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Résumé

L’autisme et la déficience mentale sont deux syndromes neuro-développementaux
impliquant des facteurs génétiques. Notre travail a consisté a rechercher de nouveaux géenes
candidats ou facteurs de susceptibilité dans ces deux pathologies. Nous avons étudié deux
cohortes de patients : 106 atteints d’autisme et 68 de déficience mentale non syndromique
sporadique

Nous avons observé une association entre 1’alléle 4 d’un marqueur microsatellite
GXAlu localisé en 17ql11.2 dans I’intron 27b du geéne NF1 et des patients atteints de
déficience mentale non-syndromique.

Nous avons contribué¢ a la mise en évidence d’une augmentation d’expression du
transcrit NLGN4X, chez un patient autiste avec un retard mental non-syndromique présentant
une mutation dans le promoteur du gene NLGN4X.

L’¢étude de la région 22ql13 par MLPA, nous a permis de mettre en évidence une
délétion de novo d’au moins 1Mb chez un patient autiste.

Les variations de nombre de copies de I’ADN (CNV) ont été étudiées chez des autistes
par QPCR. Nous avons identifié 27 variations réparties sur 17 génes parmi les 36 explorés.
Les CNV observés dans les génes ITGA6, TAGLN3, HOXALl, DLG4 et UBE2C sont
intéressantes en raison de I’implication de ces geénes dans le développement cérébral ou la
fonction neuronale.

L’ensemble de ces résultats nécessite des expériences complémentaires de validation.

Mots clés: autisme, déficience mentale, microsatellite, étude d’association, étude
d’expression, gene NLGN4X, région 22913, variations de nombre de copies de I’ADN (CNV),
MLPA, QPCR.



Résumé en anglais

Autism and mental retardation are two neurodevelopmental syndromes involving genetic
factors. Our work consists in finding new candidate genes or susceptibility factors. 106
autistic patients and 68 sporadic non-syndromic mentally retardated patients were studied.

We have shown an association between allele 4 of a microsatellite marker GXAlu
localized in 17911.2, in intron 27b of the NF1 gene and patients with non-syndromic mental
retardation.

We contributed to the study on the NLGN4X gene. We demonstrated an increase of
expression of the NLGN4X transcript, in an autistic patient with non-syndromic mental
retardation linked to a mutation in the NLGN4X gene promoter.

We study the 22q13 region with the MLPA method, we have demonstrated a deletion
de novo of at least 1Mb in an autistic patient.

The copy number variations (CNV) have been investigated in an autistic population by
QPCR. We identified 27 variations on 17 genes among the 36 investigated. The CNV
observed in ITGAG, TAGLN3, HOXA1, DLG4 and UBE2C genes are interesting because of
the involvement of these genes in brain development or neuronal function.

These results require further experiments for validation.

Keywords: autism, mental retardation, microsatellite, association study, expression study,
NLGN4X gene, 22g13 region, copy number variations (CNV), MLPA, QPCR.
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Préambule

Les recherches sur la génétique de D’autisme se sont développées de maniere
exponentielle ces vingt dernieres années. Une riche moisson de données a été accumulée.
Cependant malgré ces efforts, le développement de grands consortiums ainsi que les
évolutions technologiques, les causes de I’autisme demeurent inconnues chez une majorité de
patients. De plus, les mécanismes physiopathologiques restent largement hypothétiques. Le
retard mental présent chez 70% des patients autistes et le constat de génes impliqués
simultanément dans les deux pathologies ont introduit la notion de continuum entre 1’autisme
et la déficience mentale. Notre travail s’inscrit dans ce contexte, nous nous sommes attachés a
rechercher des facteurs de susceptibilité dans 1’autisme et la déficience mentale.

Cette these s’inscrit également dans un contexte professionnel particulier. En effet,
ingénieur d’études au sein du laboratoire de I’équipe 2 de I'unit¢ INSERM 930 depuis
plusieurs années, j’ai participé aux différents projets de recherche de 1’équipe. J’ai été
encouragée par mon responsable d’équipe le Professeur Christian Andres a valoriser mon
expérience par un doctorat de 3*™ cycle.

Le manuscrit a été construit autour d’une introduction en 3 parties, les deux premieres
sont consacrées a un état des lieux de 1’autisme puis de la déficience mentale. La troisiéme
partie développe les stratégies d’identification de génes candidats dans ces deux pathologies.
Cette derniere section consacre un paragraphe aux variations de nombre de copies de I’ADN,
qui est le theme majeur de notre travail.

