gastrique aigue

Digestif (80
J (80) Reflux gastro-cesophagien

Constipation

Osseux (81) Déminéralisation osseuse
Troubles vasculaires périphériques Troubles de la conduction et de la
Cardiaque (82,83) | Modifications structurales repolarisation

Modifications hémodynamiques

Gynécolo Aménorrhée Mortalité périnatale des nouveau-

obstétrique (84) | Dysfonction sexuelle nés

Hématologique Pancytopénie modérée

(85)
Pulmonaire Baisse des capacités respiratoires Pneumothorax spontané
(78,86) Pneumomédiastin spontané

Xérose

Dermatologique | Acrocyanose

(78) Fragilité des phanéres
Ulcéres de décubitus
. Hypertrophie parotidienne Syndrome de Mallory Weiss
Conduites de o . o
Altérations dentaires Hypokaliémie et trouble du rythme

purge (87) o -
Intoxication médicamenteuse

Tableau 3 : Complications liées a I'anorexie mentale

Les complications somatiques conditionnent a ce jour le pronostic vital, et

expliquent le risque élevé de déceés lié a ’'anorexie mentale.
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1.7. Prise en charge

Les recommandations de bonnes pratiques énoncées par la HAS en 2010
concernant I'anorexie mentale servent actuellement de référence en France pour guider
les différents intervenants dans la prise en soins. Des objectifs précis sont fixés sur les
plans nutritionnel, somatique et psychologique. L’accent est mis sur la nécessité d’'une
prise en charge multidisciplinaire avec un dialogue entre les différents intervenants.

L’hospitalisation a temps plein est indiguée en cas d’urgence somatique ou
psychiatrique, d’épuisement ou de crises familiales, avant que le risque vital ne soit
engagé ou en cas d’échec des soins ambulatoires. Elle repose sur un examen clinique
complet du patient (évaluation somatique, psychiatrique et des facteurs
environnementaux). Elle se décide au cas par cas, et repose sur I'association de
différents critéres ainsi que leur évolution.

Afin de veiller a la cohérence et la continuité des soins il est recommandé que les
soins hospitaliers soient relayés par des soins ambulatoires soit séquentiels, soit en
hospitalisation de jour, soit au minimum par des consultations. Certaines modalités de
soin particulieres peuvent étre proposées conjointement aux soins ambulatoires ou en
relais de I'hospitalisation comme le CATTP (Centre d’accueil thérapeutique a temps
partiel), les hébergements et postcures thérapeutiques, les soins étude, les familles

d’accueil.

1.7.1. Outils thérapeutiques

Psychothérapies

Il existe différents types de psychothérapies qui peuvent étre proposées aux
patients au cours de leur prise en soin, et qui peuvent d’ailleurs étre complémentaires.
Le choix de la psychothérapie dépend de I'dge, du choix du patient, voire de son
entourage, de sa motivation, du stade d’évolution de la maladie. En cas de dénutrition
sévere, ou lorsque le pronostic vital est mis en jeu a court terme, la priorité doit étre
donnée a la prise en charge somatique. L'approche psychothérapeutique se limite alors
a la psychothérapie de soutien. En cas d’antécédent d’abus sexuel, une approche
spécifique est a envisager.

Il est recommandé de poursuivre la thérapie au moins 1 an aprés une amélioration
clinique significative. En raison de la chronicité de 'anorexie mentale, les soins s’étendent
souvent sur plusieurs années.

Parmi les psychothérapies les plus courantes, on trouve :

- Les thérapies de soutien
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- Les psychothérapies d’inspiration analytiques ou psychodynamiques

- Les thérapies cognitives et comportementales

- Les thérapies systémiques et familiales

- Les approches motivationnelles

- La remédiation cognitive

- Les approches corporelles, I'art thérapie, la musicothérapie, etc. (proposées en

association)

Les thérapies familiales et thérapies cognitives et comportementales seraient celles
ayant montré la meilleure efficacité (88,89), au moins a court terme (90). Une large méta-
analyse ne trouve pas de différence entre les différentes psychothérapies (91), mais met
en avant leur trés bonne acceptabilité de la part des patients.

La remédiation cognitive dans I'anorexie mentale a pour but de développer la flexibilité
mentale et de travailler le défaut de cohérence centrale engendré par la maladie. Cette
thérapie montre des résultats prometteurs sur les performances neurocognitives des
patients qui en bénéficient avec une amélioration de la qualité de vie a 6 mois chez les
adultes (92).

Pharmacothérapie

Il N’existe pas de traitement médicamenteux spécifique de I'anorexie mentale. Les
données actuelles de la littérature trouvent des résultats peu concluants en ce qui
concerne l'efficacité sur la reprise de poids ou la psychopathologie du trouble du
comportement alimentaire, que ce soit pour les antidépresseurs ou les antipsychotiques
(93,94). Certains traitements sont a utiliser avec précaution notamment en raison du
risque de troubles du rythme cardiaque (allongement du QT, pour les tricycliques et les

antipsychotiques) et du terrain fragile présentés par les patients du fait de la dénutrition.
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Points importants

L’anorexie mentale est une pathologie fréquente dont la prévalence vie
entiere s’approche de 0,9 % chez les femmes et 0,3 % chez les hommes. Le

sex-ratio est de 1/8 avec une nette prédominance féminine.

Les critéres diagnostiques selon le DSM V sont la restriction des apports
énergétiques conduisant a une perte de poids significative, une peur
intense de prendre du poids et une altération de la perception corporelle

et de I'estime de soi. On trouve un manque de reconnaissance de la maigreur.

I existe deux sous-types: restrictif pur ou avec acces
hyperphagiques/purgatifs (compulsions alimentaires, vomissements

provoqués et autres conduites de purges)

Les troubles apparaissent dans I’adolescence avec une évolution vers la
guérison dans moins de la moitié des cas, vers une rémission partielle
pour 1/3 des patients et une chronicisation des troubles pour les 20 %

restants.

Le taux de mortalité est 10 a 12 fois plus élevé qu’en population générale

avec un déces sur 5 par suicide.

De nombreuses voies biologiques sont altérées, secondairement a la

dénutrition chronique ou au trouble en lui-méme.

Il n’existe aucune prise en charge médicamenteuse recommandée a ce

jour. Les psychothérapies, quant a elles, ont une efficacité modérée.
Hormis quelques facteurs pronostiques d’une fiabilité modeste, nous n’avons

a disposition aucun biomarqueur pronostique fiable de I'évolution de la

pathologie.
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2. Les études et techniques « omiques »

Les études « -omiques » font référence aux études utilisant des techniques

permettant de générer une trés grande quantité de données sans biais ni a priori : les

études de génomique séquencent I'ensemble du génome, les études de transcriptomique

séquencent I'ensemble des ARN messagers etc. Elles se sont démocratisées et

multipliées ces derniéres années suite a I'amélioration des technologies. Parmi les

différentes techniques omiques, on trouve entre autres (figure 5) :

La génomique et I'épigénomique : étude du génome et de I'épigénome.

La transcriptomique : étude de I'ensemble des ARN.

La protéomique : étude de I'ensemble des protéines d’une cellule (« protéome »).
La métabolomique : étude de 'ensemble des métabolites.

La lipidomique, la glycomique : étude de 'ensemble des lipides et des glucides
Etc.

Interact-
omique

Gén- Transcript- Proté- Flux Métabol-
omique omique omique LA omique .- Lipid-
omique Lipides omique
ADN =—3» ARN —pp|Protéines ——P Métabolites .
~———— Glucides| 2
Epigeén- o A ~ omique
omique lll[l."l act- l\.m- -
omique  omique
Sécerét-
omi quc E. Jaspard (2017)

Figure 3, tirée d’un cours en ligne de Dr Jaspard a Angers : les différents « omiques »

Pour des raisons explicitées au cours des paragraphes suivants, nous nous

concentrerons ici sur la protéomique. Il n’existe a ce jour aucune étude de protéomique

dans I'anorexie mentale, et cette stratégie a un réel potentiel de mettre en évidence un

biomarqueur pronostique de la maladie.
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Figure 4 tirée de (95) : Expansion des études « omiques » au cours du temps

2.1. Les omiques dans I'anorexie mentale

Il existe de nombreuses études de génomique concernant 'anorexie mentale. La
génétique joue un réle indéniable dans ce trouble : on observe quatre fois plus
d’antécédents familiaux d’anorexie chez les patients que chez les contréles (96). Selon
les critéres pris en compte, I'héritabilité du trouble peut aller jusqu’a 74 % (97), c’est-a-
dire que la part de génétique dans l'apparition d’'une anorexie mentale est estimée a
74 %. Plus la définition de I'anorexie mentale est stricte, plus cette héritabilité augmente
(98). De vrais jumeaux élevés séparément gardent un risque élevé de développer tous
les deux la maladie, mettant encore I'accent sur la part génétique de ce trouble avec une
faible participation de I'environnement (99).

Récemment (42,100,101), les études d’association pangénomique ont pu identifier
8 locis significativement associés a I'anorexie mentale, avec un profil génétique proche
de ceux observés dans les troubles métaboliques : une corrélation négative est observée
avec I'hypertriglycéridémie, I'hyperinsulinémie, I'hyperglycémie et le diabéte de type 2
(42,102). Enfin, une corrélation génétique positive existe entre I'anorexie mentale et le
cholestérol de haute densité, et la schizophrénie (42,102), qui n’est pourtant pas la
comorbidité la plus fréquente.

Au total, ces études mettent en avant une forte part génétique de I'anorexie, mais

sans gene ou mutation individualisée a ce jour. Le profil génétique des patients souffrant
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d’anorexie parait étre significativement différent du profil des patients souffrant des

désordres métaboliques sus-cités.

Quelques études se sont intéressées a I’épigénome dans I'anorexie mentale. Une
diminution de la meéthylation globale de I'ADN, inversement corrélée aux taux de
testostérone et cortisol a été mise en évidence (103). Une hyperméthylation de génes
impliqués dans le stockage du cholestérol, le transport des lipides, la neurotransmission
dopaminergique et glutamatergique (104) et de I'alpha synucléine (105) a également été
observée chez les patients. Une étude de métabolomique (106) a mis en évidence
14 métabolites fécaux permettant de différencier les sujets sains, les sujets
symptomatiques et les sujets en rémission.

On ne trouve aucune étude de protéomique ou de transcriptomique dans
'anorexie mentale. Entre ces deux stratégies, la protéomique parait la plus adaptée

(développée ultérieurement dans le chapitre « 2.2.2 : Chez les non-mammiferes »).

Les études de génomique et d’épigénomique ont permis d’avancer dans la
compréhension physiopathologique de I’anorexie mentale. Néanmoins, elles
n’ont pas encore pu identifier de biomarqueur diagnostique ou pronostique.