Un deuxiéme chapitre est consacré aux matériels et méthodes et développe les
techniques employées au cours de ces travaux.

Un troisiéme chapitre concerne les résultats de ce travail. Cette partie rapporte les
données de quatre études qui ont été menées pendant cette thése. Une partie des résultats a été
publiée ou est en cours de publication, ils apparaissent sous forme d’article. Une seconde
partie de résultats, qui a nécessité une mise au point technique importante, en cours de
validation est également présentée. Ces résultats feront I’objet d’une future publication.

Les chapitres discussion et conclusion terminent ce manuscrit.
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Premiere partie :

Le syndrome autistique
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|. Historique d’une maladie complexe

Le mot autiste vient de la racine grecque autos qui signifie « soi-méme ». Il a été
employé pour la premiére fois en 1911 par le psychiatre suisse Eugen Bleuler, lorsqu’il a
décrit les symptémes de patients schizophrenes repliés sur eux mémes.

Par la suite, en 1943, Leo Kanner psychiatre américain d’origine allemande a réutilisé ce
concept d’autisme pour caractériser le comportement de 11 enfants. Ces enfants présentaient
un ensemble de symptémes particuliers que Kanner a regroupé en sept caractéristiques
essentielles: la solitude, les obsessions pour des routines, une mémoire extraordinaire,
I’écholalie, une sensibilit¢é aux stimuli, une gamme d’intéréts limitée, une intelligence
normale.

Selon Kanner: «I’autisme est une incapacité innée a établir le contact affectif habituel avec les
personnes, biologiquement prévue, exactement comme d’autres enfants viennent au monde
avec des handicaps physiques ou intellectuels». Kanner a attribué I'étiologie de I’autisme de
ces enfants principalement a ’attitude des parents et a la qualité des contacts des parents avec
leurs enfants, sans pour autant exclure la transmission héréditaire de certains caractéres.

A la méme période une étude est menée chez 4 enfants par un médecin autrichien,
Hans Asperger, qui relate des caractéristiques de comportement apparentées a celles observées
par Kanner. Il appelle ce syndrome «psychopathie autistique». Toutefois les patients observés
par Asperger, contrairement a ceux de Kanner, s’exprimaient bien verbalement mais avaient
un léger handicap en termes de motricité globale. Ce trouble décrit par Asperger en 1943 est
actuellement classé, comme I’autisme de Kanner, parmi les troubles envahissants du
développement (TED).

En 1966 Andreas Rett décrit un comportement de type autistique chez un groupe de
patients, exclusivement des filles. Ce syndrome est caractérisé aussi par une atteinte
neurologique (ataxie, stéréotypies manuelles caractéristiques, spasticité). Le développement
de ces enfants était normal jusqu’a l'dge de 5-6 mois puis régressait brutalement. Ce syndrome

a ensuite été classé dans les TED et son étiologie génétique découverte en 2000.

Dans les années 50, Bruno Bettelheim a eu une influence considérable sur les

tentatives d’explication de ce syndrome complexe. Selon Bettelheim 1’autisme serait dii a un
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probléme de relation mére/enfant, d’ou la théorie des « meéres réfrigérateurs ». Un enfant
deviendrait autiste a cause d’une insécurité affective et un manque d’amour de sa mere. Cette
théorie accentue la responsabilité des parents dans la maladie, laquelle fut préalablement mise
en cause par Kanner. Cette philosophie de pensée qui a perduré jusqu’a la fin des années 60, a
longtemps culpabilisé les parents et notamment les meéres d’enfants autistes.

En 1968 une étude de Rutter marque un tournant dans la fagon de concevoir I’autisme,
elle constitue la base des conceptions développées de nos jours. L’analyse des observations
faites sur 1’autisme et des symptdmes décrits a conduit Rutter a proposer une classification
plus scientifique. Trois grandes catégories de symptdmes devant apparaitre avant 1’dge de
trois ans sont ainsi établies:

- des problémes de socialisation
- des troubles de la communication plutot au niveau qualitatif que quantitatif
- un manque d’imagination manifesté par des intéréts restreints ou des comportements

rituels.

Parallélement, le terme d’autisme apparait pour la premiere fois dans la deuxieme
édition du manuel de diagnostic et de classification des troubles mentaux (DSM-II) de
I’association psychiatrique américaine, ou 1’autisme est classé dans les psychoses infantiles.
Cette classification permet aux utilisateurs et aux acteurs impliqués d’adopter un langage
commun. Les premieres versions du DSM restent cependant sous forte influence
psychanalytique. La version Il du DSM publié en 1980 abandonne le versant psychanalytique
pour le coté biomédical et range I’autisme dans la catégorie des troubles envahissants du
développement (TED) sous 1’appellation d’autisme infantile.