Les résultats de I’étude de métabolomique sont trés encourageants, confirmant
I'intérét de ces stratégies ; I’analyse du protéome plasmatique a un réel potentiel

dans l'identification de biomarqueurs.

2.2. La protéomique sur modéles animaux d’anorexie

mentale

Bien qu’aucune étude de protéomique n’ait été réalisée chez 'Homme dans
I'anorexie mentale a ce jour, il existe des données sur modéles animaux : la souris, et le

ver C. Elegans.

2.2.1. Chez la souris

Il existe trois études de protéomique réalisées chez la souris a ce jour. Elles
utilisent le modéle Activity-Based Anorexia (ABA) : a 8 semaines de vie, les souris sont
mises dans une cage avec une roue et ont un acces limité a la nourriture. S’en suit alors
une perte de poids majeure associée a une augmentation de I'activité physique. Ce
modeéle est classiquement comparé au modéle Low Food Anorexia (LFA), souris
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dénutries sans activité physique. Les analyses sont faites a J10, phase initiale de la perte
de poids, et a J17 alors que la perte de poids persiste.

Une étude (107) s’est intéressée au protéome des cellules coliques de souris ABA,
LFA et contrble a J10 et J17 aprés le début du protocole. lls ont identifié 21 protéines
exprimées de fagon différente a J10 et 6 protéines a J17, entre le groupe contrdle et au
moins un des deux autres groupes. Parmi ces protéines, 29,7 % sont impliquées dans la
production d’énergie, et leur abondance est diminuée. Une grande partie des
différences avec le groupe contréle sont communes entre les groupes LFA et LBA, a
I'exception prés d’'une inhibition de la voie mTOR : Pautophagie est augmentée et la
synthese protéique est diminuée. Ces résultats sont néanmoins a prendre avec
précaution, car aucun test n’est resté significatif aprés utilisation du protocole statistique
de Benjamini-Hochberg (permettant de limiter la détection de faux positifs lors de la
multiplication de tests statistiques).

Les mémes auteurs se sont penchés sur le protéome de I'hypothalamus chez les
souris ABA, comparées aux souris LFA et un groupe contrdle (108). lls ont ainsi identifié
12 protéines présentant une expression différentielle entre les groupes uniquement a
J10, 8 protéines uniquement a J17 et 2 protéines aux deux temps (20 au total). Parmi
ces protéines, 45,5 % sont impliquées dans le métabolisme et sont surexprimées chez
les souris ABA. lls ont aussi observé une augmentation de la fission mitochondriale,
ainsi qu'une augmentation de l'autophagie associée a une plus grande synthése
protéique.

Enfin, les auteurs ont déterminé le protéome des cellules gastriques au niveau de
la région antrale, chez les souris ABA, LFA et les controles (109). lls ont identifié
15 protéines exprimées différemment entre les groupes. Certaines d’entre elles sont
impliguées dans [l'organisation des fibres musculaires, fonction dans I'ensemble
désorganisée. Une partie est impliquée dans la synthése protéique, mais celle-ci n’est
pas modifiée quantitativement. Enfin, une partie est impliquée dans le stress oxydatif,

augmenté chez les souris ABA. Il n’est pas observé de modification de I'autophagie.

2.2.2. Chez les non-mammiferes

Une seule étude combinant protéomique et transcriptomique a été réalisée dans
un contexte de jelne, sur le ver C. Elegans (110). Il est observé une augmentation des
voies de I'autophagie et du métabolisme des acides gras, ainsi qu’'une diminution
de la synthése protéique. L’approche transcriptomique associée a montré une

corrélation modérée entre la transcription (augmentée) et la traduction. Les auteurs ont
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formulé I'hypotheése selon laquelle I'adaptation au jelne se fait au niveau de la synthése
et de la dégradation protéique, alors que la quantité d’ARN est préservée, voire
augmentée, pour permettre une adaptation rapide lors d’'une reprise de I'alimentation. La
protéomique parait ainsi plus adaptée, car plus modifiée et pouvant mettre un plus grand

nombre de biomarqueurs pronostiques potentiels.

Les résultats de protéomique sur les modeéles animaux d’anorexie mentale
apportent des éléments de compréhension de la pathologie, et confirment la

présence d’anomalies protéomiques observables liées au trouble.

2.3. La protéomique : un brin d’histoire

La protéomique est I'étude du protéome qui correspond a I'ensemble de protéines
exprimées dans une cellule ou un groupe de cellules a un moment donné ; elle est en ce
sens libre d’hypothéses et non biaisée (111).

Cette discipline est apparue avec I'électrophorése a deux dimensions a haute
résolution et une étude majeure de 1975 ou cette technique a permis a Pat O’Farrel et
son équipe de separer plus de 1000 protéines de la bactérie Escherichia coli. Les années
qui suivirent furent la création du journal ELECTROPHORERIS et la multiplication des
études utilisant cette technique d’électrophorése (112).

Ce n'est qu’en 1994 que le terme « protéome » est utilisé pour la premiere fois, au
cours de la premiére conférence Gene-to-Protein a Sienne en ltalie, par Mark Wilkins et
son équipe. lIs publient un article utilisant pour la premiere fois ce terme dans le journal
ELECTROPHORESIS en 1995 (113). Ce champ de recherche croit rapidement; au
début du 21¢siécle, le tome 21 du journal ELECTROPHORESIS lui consacre presque
1500 pages. En 2001, le premier journal uniquement consacré a la protéomique est créeé :
PROTEOMICS. Deux autres journaux spécialisés dans la protéomique sont créés peu
de temps aprées : Cellular Proteomics et Journal of Proteome Research.

Le terme « Proteomics » a été rajouté a la base de recherche Pubmed en 2002 et
le nombre de publications référencées dans le domaine n’a cessé d’augmenter jusqu’a

ce jour, passant de 307 en 2002 pour un maximum de 4068 en 2017 (figure 7).
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Figure 5 : Nombre de publications référencées dans le moteur de recherche PubMed incluant le terme « Proteomics »

La protéomique a d’abord été appliquée sur des cellules ou des tissus. C’est plus
récemment que ces techniques se sont exportées sur des fluides biologiques (114), et la
recherche de biomarqueurs dans diverses pathologies.

Actuellement, il existe deux grandes approches protéomiques : globale (shotgun)

ou ciblée. Initialement qualitative, elle peut aujourd’hui étre semi-quantitative.

2.4. La technique

2.4.1. Identification des protéines

Les principes de la protéomique (identification et semi-quantification des
protéines) sont expliqués dans deux grandes revues (115,116). Elle nécessite trois
grandes étapes : une préparation et/ou un préleévement de I'échantillon, une préparation

des protéines de I'échantillon et enfin 'analyse sur un spectrométre de masse.
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Figure 6 tirée de (117) : les différentes étapes de la préparation de la protéomique. Les échantillons sont digérés en
peptides, puis analysés en LC-MS (1), ou chaque pic correspond a un peptide. Chaque peptide est fragmenté, et
tous les fragments sont analysés en LC-MS/MS (2). L’'ensemble du spectre (les peptides et leurs fragments) est

confronté & une base de données pour identifier les protéines d’origine (3).

L’étude de la protéomique se fait a ce jour par plusieurs étapes distinctes. Une fois
I'échantillon recueilli, il est réalisé la plupart du temps un fractionnement. Il s’agit de ne
sélectionner qu’une fraction des protéines de notre échantillon, en éliminant les protéines
connues maijoritaires. Cette étape permet de simplifier 'échantillon originel, et de ne
garder que sa partie pertinente ; la surabondance de protéines majoritaires nuit a la
détection des protéines minoritaires. Pour cela, il est par exemple possible d’utiliser une
électrophorése (séparation des protéines selon leur poids moléculaire), ou une
immunodéplétion (utilisation d’anticorps pour piéger les protéines non pertinentes). La
stratégie choisie dans ce travail de thése, du fait de son efficacité, est une
immunodéplétion des 12 protéines majoritaires du sang (118).

Il est ensuite indispensable d’effectuer une digestion de ces protéines. Cette
étape permet de découper les protéines en plus petits fragments (peptides), les
fragments de bas poids moléculaires étant plus facilement identifiables par le
spectrométre de masse (utilisé plus tard). Il est classiquement utilisé de la trypsine, une
enzyme clivant les protéines entre chaque séquence Arginine-Lysine.

La séparation des peptides se fait par chromatographie liquide (HPLC), couplée a

une spectrométrie de masse (LC-MS ou LC-MS/LS) pour leur analyse (Figure 9).
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La HPLC permet de séparer les peptides en fonction de leurs caractéristiques
électrochimiques. Il existe plusieurs types d’HPLC (chromatographe d’absorption, par
échange d’ions, d’exclusion stérique...) ; celle utilisée ici est ’THPLC en phase inverse,
permettant de séparer les peptides en fonction de leur caractére hydrophobe. Elle
consiste en une phase stationnaire et d’'une phase mobile. La phase stationnaire est
composeée de billes de silice. La phase mobile est composée de deux parties : une partie
aqueuse et une partie organique d’élution, dont leur concentration varie au cours du
temps (mode « gradient »). Avec cette construction, les peptides hydrophiles élueront
rapidement, alors que les peptides hydrophobes seront retenus plus longtemps (en
fonction de la quantité de solvant organique injectée).

Il est indispensable d’ioniser les peptides ainsi séparés pour permettre une
analyse par spectrométre de masse. Pour se faire, la technique la plus utilisée, ayant fait
I'objet d’un prix Nobel, est I'électrospray (119).

Le premier mode d’analyse par le spectrométre de masse est la LC-MS. Une fois
ionisés, les peptides sont concentrés dans une chambre de rétention (C-Trap) puis
caractérisés en fonction de leur fréquence de rotation autour d’'un cylindre chargé
(Orbitrap) : celle-ci dépend de leur masse sur charge (m/z). On obtient ainsi un spectre
m/z de I'ensemble de I'échantillon, avec chaque pic m/z correspondant a un peptide
précis. Le second mode d’analyse est la LC-MS/MS. Le spectrométre de masse isole
chaque peptide (par un quadripble qui, chargé, peut ne laisser passer qu’un seul ion) et,
un a un, les fait passer dans une chambre de collision puis analyse tous les fragments
obtenus : il s’agit de 'acquisition donnée dépendante (DDA). On obtient ainsi, pour
chaque peptide, un spectre de tous ses composants, permettant d'augmenter la précision

dans I'analyse de chaque pic.
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Figure 7 tirée de (120): Schéma d’un spectrométre de masse Q Exactive
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Une fois ces deux analyses obtenues, I'identification correspond a utiliser les
spectres des peptides et de leurs fragments pour reconstituer les protéines initiales. Les
données brutes ne sont pas interprétables dans I'état, et nécessitent I'utilisation de
logiciels d’identification interrogeant des bases de données (121). Les bases de
recherche permettent de comparer le spectre obtenu par LC-MS/MS et les spectres
théoriques de protéines ; le logiciel est en capacité d’imiter une digestion par trypsine de

ces spectres protéiques pour obtenir ceux de ses composants peptidiques (Figure 10).
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Figure 8 tirée de (122) : schéma représentant I'étape bio-informatique d’identification

La correspondance entre le spectre obtenu et le spectre théorique est appelée
Peptide-to-Spectrum Match (PSM). Chaque spectre peut ainsi obtenir plusieurs PSM
candidats, avec un score de certitude associé a chacun. La précision du spectrométre de
masse, la présence d’'une LC-MS/MS associée et I'amélioration du traitement bio-
informatique permettent de réduire au maximum le nombre de peptides théoriques par

spectre et ainsi améliorer la précision de I'analyse.