En 1977 les docteurs Susan Folstein et Michael Rutter publient la premiere étude de jumeaux

autistes, établissant la preuve d’une base génétique de 1’autisme.
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I1. Définitions

A.  Lessignes cliniques

L’autisme est un trouble du développement caractérisé par des altérations de la
communication verbale et non verbale, du contact et des relations sociales ainsi que des
comportements et activités répétitifs et restreints. Ces symptomes apparaissent avant 1’age de
3 ans et sont regroupés sous l’appellation « triade autistique ». Plus précisément des
anomalies de comportement sont constatées envers les objets ou les personnes et dans certains
secteurs du développement tel que le langage, la motricité, les capacités sensorielles et
cognitives, la compréhension et I’expression des émotions.

L’enfant autiste établit rarement le contact et semble méme 1’éviter, 1’évitement du
regard est caractéristique. Il n’exprime pas ses émotions par la mimique et est incapable de
comprendre celles d’autrui, de méme pour I’imitation des gestes simples lors de jeux ou
d’activités. Le langage expressif est absent ou retardé, certaines particularités telles que les
écholalies sont fréquemment observées. La communication non verbale par les gestes ou les
mimiques reste limitée. L’activité est pauvre, répétitive et stéréotypée comme par exemple
aligner un nombre déterminé de jouets toujours dans le méme ordre. On peut observer certains
troubles sensoriels notamment au niveau auditif, ils peuvent se traduire par une hyper ou une
hypo sensibilité aux bruits. On rencontre par ailleurs des perturbations du traitement des
informations sensorielles, caractérisées par une réactivité particuliere aux stimulations
visuelles (fascination pour certaines lumiéres), gustatives (des manies alimentaires), auditives
(intolérance au bruit et a certaines fréquences), ou encore au toucher (développement
d’aversion ou d’attirance pour certains tissus). Les enfants autistes peuvent avoir des réactions
d’angoisse, de colére ou d’agressivité disproportionnées face au changement de leur
environnement quotidien. L’activité motrice peut étre réduite ou augmentée, des attitudes
posturales inhabituelles (la marche en écartant les bras) sont souvent observées. Par ailleurs,
des troubles du sommeil, insomnies ou réveils nocturnes sont fréquents chez ces enfants.

La plupart des enfants autistes présentent un retard mental associe, leur quotient de
développement est inférieur a 70, actuellement la proportion est estimée a 75% (Molkmar et
al., 2003). Lorsque que le retard mental est important, le probleme du diagnostic de I'autisme

peut se poser car le retard mental peut masquer certains signes propres a ’autisme.
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De méme, une épilepsie est observée chez 12 a 39% des patients autistes (Hara, 2007)
alors que la prévalence de 1’épilepsie est estimée entre 0,5 et 1% dans la population générale
(Hauser W.A. et al., 1991).

B. La Classification

Les causes de I’autisme sont, a ce jour, le plus souvent inconnues et restent sujettes a
polémique en 1’absence de marqueur objectivement mesurable et quantifiable. Les groupes de
patients sont trés hétérogeénes; d’un point de vue cognitif et comportemental, les symptomes
sont variables selon la gravité¢ de la maladie. Depuis la premiére définition de 1’autisme par
Kanner en 1943 et jusqu'a nos jours, les spécialistes n’ont eu de cesse d’affiner et d’améliorer
leurs criteres de diagnostic afin d’établir une classification consensuelle qui puisse étre
utilisée par toute la communauté scientifique et médicale.

Actuellement, en France, le diagnostic de l'autisme repose sur 3 échelles de
classification (Tableau 1) basées sur une description comportementale des troubles puisqu’il
n’existe a ce jour aucun marqueur biologique, moléculaire ou cellulaire. Ces trois échelles
sont:

- Le DSM (Diagnostic and Statistical Manual of Mental disorders), rédigé par
I’ American Psychiatric Association. Le trouble autistique n’apparait que dans la 3*™ version.
La version utilisée actuellement est la version IV révisée (DSM-IV-TR, 2000), qui fait
apparaitre I’autisme dans la catégorie des troubles envahissants du développement (TED). La
58 version est en cours de rédaction.

- La CIM-10 (Classification Internationale des Maladies), dépend de 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS). La derniére version date de 1992 (ICD-10). Selon cette
classification I’autisme est considéré comme un handicap et non une maladie.

- La CFTMEA est la classification Frangaise des Troubles Mentaux de I’Enfant et de
éme

1’Adolescent. Elle a été établie a partir de travaux frangais, la 2° version est parue en 2000

(CFTMEA-R-2000) et reste la version actuellement employée.
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Tableau 1 : Correspondance entre la CIM-10, le DSM-IV-TR, la CFTMEA-R pour les différentes
catégories de TED, d’aprés les recommandations de la FFP, HAS 2005

CIM-10 DSM-IV-TR CFTMEA-R

e Autisme infantile e Trouble autistique e Autisme infantile

précoce - type Kanner

e Syndrome de Rett e Syndrome de Rett
e Autre trouble e Trouble désintégratif de Troubles désintégratifs
désintégratif de I’enfance P’enfance de Penfance
e Syndrome d’Asperger e Syndrome d’Asperger e Syndrome d’Asperger
e Autisme atypique e Trouble envahissant du e Autres formes de
e Autres TED développement non I’autisme
spécifié (y compris e Psychose précoce
autisme atypique) déficitaire. Retard

mental avec troubles
autistiques ou
psychotiques

e Autres psychoses
précoces ou autres TED

e Dysharmonies
psychotiques

e Hyperactivité associée a
un retard mental et & des

mouvements stéréotypés

Le DSM-IV et la CIM-10 sont deux classifications reconnues internationalement et les
criteres sont sensiblement les mémes, malgré des termes quelque fois différents. La CIM-10
n’est cependant pas limitée, contrairement aux deux autres classifications, aux maladies
mentales mais s’étend a I’ensemble des maladies.

Les principaux instruments de diagnostic et d’évaluation clinique de 1’autisme sont la
CARS (Childhood Autism Rating Scale, Schopler et al., 1980) qui est une échelle
d’observation, I’ADI (Autism Diagnostic Interview) et I’ADI-R (Autism Diagnostic
Interview-Revised) (Lord et al., 1994) qui sont des outils d’entretien semi-Structuré et
I’ADOS-G (Autism Diagnostic Observation Schedule-Generic) (Lord et al., 2000) qui est un
outil d’observation semi-structuré. Notre unité de recherche a aussi développé un outil

d’évaluation des comportements autistiques, la BSE-R (Behavioral Summarized Evaluation-
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Revised) (Barthélémy et al., 1997) qui est particulierement adaptée pour les enfants
présentant un comportement atypique.

C. Les troubles envahissants du développement (TED)

Comme nous venons de le voir dans les classifications DSM-IV, CIM-10 et CFTMEA-
R, I’autisme appartient a la catégorie des troubles envahissants du développement. Cependant
I’étude de la littérature fait apparaitre plusicurs termes concernant ’autisme et les TED
prétant souvent a confusion. Ainsi certains auteurs parlent d’autisme classique, de spectre
autistique, de troubles autistiques ou encore d’autisme de haut niveau pour désigner certains
TED. Le terme autisme est souvent employé pour désigner I’autisme au sens de Kanner, mais
aussi de facon plus générale pour tous les TED. Il est important de définir chaque terme afin

d'étre le plus rigoureux possible dans la classification de ces troubles.

Les TED sont des troubles neurologiques responsables d’anomalies du développement
qui touchent la communication, les interactions sociales, les comportements, les activités et
les intéréts. Ils forment un continuum dont la gravité des symptémes ou des déficiences varie.

Le Tableau 2, issu du DSM IV-R, propose une classification spécifique des TED.

Tableau 2: Les cing troubles envahissants du développement répertoriés selon le DSM-IV-R

TED Caractéristiques
e Détérioration importante du langage, du jeu, des comportements
Désordre désintégratif de sociaux et adaptatifs aprés une période de développement normal
I’enfance (DDE) de trois ans ou plus.