2.4.2. Semi-quantification des protéines

La spectrométrie de masse seule ne permet pas la quantification des protéines
dans les échantillons analysés. En revanche, plusieurs techniques ont été mises au point
pour permettre une analyse semi-quantitative (comparaison des quantités entre deux
échantillons).

L’étiquetage chimique consiste a utiliser un marqueur fluorescent. A chaque
échantillon est intégré un marqueur fluorescent ; ils sont ensuite mélangés, digérés et
analysés par le spectrométre de masse. La fluorescence permet ainsi de déterminer la
quantité relative de chaque protéine dans chaque échantillon.

Il est possible d’utiliser des isotopes atomiques. Dans la technique ICAT (lsotope-
Coded Affinity Tag), I'hydrogene est remplacé par du deutérion dans l'acide aminé

cystéine dans un échantillon, créant une différence de masse. Les deux échantillons sont
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mélangés, puis digérés et analysés. Il est possible d’identifier le méme signal a un poids
différent (différence de poids connue) ; il suffit ensuite d’observer la différence de signal.

La technique iTRAQ (Isobaric Tagging Reagent for Absolute Quantification)
reprend le méme principe en utilisant de multiples isotopes et ainsi comparer jusqu’a
4 échantillons.

La technique SILAC (Stable Isotope Labeling of Amino Acids in Culture) se sert
aussi d’isotopes nucléaires. Dans cette approche, les échantillons sont mis en culture ;
dans un des milieux de culture, toutes les arginines et les lysines sont remplacées par
des versions plus lourdes (avec des isotopes lourds de carbone et d’azote). L'analyse
protéomique est réalisée normalement, puis la semi-quantification se fait aussi en
comparant le signal relatif obtenu de chaque protéine en fonction de son poids

moléculaire (classique ou alourdi).

Plus récemment, du fait de 'amélioration de la spectrométrie de masse, il a été
développé deux méthodes de semi-quantification sans étiquetage. Pour chaque
technique, les deux échantillons ne sont pas mélangés et sont analysés séparément. La
« spectral counting method » consiste a « compter » le nombre de peptides assignés a
chaque protéine : une plus grande abondance signifie un plus grand nombre de ses
peptides.

La seconde méthode est la « precursor signal intensity », dont le principe est de
comparer l'aire sous la courbe de chaque peptide de chaque protéine, et ainsi déterminer
leur quantité relative dans chaque échantillon et déterminer lequel d’entre eux en contient

le plus.

2.4.3. La recherche de biomarqueurs

La protéomique est une technique trés bien adaptée a la recherche de
biomarqueurs, et est de plus en plus utilisée dans ce but (le nombre d’études combinant
les termes « Biomarqueur » et « Protéomique » a doublé entre la premiere et la seconde
décennie des années 2000). Ici a Montpellier, I'Institut de Génomique Fonctionnelle, en
partenariat avec le Pr THOUVENOT (neurologue a Nimes), a identifié plusieurs

biomarqueurs diagnostiques et pronostiques de la sclérose en plaques (123).

Le plasma contient trois types de protéines : celles ayant un réle fonctionnel dans
le sang (telle que I'albumine), celles étant des extraits de tissus sans fonction directe

(telles que I'ALAT et I'ASAT, provenant du foie) et celles ayant un rdéle dans la
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signalisation (comme l'insuline). Le plasma, via ses constituants, serait ainsi capable de
refléter I'état de santé d’un individu. Il a aussi une excellente accessibilité et acceptabilité
: 77% des patients en hospitalisation et 31% des patients en consultation ont une prise
de sang, et les protéines sont les composants les plus recherchés. Il est ainsi le fluide
par excellence ou rechercher des biomarqueurs (diagnostiques, pronostiques, d’efficacité
thérapeutique...) (124). Il existe a ce jour plus de 100 biomarqueurs issus des protéines
de la premiére catégorie (50%), puis des protéines de la seconde catégorie (25%) et de
la troisiéme catégorie (125). Enfin, le prélévement du plasma présente une quasi totale
innocuité, avantage indéniable lorsque I'examen doit étre réalisé chez des patients

fragiles.

Pour toutes ces raisons, la protéomique appliquée au plasma parait le plus

adaptée pour la recherche de biomarqueur dans I’anorexie mentale.

Le paradigme actuel dans la recherche de biomarqueur en protéomique est la
stratégie triangulaire (Figure 3A): une premiére étude effectue une protéomique «
Shotgun » (non ciblée) sur un faible nombre de patients, dans l'objectif de mettre en
évidence plusieurs biomarqueurs potentiels (Figure 3B). La seconde étape est une
vérification, ou la protéomique est ciblée sur les biomarqueurs potentiels, et ou on
augmente le nombre de patients inclus, pour n’en choisir que quelques-uns (Figure 3C).
Enfin, une derniére étape de validation est nécessaire, avec une trés large cohorte et
I'utilisation de techniques type ELISA pour doser le(s) biomarqueur(s) choisi(s) (Figure
3D).

Ce travail de thése correspond ala premiere étape de

recherche d’un biomarqueur.
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Figure 9 tirée de (124) : la stratégie triangulaire de la protéomique a la recherche de biomarqueur dans le plasma.

42



Points importants

Les techniques omiques ont lavantage de générer énormément de
données, de fagcon non biaisée. Leur utilisation dans les études croit de

facon exponentielle depuis quelques années.
Dans le cadre de I'anorexie mentale, les omiques ont le potentiel d’accroitre
la compréhension de la pathologie et dapporter des éléments

déterminants dans I'accompagnement des patients.

La protéomique s’intéresse au protéome, et a pour but d’identifier

I’ensemble des protéines d’une cellule.

Parmi les omiques, la protéomique est la plus adaptée pour la recherche

de biomarqueurs.

La protéomique n’a encore jamais été réalisée dans I’anorexie mentale.

Le plasma est le fluide biologique le plus accessible, le plus accepté et

présente une presque totale innocuité dans son prélévement.
Ce travail de thése est ainsi une étude de protéomique sur le plasma de

patientes souffrant d’anorexie mentale, dont l'objectif principal est de

déterminer un biomarqueur pronostique de la maladie.
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B. Projet scientifique

1. Rationnel scientifique, objectifs

Comme cela a été décrit précédemment, I'anorexie mentale est la pathologie
psychiatrique présentant le taux de mortalité le plus élevé. Les options thérapeutiques
sont limitées, tout comme leur efficacité. Il existe a ce jour de multiples facteurs pronostics
cliniques identifiés dans de larges populations de patients, mais aucun facteur pronostic
biologique de I'évolution de la maladie ou de réponse au traitement sur le plan individuel.

Bien qu’'une hérédité de la maladie soit claire, aucune des rares mutations
identifiées ne permet d’expliquer la pathologie. Quelques modifications épigénétiques ont
été mises en évidence, mais les études sont encore rares. De nombreuses voies
biologiques sont modifiées. Certaines seraient dues a 'anorexie mentale, mais beaucoup
sont aussi influencées par la dénutrition. Aucun facteur génétique, épigénétique ou
biologique ne permet a ce jour de prédire I'évolution de la maladie ou la réponse a la
prise en charge.

Il est admis que 70% des diagnostics médicaux proviennent de biomarqueurs
sanguins, et la majorité des analyses concernant des protéines. De ce fait, I'étude du
protéome parait étre une piste prometteuse dans la recherche d’un (des) biomarqueur(s)
pronostique(s) potentiel(s) dans [l'anorexie mentale. La protéomique, décrite
précédemment, est réalisable sur les fluides biologiques, notamment le plasma. Le
prélevement de celui-ci a 'avantage d’étre sans risque et accepté des patients.

Ce projet a ainsi pour objectif principal de mettre en évidence un (des)
biomarqueur(s) pronostique(s) potentiel(s) par protéomique, chez des patients

souffrant d’anorexie mentale.

2. Importance, originalité du projet

Comme la plupart des pathologies psychiatriques, I'anorexie mentale est mal
connue. Les études sont en faveur d’une origine, ou au moins d’'une prédisposition
génétique, mais la compréhension de la pathologie encore limitée. Notre action sur
I’évolution du trouble est modérée du fait du manque d’efficacité de nos prises en charge,

cette évolution allant de la guérison au décés sur complications.
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Il faut a ce jour se rapprocher d’'une médecine personnalisée et individualisée, pour
permettre un accompagnement correspondant au profil (psychopathologique,
pronostique) du patient. Néanmoins, tous les facteurs cliniques et épidémiologiques
pronostics de I'évolution de la pathologie connus a ce jour sont d’'une fiabilité modérée.
Identifier un (des) facteur(s) biologique(s) prédictif(s) de I'évolution de la maladie
permettrait de stratifier les patients, rendre la prise en charge plus modulable et dans
I'idéal de proposer des soins adaptés et personnalisés au profil du patient.

Un facteur pronostic doit non seulement étre fiable, mais aussi simple a suivre.
Des analyses protéomiques ont été réalisées au niveau hypothalamique ou du systeme
digestif de souris, mais de telles études ne sont pas réalisables en pratique clinique chez
les patients. L’analyse biologique la moins invasive, la plus facilement réalisable et |la plus
acceptée par les patients est une prise de sang veineux ; c’est pourquoi cette étude se
concentre sur I'analyse de ce fluide. La force d’une analyse protéomique du plasma est
de mettre en évidence sans a priori les différences d’expression des protéines entre
différents types de patients, comme les patients montrant ou non une rémission au cours
du suivi.

Enfin, le profil protéomique plasmatique des patients souffrant d’anorexie mentale
ainsi que sa modification au cours de I'évolution de la maladie n’a encore jamais été
réalisé. Ce projet est une étude pilote, premiére étape dans lidentification de

biomarqueurs potentiels par protéomique dans I'anorexie mentale.

3. Description du projet

3.1. Population

Il existe actuellement une cohorte de patientes suivies dans le service des troubles
du comportement alimentaire a I'hépital Lapeyronie. Celle-ci a été constituée il y a
plusieurs années, et continue de recruter. Les patientes sont suivies régulierement
jusqu’a étre perdues de vue. Il y a actuellement plus de 400 patientes suivies dans cette
cohorte a ce jour.

A chaque visite, une caractérisation phénotypique extensive est réalisée (tableau
1). De plus, une biobanque d’échantillons sanguins est alimentée a chaque visite : un

tube sec et un tube EDTA sont prélevés et congelés a -80°C.
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Clinique

Biologique

Caractéristiques sociodémographiques
Diagnostic de TCA selon le DSM

IMC actuel, minimum et maximum
Cycle menstruel, contraception
Grossesses

Conduites de purge

Activités sportives

Calorimétrie

Ostéodensitométrie

Echelle Visuelle Analogique

Functional Assessment Screening Tool
Eating Disorder Examination

Eating Disorder Inventory

MINI questionnaire

Beck Depression Inventory

Childhood Trauma Questionnaire

Tests neuropsychologiques

Numération sanguine

Coagulation

lonogramme sanguin, fonction rénale
Fonction hépatique

Dosages vitaminiques

Statut martial

TSH

Leptinémie

Dosage des Interleukines 1 et 6

Dosage de TNFalpha

Tableau 1 : Caractérisation phénotypique des patientes a chaque visite

3.2. Formation des groupes

A partir de cette base de données, deux groupes sont formés. Le groupe 1 contient

des patientes dont une rémission clinique est obtenue au cours du suivi ; le groupe 2

contient des patients dont aucune rémission n’est obtenue au cours du suivi (tableau 2).

Groupe 1 Groupe 2

Visite initiale | Anorexie symptomatique | Anorexie symptomatique

Visite de suivi Rémission Sans rémission

Tableau 2 : Groupes de I'étude

Critéres d’inclusion :

- Diagnostic d’anorexie mentale (symptomatique ou en rémission) selon les

criteres du DSM.
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- Pour le groupe 1 : une rémission obtenue au cours du suivi. La rémission est
définie par une restauration pondérale (IMC > 17.5) associée a une absence
de diagnostic d’anorexie mentale, selon les criteres du DSM5, stable depuis au
moins 3 mois.

Critéres d’exclusion :

- La présence d'une comorbidité psychiatrique : trouble anxieux, trouble

psychotique, prise de toxiques.

- La présence d'un switch diagnostic vers les différents troubles du

comportement alimentaire au cours du suivi.

Les deux groupes sont appariés sur I'age, I'IMC initial, la durée des troubles et la
durée de congélation des tubes. Du fait de la nature de la cohorte, tous les sujets sont
de sexe féminin. Les caractéristiques d’intérét dans cette étude pour ces patientes sont :
leur &ge, la durée de la maladie, le poids, leur taille, leur Indice de Masse Corporelle
(IMC) et les résultats a I'Eating Disorder Inventory (EDI), un questionnaire évaluant

l'intensité des symptdmes des troubles de I'alimentation.

3.3. Procédures expérimentales

Dans un premier temps, les échantillons ont été aliquotés (divisés) en tubes
contenant 100 pL de plasma (5 aliquots par échantillon), afin d’éviter les cycles
congélation-décongélation. De plus, 16 pL ont été prélevés de chaque échantillon pour
réaliser pool, qui a été lui-méme aliquoté. Ces aliquots du pool ont été utilisés pour
réaliser la mise au point du protocole pour la préparation des échantillons (déplétion des
protéines maijoritaires, précipitation, digestion, reproductibilité technique des différentes
étapes).

L'immunodéplétion des échantillons a été réalisée grace au kit Pierce™ Top 12
Abundant Protein Depletion Spin Columns, selon la procédure recommandée par le
fabricant du kit. Le choix de ce kit est fondé sur ses excellentes performances dans le
cadre d’une analyse protéomique antérieure (118). Les douze protéines plasmatiques
majoritaire ciblées incluent I'albumine (représentant a elle seule plus de 50% de la masse
du protéome plasmatique), I'al-glycoprotéine, I'al-antitrypsine, I'a2-macroglobuline,
'apolipoprotéine A-l et A-ll, le fibrinogéne, I'haptoglobuline, la transferrine et les
immunoglobulines A, G et M.

A Tissue de l'immunodéplétion, I'échantillon protéique doit étre concentré par

précipitation des protéines. Celle-ci est obtenue en présence d’acide trichloroacétique
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(TCA, 10%), a 4°C pendant 2 heures. Aprés la précipitation et I'extraction a I'éther de
'excés de TCA, les protéines sont resolubilisées dans 40 pL de tampon Laemmili.

Deux méthodes de digestion des protéines ont été évaluées pour déterminer le
protocole permettant la meilleure profondeur d’analyse du protéome plasmatique aprés
immunodéplétion : une digestion dans un gel d’acrylamide et une digestion en milieu
liquide par la trypsine sur des colonnes (kit S-Trap™ Micro Columns) développé par
Protifi (selon les procédures préconisées par le fabricant).

Enfin, une analyse spectrométrique en tandem (LC-MS/MS) des peptides
résultant de la digestion trypsique est réalisée en utilisant une nano-HPLC
Ultimate 3000 couplée a un spectrométre de masse Q-Exactive HFX (ThermoScientific),
avec une acquisition donnée-dépendante. L’analyse des données de la spectrométrie de
masse et l'identification des protéines (stratégie bottom-up) sont réalisées grace a
Andromeda, un algorithme intégré au logiciel MaxQuant (126) en utilisant les entrées
humaines de la banque de données protéiques UniProtKB (v2020 02). Elle posséde
74.823 entrées, dont 20.350 revues et annotées manuellement (base de données Swiss-
Prot) et 54.473 annotées automatiquement (base de données TrEMBL). Les résultats
présentés sont filtrés pour obtenir un taux de faux positif de 1% au niveau peptique et

protéique.

3.4. Objectifs

L’objectif principal est de déterminer un (des) candidat(s) biomarqueur(s)
potentiel(s) de I'évolution de la maladie. Pour ce faire, une comparaison des profils
protéomiques entre le groupe 1 et le groupe 2 a la visite initiale.

Afin de compléter et d’affiner 'analyse, une comparaison des profils protéomiques

en fonction du gain d’'IMC sera effectuée.

3.5. Analyses statistiques

La comparabilité initiale des groupes est réalisée par un test non paramétrique
univarié de Mann-Whitney.

Les données brutes de spectrométrie de masse ont été analysées en utilisant le
logiciel ProteomeDiscovere 2.4 (moteur de recherche Sequest avec des paramétres

standards). Elles ont été comparées aux entrées humaines de la base de données
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UniProtKB (v2020_02) ainsi qu'une base contenant environ 250 contaminants classiques
(kératines, trypsine...).

La quantification relative des protéines entre chaque échantillon a été réalisée
grace a l'algorithme de quantification label-free Minora (intégré dans ProteomeDiscoverer
2.4). Les quantifications relatives des protéines entre chaque groupe ont été comparées
en utilisant un test de Student, avec I'application d'une correction pour ajuster les p-values

(test multiples).

4. Résultats

4.1. Contréle des procédures expérimentales

Au préalable, il a fallu réaliser la mise au point des procédures expérimentales qui
seront utilisées pour I'analyse protéomique différentielle des deux groupes de patientes.
La premiére expérience concerne l'efficacité et la reproductibilité de 'immunodéplétion
des protéines plasmatiques maijoritaires par le kit Pierce™ Top 12 Abundant Protein
Depletion Spin Columns. La deuxiéme a pour but de déterminer la méthode de digestion
des protéines par la trypsine (dans le gel aprés électrophorése 1D ou sur des
microcolonnes (kit S-Trap™, Protifi) offrant a la fois la meilleure profondeur d’analyse du
protéome plasmatique et la meilleure reproductibilité.

Pour déterminer l'efficacité et la reproductibilité de 'immunodéplétion et de la
précipitation, des échantillons contenant la méme quantité de protéines (3ug) ont été
analysés par électrophorése en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) avant (Input) et

apres (Flow Through) immunodéplétion et précipitation. Le flow-chart (Annexe 1) illustre

Echelle

da mases Input FTI1 FT2 FT3 FT4 FT5 FT6
o Figure 10 : Contrdle de
lefficacité et de la
— - reproductibilité de
o I'immunodéplétion et de la

précipitation au TCA par

électrophorese ; controle
IsoProt. Il a été déposé 3ug
de protéines dans chaque

puits. FT = Flow through
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les différentes expériences réalisées pour obtenir ces tubes contrbles IsoProt, avant
(Input) et aprés (Flow through, FT) immunodéplétion et précipitation.

Le profil électrophorétiqgue des échantillons avant et aprés
Fimmunodéplétion (SDS-PAGE suivi d’'une coloration au bleu de comassie colloidal)
montre que celle-ci est a la fois efficace et reproductible sur les 6 répliquats
techniques réalisés (Figure 1). En effet, l'intensité des bandes (protéines) maijoritaires
observables dans I'échantillon de départ (input) a diminué dans les échantillons
immunodéplétés. Par exemple, la bande de poids moléculaire proche de 70 kDa
correspondant a I'albumine (protéine plasmatique la plus abondante — représentant plus
de 50% de la masse protéique - ) n’est plus détectable aprés 'immunodéplétion. De plus,

le profil électrophorétique des échantillons immunodéplétés est bien conservé entre les

Gel 1 Gel 2 Gel 3 Strap 1 Strap 2 Strap 3
(5 0987 0972 0.907 0 885 0299
%’000‘/ U.38/ -...4 9 -..\., V.800 LPR-\ )
» q?/ t?,}o /.y -
Gel1 , % 0,7 %
Yl A
%, ot
§ ”‘p
- ' !
7 Comparaison de
- l'
Gel 2 !f‘ I’'abondance de
b{. s
i £ chaque protéine
;33_ ¢ entre les
réplicats
Gel 3
Strap 1
Strap 2
Strap 3

Figure 2 : Comparaison de la digestion dans le gel et sur colonne S-Trap. Chaque point correspond a une protéine identifiée.
Plus ce point est proche de la droite x=y, plus la quantité identifiée de cette protéine est similaire entre les deux méthodes de
digestion. Pour chaque comparaison est représenté le coefficient de Pearson (corrélation linéaire entre les deux
échantillons) en haut, et le pourcentage de paires valides (pourcentage de protéines retrouvées dans les deux échantillons
comnarés) en has.

50



réplicats. Des résultats similaires sont obtenus avec un contrble a volume constant

(IsoVol) avant et aprés immunodéplétion (données non montrées).

La comparaison des analyses protéomiques entre les deux méthodes de digestion
permet d’affirmer que la digestion sur colonne S-TRAP permet une plus grande
profondeur d’analyse. Sur les 205 protéines identifiées au total, 43 le sont uniquement
apres digestion S-TRAP et 3 aprés digestion sur gel. Pour chaque protéine, 7 peptides
sont identifiés et 16 MS/MS sont réalisées en moyenne aprés digestion S-TRAP (pour 5
peptides et 7 MS/MS aprés digestion sur gel). Cette augmentation du nombre moyen de
peptides par protéine nous permettra une meilleure quantification.

Des analyses ont été effectuées pour déterminer la méthode de digestion
la plus reproductible (Figure 2). On observe un coefficient de Pearson (statistique
mesurant la corrélation linéaire entre deux variables) élevé entre chaque échantillon

digéré sur gel, et entre ceux digérés sur S-TRAP. En revanche, on observe une différence

s Colors >

Significativité statistique
(p-value) de la différence
d’abondance des
protéines entre une
digestion sur gel et sur
colonne S-Trap :

Volcanoplot

-Log Student's T-test p-value LFQ intensity GEL_LFQ intensity STRAP
25
i
o

T T T T T T T T
& 0 2 4 6

-4 -2
Student's T-test Difference LFQ intensity GEL_LFQ intensity STRAP

o=

Figure 3 : Volcanoplot représentant les protéines identifiées par LC-MS/MS aprés digestion sur gel en
comparaison avec la digestion S-TRAP. En abscisse, la différence observée en log2 et en ordonnée la
significativité de cette différence. Les couleurs, choisies arbitrairement, représentent le poids moléculaire des
protéines.
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sur le nombre de paires valides (nombre de points retrouvés dans les deux analyses
comparées) entre les deux méthodes : il y a entre 61,4 et 67,8 % de paires valides entre
chaque échantillon digéré par gel, et entre 89.8 et 90,7 % de paires valides entre chaque
échantillon digéré sur colonne. Au total, une digestion sur colonne Strap permet une
meilleure reproductibilité des résultats.

Afin de déterminer quelles protéines sont observées de fagon différentielle aprés
digestion par I'une ou l'autre méthode, nous avons effectué un test de Student basé sur
la valeur Label-Free Quantification (Figure 3), représenté sur un volcanoplot. On observe
que les protéines de plus petit poids moléculaire (en vert) sont moins abondantes aprés
une digestion sur gel. Pour une meilleure détection de celles-ci, la digestion S-TRAP est
donc préférable.

Au total, la digestion S-TRAP permet une plus grande profondeur d’analyse
et est plus reproductible que la digestion sur gel.

4.1.1. Conclusion des controles

L’ensemble des résultats obtenus a ce jour ont permis de confirmer I'efficacité et
la reproductibilité de I'immunodéplétion par kit Pierce™ (118) suivie d’une
précipitation des protéines au TCA pour concentrer les échantillons immunodéplétés.
Pour optimiser la quantité de protéines détectées par LC-MS/MS, le choix se porte sur
une digestion sur colonne S-Trap. C’est avec cette stratégie que les échantillons des

patients souffrant d’anorexie mentale seront préparés puis analysés.

4.2. Caractéristiques de la population

Pour la suite des résultats, VIR correspond au groupe Rémission premiére visite,
V2R au groupe Rémission 29 visite, V1M au groupe Malade premiére visite et V2M au
groupe Malade 2% visite.

Quatorze patientes étaient éligibles dans le groupe « Rémission », et 27 patientes
dans le groupe « Malade ». La sélection des patientes s’est basée sur la disponibilité de
'ensemble des caractéristiques cliniques d’intérét, ainsi que sur un appariement sur
'age, 'IMC initial, la durée des troubles et la durée de congélation des tubes. Neuf
patientes par groupe ont été effectivement sélectionnées, analysées a deux temps.

Les patientes sélectionnées dans la base de données (Tableau 1) ont en moyenne
20 ans et souffrent d’anorexie mentale depuis 3 ans au moment de la premiére visite. On
n‘'observe pas de différence statistiquement significative entre les deux groupes a la

premiére visite, sur toutes les caractéristiques. Dans le groupe Rémission, entre les deux
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visites, les patientes améliorent significativement leur IMC (p<0.01, test de Mann-
Whitney) et la variable « Inefficacité » de 'EDI (p=0.016, test de Mann-Whitney). On
observe aussi une tendance sur la variable « Conscience interoceptive » et « Désir de
minceur » (p = 0,076 et p = 0,063 respectivement, test de Mann-Whitney). Entre les deux
visites, le groupe Malade ne s’améliore sur aucun des parameétres.

Néanmoins, malgré l'effort qui a été fourni dans l'objectif d’apparier les deux
groupes sur 'ensemble de ces caractéristiques, une analyse plus fine de leur constitution
met en évidence des différences notables impactant leur comparabilité (Annexe 2) : les
patientes du groupe Rémission V1 sont plus jeunes que celles du groupe Malade V1
(médianes a 17.36 ans contre 19.87 ans, soit 2 ans et demi d’écart), et leur durée
d’évolution de la maladie plus courte (médianes a 0.85 an contre 2.46 ans, soit 1 an et
demi d’écart). L’EDI total des patientes du groupe Rémission V1 (médiane a 60) a aussi

une tendance a étre plus faible que celui du groupe Malade V1 (médiane a 91).

Groupe rémission (n=9) | Groupe malade (n=9)
Vi V2 Vi V2
Age (SD) 19 (5,20) 20,8 (5,86) 19,9 (2,57) 21,6 (2,94)
Durée des troubles (SD) 3,10 (3,59) 4,92 (4,17) 3,15 (2,06) 4,84 (2,16)
Durée de congélation des tubes (SD) @ 6,87 (0,73) 5,05 (0,40) 6,42 (1,06) 4,73 (1,26)
Poids (SD) 42,7 (4,10) 50,5 (3,75)* 43,93 (5,01) | 44,97 (3,56)
Taille (SD) 1,66 (0,06) 1,67 (0,06) 1,66 (0,06) 1,66 (0,06)
IMC (SD) 15,50(1,18) 18,20 (1,35)* 15,91 (1,08) | 16,30 (0,96)
EDI - Désir de minceur (SD) 10,2 (6,36) 4,89 (5,04) 10,2 (4,68) 9(6,32)
EDI - Boulimie (SD) 2,78 (4,32) 1(2) 4,38 (7,73) 0,86 (2,47)
EDI - Insatisfaction corporelle (SD) 11,6 (6,04) 7,78 (2,73) 10,6 (4,72) 11,8 (6,76)
EDI - Inefficacité (SD) 9,44 (6,09) 3(2,24)* 10,1 (3,31) 10,5 (6,30)
EDI - Perfectionnisme (SD) 6,22 (4,38) 6 (4,53) 6,5 (4,41) 6,12 (4,39)
EDI - Méfiance interpersonnelle (SD) 4,22 (3,31) 3,22 (3,70) 5,38 (3,07) 5,88 (6,13)
EDI - Conscience interoceptive (SD) | 7,67 (6,61) 3,33 (3,87) 9,88 (4,64) 10,5 (7,07)
EDI - Peur de la maturité (SD) 7,11 (5,95) 3,56 (1,88) 7,75 (6,32) 9,25 (6,20)
EDI - Ascétisme (SD) 5,67 (5,12) 4(2,74) 8,88 (5,94) 5,75 (3,15)
EDI - Controle des impulsions (SD) 4,89 (5,44) 4,33 (6,96) 9,75 (9,95) 5,25 (7,72)
EDI - Insécurité sociale (SD) 6,89 (4,17) 4,67 (4,56) 8,12 (4,22) 6 (5,42)
EDI - Total (SD) 76,2 (46,7) 45,8 (28,1) 91,6 (30,5) 80,9 (38,19)

Tableau 3 : caractéristiques des patientes recrutées. SD = Déviation Standard ; IMC = Indice de Masse Corporelle ;
EDI = Eating Disorder Inventory ; n = nombre de sujets; V1 = premiére visite ; V2 = seconde visite, environ 18 mois
apres. * p<0.05 entre V1 et V2
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4.3. Objectif principal : facteur(s) pronostique(s)

Le terme « Px » fait référence a une patiente, ou « x » est son numéro propre.

L’intensité de détection des protéines des échantillons P5 de V1M, P6 de V2R, P7
de V2M et P14 de V1R (la correspondance entre les patientes et le numéro de
I'échantillon est disponible en Annexe 2) est plus faible que sur 'ensemble des autres
échantillons, méme aprés normalisation. Il s’agit d’'un biais de préparation des
échantillons. Ces 4 échantillons ont donc été retirés des analyses statistiques ; étant de
groupes différents, ceux-ci ne sont pas déséquilibrés (8 échantillons par groupe).

L’analyse en cluster (Figure 4) ne permet pas de former de groupes d’échantillons
similaires ; il est donc nécessaire d’analyser en profondeur les protéines identifiées pour
mettre en évidence de potentiels biomarqueurs pronostiques.

Data Source: Proteins : Abundances (Mormalized)
Distance Function: Pearson

Linkage Method: Complete Analyse en cluster
Scaling: Scale Before Clustering
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Figure 4 : Représentation en cluster des échantillons. A gauche, les protéines identifiées ; en haut, les échantillons ;
la couleur représente l'intensité de détection des protéines (vert: plus que la moyenne, rouge : moins que la
moyenne). V1R = groupe rémission, visite d’inclusion ; V2R = groupe rémission, diagnostic de rémission ; V1M =
groupe malade, visite d’inclusion ; V2M = groupe malade, visite de suivi.

Lors de la comparaison des groupes V1R et V1M (Figures 5, puis 6 a 10), on met
en évidence 5 protéines d’intensité différente statistiquement significative (p-value

ajustée) et dont la quantification repose sur au moins deux peptides uniques : les
54



protéines Insulin-like growth factor-binding protein 4 (IGFBP4 ; p = 0.008), facteur de
coagulation Xll (p = 0.016) Tsukushin (TSK ; p = 0.023) et Haptoglobuline (p = 0.034)
sont plus présentes dans le groupe V1R. L'immunoglobuline kappa variable 4-1 (p =
0.027) est moins présente dans le groupe V1R.

Enfin, on peut aussi nommer quatre autres protéines : la protéine Ataxin-2-like et
fructose-bisphosphate aldolase C sont statistiquement moins présentes dans le groupe
V1R (p < 0.002), mais n'ont été quantifiées qu’avec un seul peptide unique. La protéine
Ostéomoduline (Figures 5 et 11) a, elle, tendance a étre moins présente dans le groupe
V1R (p = 0.06) et Apolipoprotéine C-II (Figures 5 et 12) a étre plus présente (p = 0.13),
mais leur intérét repose dans leur implication déja montrée dans des troubles

psychiatriques.

& Significativité statistique (p-value) de la différence
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Figure 5 : Volcanoplot représentant le rapport d’abondance protéine entre V1M et V1R en abscisse, et la significativité
de cette différence par un test de Student en ordonnée. La ligne représente le seuil de significativité statistique. Toute
protéine au-dela du seuil n’ayant été identifiée qu’avec un peptide (pour laquelle la quantification manque de fiabilité)
est grisée.
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4.3.1. Proteine IGFBP4

La protéine IGFBP4 est statistiquement retrouvée comme plus abondante dans le
groupe V1R (Figure 5A et 5B). Elle a été identifiée de fagon certaine (ou par un signal
compatible) dans I'ensemble des échantillons, grace a deux peptides uniques. Sa
quantification est donc satisfaisante.

Dans le groupe V1R, on observe que la concentration est plus faible en P17 et
P4 : il s’agit de deux patientes a la durée d’évolution des troubles les plus élevées.
L’ensemble du groupe V1M a une durée d’évolution des troubles plus élevée que le
groupe V1R.

A Tinverse, dans le groupe V1M, la concentration est plus élevée en P7 et P8,
patientes a I'IMC le plus élevé. Dans I'ensemble, cette protéine présente de trés fortes
fluctuations de son abondance, quel que soit le groupe.

Une abondance plus élevée de cette protéine parait étre, entre autres, un
témoin d’une courte durée d’évolution de la maladie et d’'un IMC élevé, facteurs

déja connus comme étant de bon pronostic.
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Figure 6 : protéine IGFBP4. La figure 6A représente I'abondance relative de la protéine entre chaque groupe. La
figure 6B représente I'abondance relative de la protéine dans chaque échantillon des groupes V1R et V1M

4.3.2. Facteur de coagulation XIl

Cette protéine est retrouvée comme étant plus abondante dans le groupe V1R
(Figure 6A). Elle a été identifiée de fagon certaine dans I'ensemble des échantillons,
grace a 19 peptides uniques. Sa quantification est donc excellente.

Une analyse plus fine des concentrations de cette protéine (Figure 6B) montre une
trés forte variabilité de sa concentration, quel que soit le groupe. Il ne semble pas non
plus y avoir de lien avec I'lMC, I'age ou la durée d’évolution de la maladie.

Son abondance parait étre influencée par d’autres facteurs, non contrélés

ici, que le pronostic.
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Facteur de coagulation XII :
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Figure 7 : facteur de coagulation XIl. La figure 7A représente I'abondance relative de la protéine entre chaque
groupe. La figure 7B représente I'abondance relative de la protéine dans chaque échantillon des groupes V1R et
ViM

4.3.3. Tsukushin

Cette protéine est retrouvée comme étant plus abondante dans le groupe V1R
(Figure 7B). Elle a été identifiée de facon certaine (ou par un signal compatible) dans
'ensemble des échantillons sauf P2 du groupe V2R, grace a deux peptides uniques. Sa
quantification est donc satisfaisante, surtout dans les groupes VIR et V1M.

A I'exception de P7 et P18 du groupe V1M, cette protéine semble effectivement
étre plus présente dans le groupe V1R. Ces deux échantillons ne semblent pas présenter
de trait commun sur le plan de I'lMC, de I'age ou de la durée d’évolution des troubles.

Dans I’ensemble, la protéine Tsukushin parait étre effectivement plus
présente chez les patientes dont I’évolution des troubles sera favorable ;

néanmoins, d’autres facteurs semblent influencer son abondance.
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Figure 8 : Protéine Tsukushin. La figure 8A représente I'abondance relative de la protéine entre chaque groupe. La
figure 8B représente I'abondance relative de la protéine dans chaque échantillon des groupes V1R et VIM.

4.3.4. Haptoglobuline

L’haptoglobuline parait étre plus présente dans le groupe V1R par rapport au
groupe V1M (Figure 8A). Elle a été identifiée de fagon certaine dans I'ensemble des
échantillons, grace a 32 peptides uniques. Sa quantification est donc excellente.

Néanmoins, une analyse plus précise de I'abondance de cette protéine (Figure
8B) met en évidence des concentrations similaires entre chaque groupe, et une trés forte
présence dans I'échantillon 17 induisant un fort déséquilibre.

L’abondance de I’haptoglobuline ne semble pas étre corrélée au pronostic

des patientes.
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Figure 9 : Haptoglobuline. La figure 9A représente I'abondance relative de la protéine entre chaque groupe. La figure
9B représente 'abondance relative de la protéine dans chaque échantillon des groupes V1R et VIM

4.3.5. Immunoglobuline Kappa variable 4-1

L’abondance de cette immunoglobuline parait étre plus faible chez les patientes
du groupe V1R (Figure 9A). Elle a été identifiée de fagon certaine (ou par un signal
compatible) dans I'ensemble des échantillons, grace a trois peptides uniques. Sa
quantification est donc satisfaisante.

Avec une analyse plus détaillée de son abondance dans chaque échantillon

(Figure 9B) on met principalement en évidence de trés fortes fluctuations, qui ne semblent
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pas étre liées au pronostic des patientes. La différence provient de trois patientes pour
lesquelles 'immunoglobuline est présente en trés faible quantité.

Son abondance parait étre influencée par d’autres facteurs, non contrélés
ici, que le pronostic.
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Figure 10 : Immunoglobuline Kappa variable 4-1. La figure 10A représente I'abondance relative de la protéine entre
chaque groupe. La figure 10B représente I'abondance relative de la protéine dans chaque échantillon des groupes
V1R et VIM

4.3.6. Ostéomoduline

Cette protéine a tendance a étre moins présente dans le groupe V1R par rapport

au groupe V1M (figure 10A). Le résultat n’est plus significatif aprés correction pour tests
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multiples. Elle a été identifiée de fagon certaine (ou par un signal compatible) dans
'ensemble des échantillons sauf deux (P10 et P17 du groupe V1R), grace a trois peptides
uniques. Sa quantification est donc satisfaisante.

Avec une analyse plus détaillée de 'abondance de cette protéine dans chaque
échantillon, on repéere son absence dans chez la patiente P7 du groupe V1M. Elle a parmi
les IMC les plus élevés avec P8, est la patiente la plus agée avec P3, P12 et P15 etala
durée d’évolution des troubles la plus élevée avec P15 ; néanmoins, 'abondance de cette
protéine est similaire chez ces autres patientes. Dans le groupe V1R, les patientes P4 et
P11 ont les IMC les plus élevés avec P10.

Au total, il est possible que cette protéine soit moins présente dans le groupe
V1R. La protéine étant moins présente dans ce groupe, ce défaut d’identification
va dans le méme sens, mais néanmoins biaiser I’analyse statistique en faveur de

VI1R.
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Figure 11 : Ostéomoduline. La figure 11A représente I'abondance relative de la protéine entre chaque groupe. La
figure 11B représente 'abondance relative de la protéine dans chaque échantillon des groupes V1R et V1M
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4.3.7. Apolipoprotéine C-II

Cette protéine a tendance a étre plus présente dans le groupe V1R par rapport au
groupe V1M (figure 11A). Elle a été identifiée de fagon certaine (ou par un signal
compatible) dans I'ensemble des échantillons, grace a quatre peptides uniques. Sa
quantification est donc trés satisfaisante.

En analysant en détail les fluctuations d’abondance, il semble se détacher une
influence de 'IMC dans les résultats : la patiente P8 est celle présentant 'IMC le plus
élevé du groupe V1M, la patiente P7 arrivant en deuxiéme. Dans le groupe V1R, les
patientes P10 et P11 sont celles a I'IMC le plus éleveé.

Il semble au total que les fluctuations de I'apolipoprotéine C-Il soient un

témoin de I'IMC (lui-méme corrélé au pronostic des patientes).
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Figure 12 : Apolipoprotéine C-Il. La figure 12A représente I'abondance relative de la protéine entre chaque groupe.
La figure 12B représente 'abondance relative de la protéine dans chaque échantillon des groupes V1R et VIM
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4.3.8. Autres

La protéine Ataxin-2-like est statistiquement moins abondance dans le groupe
V1R. Néanmoins, elle n'a été quantifiée qu’avec I'aide d’'un seul peptide unique, sa
quantification manque donc de fiabilité. Elle a été identifiée dans 4 échantillons du groupe
V1M, et dans 3 échantillons du groupe V1R.

La protéine fructose-bisphosphate aldolase C est statistiguement moins
abondante dans le groupe V1R. Néanmoins, elle n’a été quantifiée qu’avec l'aide d’'un
seul peptide unique, sa quantification manque aussi de fiabilité. Elle a été identifiée dans
6 échantillons du groupe V1M, et dans seulement 2 échantillons du groupe V1R.

Au total, leur identification repose sur trop peu d’information, et la fluctuation qui

en résulte rend le résultat peu fiable.

5. Discussion

5.1. Interprétation des résultats

Les résultats ont permis de valider le protocole expérimental utilisé pour I'étude du
protéome plasmatique de patientes souffrant d’anorexie mentale. Les Kkits
d'immunodéplétion et de digestion ont démontré une excellente efficacité et
reproductibilité dans le traitement des échantillons.

Les groupes formés ont montré une comparabilité initiale acceptable de
'ensemble des caractéristiques : il n'est pas retrouvé de différence statistiquement
significative. Néanmoins, I'analyse en détail montre que le groupe V1R a tendance a étre
plus jeune, avoir une maladie évoluant depuis moins de temps et avoir des résultats a
'EDI plus faibles que le groupe V1M. Ce sont des facteurs déja montrés comme
influengant le pronostic des patientes souffrant d’anorexie mentale (27,28), et induisant
de fait un biais de confusion.

Un certain nombre de protéines ont montré une abondance relative différente entre
les groupes V1R et VIM. Néanmoins, l'analyse en détail montre d’'importantes
fluctuations en fonction des échantillons qui empéchent d’interpréter correctement les
différences observées. C’est par exemple le cas de 'haptoglobuline, du facteur de
coagulation Xl et de Pimmunoglobuline Kappa variable 4-1: les différences
observées sont liées a d’autres facteurs que leur potentiel caractéere pronostique de
I’évolution de la maladie. L’abondance de I'haptoglobuline est trop fluctuante, une unique

valeur extréme déséquilibre 'analyse du facteur de coagulation et enfin il existe un
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manque de fiabilité dans la quantification des immunoglobulines par spectrométrie de
masse. Il s’agitici de faux positifs, ou les résultats statistiguement significatifs sont
lies a des artéfacts d’identification, ou a valeurs extrémes ou de trop grande

variabilité.

La protéine IGFBP-4 présente une abondance plus élevée lorsque I'lMC est haut,
et a l'inverse plus faible lorsque la durée d’évolution des troubles est élevée. Elle semble
étre un témoin biologique de marqueurs pronostiques cliniques déja connus qu’est la
durée d’évolution des troubles avant prise en charge et sévérité des troubles (22,27,28).

Sa concentration ne semble pas modifiée entre les patients souffrant d’anorexie
mentale et les sujets sains (127). Cette protéine (128) se lie a I'lnsulin Growth Factor 1
(IGF-1) et inhibe son action. IGFBP4 est sensible a la protéolyse par la protéine
pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A), ce qui augmente I'lGF-I durant la
grossesse. Ses liens avec I'hormone de croissance GH sont encore en pleine
investigation (129). IGF-I est impliquée dans I'anabolisme osseux : une augmentation de
'abondance d’'IGFBP4 induirait une baisse de I'lGF-l, ayant pour conséquence une
moindre formation osseuse (130).

Les taux en hormone de croissance GH et en IGF-| sont perturbés dans I'anorexie
mentale : la concentration en GH est augmentée, et celle en IGF-lI est diminuée
(130,131). La dénutrition présente dans l'anorexie mentale induit une résistance
périphérique a la GH. Celle-ci conduit a un défaut de sécrétion d’'IGF-I et de son
rétrocontréle négatif sur la sécrétion de GH : la concentration en GH augmente.

Au total, 'implication de la protéine IGFBP4 dans cet axe dérégulé est encore en
pleine investigation.

L’abondance en IGFBP-4 parait étre un témoin biologique de la présence de
facteurs pronostics cliniques. Il s’agit ici d’'une premiére mise en évidence d’'une
corrélation entre IGFBP-4 et la durée de la maladie. Son lien entre sa forte abondance et
un IMC élevé parait contraire aux mécanismes physiopathologiques connus, et se doit

d’étre confirmé puis investigué.

La protéine Tsukushin parait étre plus présente chez les patientes dont le
pronostic est bon. Il s’agit d’'une protéine connue pour étre impliquée, au stade
embryonnaire, dans le développement de multiples organes dans les modéles

animaux (132) : créte neurale, ceil, poils ou encore la commissure cérébrale antérieure.
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Elle est aussi impliquée dans les processus de somitogénése, de chondogrénése ou
encore la cicatrisation.

Son role a 'age adulte n’a été que trés récemment mis en évidence. Tsukushin
est une hépatokine dont sa production et sa sécrétion par le foie sont conditionnées par
un statut inflammatoire hépatique ou un stress du réticulum endoplasmique ; notamment
en présence d’une stéatose hépatique (133-135). Son action est, elle, plus débattue.
Une équipe (133,134) affirme qu’en réponse a une stéatose hépatique et/ou une obésité,
Tsukushin est synthétisée, sécrétée et agit au niveau des adipocytes en inhibant la néo-
innervation sympathique du tissu adipeux brun et empéchant ainsi leur action de
thermogénése. Un knock-out de Tsukushin protégerait de I'apparition d’une stéatose
hépatique et d’'une obésité suite a un régime hypercalorique. Aucun de ces résultats n’a
été répliqué par une seconde équipe (136), qui met en cause leur modéle murin. lls
observent (135) qu’en réponse a un stress hépatique et/ou a une augmentation des
triglycérides sanguins (obtenue notamment par lipolyse), Tsukushin baisse la quantité de
lipides HDL, empéchant la réentrée d’acides gras au niveau hépatique et leur conversion
en acide biliaire.

On peut ainsi supposer que chez les patientes souffrant d’anorexie mentale avec
bon pronostic, la lipolyse accrue (notamment par I'action de la GH) stimule la synthése
de Tsukushin qui aura une action de conservation énergétique : en empéchant la
conversion des acides gras en acides biliaires et/ou en limitant la thermogéneése
du tissu adipeux brun. L’'absence d’augmentation de la protéine Tsukushin serait
anormale, et donc de mauvais pronostic. Les résultats concernant les fluctuations

cette protéine sont donc prometteurs, et nécessitent validation.

La protéine ostéomoduline semble étre moins abondante chez les patientes dont
le pronostic est favorable. Il s’agit d’'une protéine impliquée dans la formation osseuse
(137). Trés récemment, une étude du protéome plasmatique de patients souffrant
d’athérosclérose aortique a montré une corrélation entre une faible abondance
d’'ostéomoduline et la présence d'un diabéte de type 2, quel que soit le statut
d’athérosclérose (138). Une seconde étude a déterminé le protéome plasmatique de
patients souffrant de maladie de Parkinson dans I'objectif de mettre en évidence des
biomarqueurs diagnostiques (139) ; une forte abondance d’ostéomoduline, entre autres,

a le potentiel d’étre un biomarqueur diagnostique de la maladie.
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L’ostéomoduline semble montrer des fluctuations liées a des pathologies
tant métaboliques que neurologiques : elle pourrait donc avoir un authentique

intérét dans I’anorexie mentale.

L’apolipoprotéine C-Il parait étre plus abondante chez les patientes avec un bon
pronostic, et paratit liée a I'lMC. Il s’agit d’'une protéine impliquée dans le métabolisme
des triglycérides, et peut étre la cause d’hypertrglycéridémies familiales si son géne est
muté (140). Il n’a jamais été mis en évidence de lien avec une pathologie
psychiatrique, mais son implication dans le métabolisme énergétique peut la lier a
la physiopathologie de I’'anorexie mentale, et notamment ses connexions avec
IMC.

La protéine ataxin-2-like serait moins abondante chez les patientes avec un bon
pronostic. Néanmoins, les données permettant sa correcte quantification dans 'ensemble
des échantillons manquent, et de fait les résultats sont trop incertains. Il s’agirait d’'une
protéine impliquée dans la régulation du poids, et la diminution de son expression dans
un modéle animal de régime limiterait leur perte de poids (141). Des variants du géne de
cette protéine sont associés a I'obésité (142,143). S’agissant d’une protéine associée
aux meécanismes de régulation du poids, elle peut potentiellement étre impliquée

dans I’anorexie mentale.

Tout comme la protéine ataxin-2-like, la protéine fructose-bisphosphate
aldolase C parait étre moins abondante dans le groupe V1R, mais son identification et
sa quantification repose sur une trop faible quantité de données. Il s’agit d’'une protéine
impliquée dans la glycolyse. Il s’agit de la protéine la plus souvent retrouvée comme
différentiellement exprimée dans le protéome cérébral des patients souffrant de
schizophrénie, le sens de variation dépendant de la zone cérébrale étudiée (144). Son
expression differe aussi chez les patients souffrant de trouble bipolaire, ou de trouble
dépressif (144). Il s’agit ainsi d’une protéine déja connue comme impliquée dans
d’autres troubles psychiatriques, et pourrait étre le témoin d’une anomalie centrale

chez toutes ou une partie des patientes.
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Le protocole expérimental a montré sa fiabilité concernant son efficacité et
sa reproductibilité.

Sans que les différences soient significatives, les groupes sont
déséquilibrés sur I’age, la durée d’évolution et la sévérité de la maladie : 'ensemble
crée un biais de confusion non négligeable.

Les fluctuations protéiques témoignent de la présence de ces biais de
confusion. Néanmoins, quelques protéines sont vues différentiellement dans le
groupe VIR de facon significative, et montrent un intérét sur le plan
physiopathologique : Tsukushin, IGFBP-4 et Ostéomoduline.

5.2. Forces et faiblesses

Il'y a plusieurs facteurs qu’il a fallu prendre en considération pour limiter des biais
dans ce protocole, tant sur le recrutement clinique que sur la préparation des échantillons
(145).

Le nombre de sujets par groupe est faible (neuf patientes par groupe). Il ne s’agit
néanmoins la pas d’une limite dans ce type de protocole : nous avons réalisé une étude
protéomique pilote de découverte, dont le nombre de sujets requis par groupe est d’'une
dizaine (124).

Nous avons sélectionné des patients souffrant d’anorexie mentale sans switch
diagnostic ni comorbidité psychiatrique, dans I'objectif de ne pas mettre en évidence des
différences de protéome liées a d’autres pathologies. Les patients souffrant par exemple
de dépression présentent un protéome plasmatique différent des sujets contrdle (146).
Les patients souffrant d’anorexie mentale sans comorbidité ni variabilité diagnostique
représentent une minorité de patients avec un trouble du comportement alimentaire
(147) ; 'objectif de ce travail était néanmoins de s’affranchir de différences qui pouvaient
étre liées aux comorbidités.

Nous avons ici compareé le protéome de patientes au pronostic différent, mais aussi
le protéome des patientes a deux visites différentes. Il a été montré une variabilité inter-
et intra-individuelle du protéome plasmatique (148). La construction de cette étude a
permis de limiter la variabilité interindividuelle.

Les deux groupes ont été appariés sur différents facteurs pour limiter les biais
différentiels. L'appariement sur I'age permet d’éviter des différences de protéome lié a la
vieillesse (148). L'appariement sur I'lMC initial et la durée des troubles permet d’éviter de
mettre en évidence des différences liées a un état de dénutrition plus long et/ou plus
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sévere. Enfin, 'appariement sur la durée de congélation des tubes a permis d’éviter un
biais différentiel de perte d’information protéique lié a une longue congélation.
Néanmoins, les patientes du groupe Rémission V1 sont plus jeunes, ont une durée
d’évolution plus courte et un EDI plus faible que les patientes du groupe Malade

V1, ce qui représente un réel biais.

L’étude actuelle analyse le plasma des patients et non le sérum, comme
recommandé (149). La méthode de prélévement puis de préparation du plasma a pu
affecter l'intégrité et 'abondance des protéines (145,150). Néanmoins, la méthode de
prélevement est protocolisée lors de I'admission dans la cohorte, et I'ensemble des
échantillons ont été préparés de fagon équivalente.

La durée de congélation et le nombre de cycles de congélation-décongélation sont
a prendre en considération (151). Il est montré qu'une congélation de 4 ans impacte
faiblement lintensité et le nombre de pics, contrairement au nombre de cycles
congélation/décongélation. Dans le protocole actuel, chaque échantillon a subi un seul
cycle : lors de l'alicotage. On peut ainsi estimer que la perte d’'information est minime
(152). De plus, I'ensemble des échantillons ont subi le méme traitement, il s’agirait ainsi
d’un biais non différentiel. Un dosage de la delta-S-Cys-Albumine aurait pu étre réalisé
pour estimer la durée de dégel de chaque échantillon et s’assurer de leur comparabilité
(153).

L’efficacité et la reproductibilité du protocole expérimental ont été validées a
chaque étape. Le kit d'immunodéplétion a été choisi pour ses excellentes performances
face a d’autres matériels (118); les contréles ont montré son efficacité et sa
reproductibilité dans la simplification de I'’échantillon. |l est néanmoins possible que des
protéines liées a I'albumine aient été ainsi déplétées. La digestion trypsique sur colonne
(comparée a la digestion sur gel) permettait de réduire le nombre de manipulations a
réaliser et ainsi diminuer la variabilité interéchantillon ; les contréles ont permis de
s’assurer de ses excellentes performances en termes de reproductibilité et de profondeur
d’analyse.

La quantification a été réalisée sans marquage (« Label-free ») avec la méthode
de compte de spectre (« spectral counting method ») : la quantité relative de chaque
protéine est estimée par le nombre de peptides détectés qui lui sont assignés. Cette
méthode permet une semblable voire meilleure précision que la quantification par

marquage (154).
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L’analyse des données a été réalisée par le logiciel MaxQuant (126). Les spectres
obtenus ont été comparés aux spectres protéiques théoriques de la base de données
UniProtKkB  (v2020 02), regroupant TrEMBL (base de données générée
automatiquement) et Swiss-Prot (base de données annotée générée manuellement)
avec un total de 74.823 entrées. Ce trés grand nombre de protéines référencées permet
de rendre négligeable la possibilité d’obtenir un spectre expérimental qui ne correspond

a aucun spectre théorique.

Les différents contréles expérimentaux ont permis de valider I’efficacité et
la reproductibilité du protocole.

Néanmoins, malgré I’attention particuliére qui leur a été portée, il a persisté
un trop grand nombre de biais de confusion dans la formation des groupes. Ceux-
ci ont majoré les fluctuations d’abondance protéique déja majeure dans un fluide
biologique tel que le plasma.

Les résultats concernant les protéines Tsukushin, IGFBP-4 et

Ostéomoduline sont encourageants, mais nécessitent validation et reproduction.

5.3. Perspectives

Les résultats actuels, notamment concernant la protéine Tsukushin et son réle
physiopathologique supposé, sont encourageants. Afin de valider son abondance
différentielle entre les patientes a bon et mauvais pronostic, il est prévu de valider ces
résultats. Dans un premier temps, un dosage de la protéine Tsukushin sera réalisé dans
les échantillons utilisés dans cette étude, par ELISA. Si les résultats d’'une concentration
différentielle entre les deux groupes se confirment, un dosage par ELISA de cette
protéine sera effectué sur un plus grand nombre d’échantillons ; ceux-ci proviendront
aussi de la biobanque du service des Troubles du Comportement Alimentaire de I'’hépital

Lapeyronie.

Les variations d’abondance des autres protéines sont impactées par un manque
d’homogénéisation des groupes initiaux sur des facteurs de confusion potentiels. Il est
ainsi nécessaire de valider ces résultats par une seconde étude protéomique utilisant le
méme protocole expérimental. Une attention particuliere sera portée dans la
comparabilité des groupes sur : I'age, I'lMC, la durée d’évolution de la maladie et la
sévérité des troubles évaluée par une échelle telle que 'EDI. Les patientes auront
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toujours un diagnostic d’anorexie mentale sans comorbidité ni switch diagnostic vers un
autre trouble du comportement alimentaire ; le recrutement se fera a partir d’'une cohorte

prospective, afin de réduire la durée de congélation des tubes.

Enfin, la mise en évidence de protéines liees au pronostic de I'évolution de la
pathologie renforce I'idée d’une évolution de I'anorexie mentale par « stages » (155).

Cette approche heuristique peut s’appliquer a 'anorexie mentale :

1) Il existe des preuves de formes prodromiques de I'anorexie mentale, et d’une
trajectoire longitudinale de la maladie

2) |l existe des preuves d’'une progression neurobiologique de la maladie : par
exemple, des traits neuropsychologiques initiaux peuvent influencer le
parcours de la maladie (156), des carences en Oméga 3 et 6 favorisent les
symptomes dépressifs (157) et la durée de la maladie est associée a une
atrophie cérébrale (158).

3) Des prises en charge ne sont efficaces que si effectuées dans des phases

précises de la maladie.

Le concept de stages découpe I'anorexie mentale en 4 phases (Figure 13). Les
patients a haut risque ne présentent que des facteurs de risque. Les patients en phase
précoce présentent une combinaison de facteurs de risque et de symptdomes sans
forcément avoir 'ensemble des caractéristiques du trouble du comportement alimentaire.
En phase syndromique, I'ensemble des symptdmes sont présents et il se met en place
une plasticité cérébrale et métabolique aberrante en réponse a la dénutrition chronique.

Les patients en phase tardive présentent principalement les conséquences des

100%
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Figure 13, tirée de (157) : Classification de I'anorexie en 4 stages. En bleu est
représentée la part que prennent les facteurs prédisposants. En rouge, les
symptémes. En vert, les adaptations neuro-métaboliques
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modifications neuro-métaboliques de la maladie, en interaction avec leurs symptémes et
prédispositions.

La réaction de la protéine Tsukushin pourrait n’étre présente que chez les
patientes en phase précoce, et sa disparition faire partie de I'adaptation neuro-
métabolique de la phase syndromique. Les résultats de I'analyse protéomique présentée
ici s’'intégrent entierement dans une catégorisation par « stages » de I'anorexie mentale :
les modifications du protéome seraient liées a 'avancement de la maladie a travers ces

stages.

La mise en évidence de biomarqueurs permettrait d’affiner le pronostic des
patientes. Avec une telle information, les prises en charge pourraient étre adaptées, avec
des accompagnements personnalisés en accord avec le profil clinique et pronostic du
patient pris en considération. L’'analyse fine du protéome de patientes pourrait aussi
permettre de mieux catégoriser les patientes, ou I'anorexie mentale serait le phénotype
clinique d’altérations biologiques bien distinctes, au pronostic et aux soins requis
différents. Enfin, la mise en évidence de voies biologiques modifiées dans I'anorexie
mentale permettrait d’ouvrir des opportunités thérapeutiques, telles de nouvelles cibles

biologiques a moduler sur le plan médicamenteux.
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D. Annexes

Tube pool, 6mg de protéines (100uL)

1pL dilué dans 199uL de
Laemmli
60pg de protéines (200pL)

10puL dilués dans 500uL de 10uL placés dans la colonne
Laemmli d'ID

I
. . e Tubes Input IsoProt x6
Echantillons immunodéplétés (10pL)

X6 (500pL)

Tubes Input IsoVol x6 (2pL)

3ng de protéines

Tubes FT IsoVol x6 (2uL)

Précipitation au TCA, dilution dans 40puL de Laemmli

Echantillons immunodéplétés et precipités x6 (40uL)

1pL dilué dans 9uL de
Laemmli

Tubes FT IsoProt x6 (8uL)
3ug de protéines

Echantillons immunodéplétés et précipités

Digestion sur gel par trypsine x3 Digestion sur colonne par trypsine x3

Echantillons préts a I'analyse LC- Echantillons préts a I'analyse LC-

MS/MS x3 MS/MS x3

Annexe 1 : Flowchart des expériences réalisées. Les tubes IsoProt contiennent la méme quantité de protéines (3ug),
avant (Input) et apres (FT) immunodéplétion et précipitation. Les tubes IsoVol contiennent le méme volume
d’échantillon avant (Input) et apres (FT) immunodéplétion : le kit d’immunodéplétion nécessite de mettre 10uL
d’échantillon, qui est rendu immunodéplété dans une solution tampon de 500uL. LC-MS/MS : spectrométrie de
masse en tandem ; FT : Flow through
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groupe

V2R

groupe malade, visite de suivi
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, visite d’inclus

:V2M

= groupe remission
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groupe malade, visite d’inclus
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; VIM

, diagnostic de rémission

Annexe 2 : Caractéristiques de I'ensemble des patientes. VIR
rémission



SERMENT

» En présence des Maitres de cette école, de mes chers condisciples et
devant Ceffigie d’Hippocrate, je promets et je jure, au nom de ['Etre
supréme, d étre fidéle aux lois de [honneur et de la probité dans [exercice
de la médecine.

> Je donnerai mes soins gratuits a ['indigent et n’exigerai jamais un salaire
au-dessus de mon travail.

» Admis (e) dans Uintérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui sy
passe, ma langue taira les secrets qui me seront confiés, et mon état ne
servira pas a corrompre les meeurs, ni d favoriser le crime.

> Respectueux_ (se) et reconnaissant (e) envers mes Maitres, je rendrai a
leurs enfants ['instruction que j'ai recue de leurs péres.

» Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle d mes promesses.
Que je sois couvert (e) d opprobre et méprisé (e) de mes confréres si j’y
mangque.
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Résumeé

L’anorexie mentale est une pathologie séveére qui touche des femmes jeunes. Pour
apprécier le pronostic de la pathologie, nous n’avons a ce jour que deux facteurs
cliniques : 'absence de comorbidité et la prise en charge rapide des troubles. Il n’existe
aucun biomarqueur pronostique de I'évolution de la maladie.

L’étude du protéome vise a identifier 'ensemble des protéines d’un tissu ou d’un
fluide biologique donné. Il n’existe aujourd’hui aucune étude protéomique dans I'anorexie
mentale. La majorité des biomarqueurs utilisés en médecine sont des protéines
provenant du plasma. Ce travail de thése correspond a I'’étude du protéome plasmatique
pour mettre en évidence des biomarqueurs pronostiques de I'évolution de I'anorexie

mentale, a partir d’'une cohorte de patientes.

Deux groupes ont été formés : des patientes dont I'évolution est favorable, et celles
dont I'évolution est chronique. Les échantillons de plasma ont été immunodéplétés,
concentrés puis digérés par trypsine. lls ont enfin été analysés par spectrométrie de

masse.

La validation du protocole expérimental a permis de s’assurer de l'efficacité et de
la reproductibilité de 'immunodéplétion par le kit Pierce™, et la digestion sur colonne S-
Trap.

La formation des groupes n’a pas permis de contrbler des biais de confusion
majeurs tels que I'age des patientes, la durée d’évolution et la sévérité de leur trouble.
Néanmoins, les patientes dont le pronostic est favorable ont une augmentation de

Tsukushin et IGFBP-4, ainsi qu’'une diminution de 'Ostéomoduline.

Au total, il convient de confirmer les résultats actuels sur une étude ultérieure avec

un meilleur controle des biais de confusion.

Mots-clefs : Anorexie mentale ; Protéomique ; Plasma; Biomarqueur; Pronostic;

Tsukushin
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