Grave déficience mentale

Touche presque exclusivement les filles

Régression importante apres une période de développement normal

Grave retard du langage et des capacités psychomotrices

Grave déficience mentale

Trouble de la communication verbale et non verbale

Altération des interactions sociales

Comportements inhabituels, activités restreintes

Début avant I’age de 3 ans

Autisme atypique

Troubles graves et envahissants dans certains domaines, tels que

I’interaction sociale réciproque, ou des activités et des intéréts

restreints, mais absence des symptdmes stricts du trouble autistique

e Troubles variables (de l1égers & graves) qui touchent I’interaction
sociale réciproque et la compréhension des situations sociales

Syndrome d’Asperger e Activités répétitives et intéréts restreints

e Aucun retard du langage ou du développement intellectuel

e Troubles de la communication

Syndrome de Rett

Trouble autistique

TED non spécifié
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Cependant I’autisme et les autres troubles envahissants du développement tendent
aujourd’hui a étre regroupés sous 1’appellation générique de troubles du spectre de I’autisme
(TSA ou ASD pour Autism spectrum disorder) (Allen DA., 1988), méme s’il reste des
distinctions au sein de ce spectre. Selon une publication de Juillet 2009 de I’association
Autisme-Europe, le terme de diagnostic TSA remplace les termes «autisme » ou encore
« TED » afin de mettre 1’accent sur la spécificité des troubles du développement social et la

grande variabilité des symptémes individuels.

[11. Epidémiologie

A. Prévalence

Un état des lieux sur ’autisme et les TED en France, a été publié en janvier 2010 par la
Haute Autorité pour la Santé (HAS). La prévalence de I’autisme «nu» y est estimée, d’aprés
une méta-analyse de Fombonne (2009) a 0,2% et celle de I’ensemble des TED est d’environ
0,6%. Les données incluses dans le Tableau 3 mettent en évidence une augmentation de la
prévalence d’un facteur 3 en dix ans pour I’autisme et I’ensemble des TED. Cette évolution
peut s’expliquer par I’évolution des critéres de diagnostic, une analyse plus fine de la

variabilité phénotypique et une meilleure connaissance des troubles.
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Tableau 3 : Estimation de la prévalence des troubles envahissants du développement d’apres
le site internet http://www.has-santé.fr

Fombonne, Inserm, 2002 Fombonne, Fombonne, Fombonne,
1999 (15) (19) 2003 (16) 2005 (17) 2009 (18)

Nombre 23 31 K 7 40 443
d'études
incluses dans
la revue
TED 18,7/10 000 27.3/10 000 27.5/10 000 37/10 000 63,7/10 000
Autisme infantile 7.2/10000 @10 000 10/10 000 13/10 000 20.6/10 000
Autre trouble = - 0.2/10 000 0.2/10 000 0.2/10 000
désintégratif de
l'enfance
Syndrome - 310 000 2,510 000 3/10 000 6/10 000
d’Asperger
Autisme 11.5/10 000 153/10000 15/10 000 21/10 000 37.1/10 000
atypique
Autres TED
B. Influence du sexe et de la génétique

Le sex-ratio a peu changé depuis les premieres études épidémiologiques, il est de 3 a 4
gargons pour une fille (Fombonne, 2003 ; Yeargin-Allsopp et al., 2003). Le sex-ratio est
moins élevé lorsqu’il y a un retard mental modéré a sévére associé (2 garcons pour 1 fille). En
revanche, en absence de retard mental, le sex ratio est plus élevé (6 garcons pour 1 fille)
(Fombonne, 2003).

La proportion d’autres enfants atteints dans les fratries avec un enfant déja atteint est
plus importante que dans la population générale (environ 22 fois plus) (Schaefer G .B. et al.,
2008, Lauristen et al., 2005). Les risques de récurrence sont respectivement de 4% et 7% si

I’enfant affecté est un garcon ou une fille (Jorde L.B. et al., 1991).

C. Influence de I’origine ethnique, de la géographie et du
milieu social

Alors qu’aucune étude anthropologique complete n’ait été réalisée, nous pouvons
cependant observer d’apres les études et enquétes réalisées que 1’on trouve des cas d’autisme
sur I’ensemble des continents, aucune ethnie ou pays ne semblent échapper a ce trouble. Il en
est de méme lorsque 1’on observe les différentes classes sociales de la société. Les hypothéses

développées par Kanner, ou I’autisme était associé a une classe sociale aisée et
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intellectuellement instruite ne sont plus d’actualité¢ aujourd’hui, les différences sociales ou
professionnelles ne représentent pas un facteur déterminant dans 1’apparition de la maladie

(De Giacomo A. et Fombonne E., 1998).

D. Influence des pathologies et troubles associés

La majorité des troubles associés a 1’autisme ont un déterminisme génétique. Parmi
eux: la sclérose tubéreuse de Bourneville (0 a 3,8% des autistes), le syndrome de I’X fragile
(0 & 8,1%), la neurofibromatose de Recklinghausen (NF1) (<1%), la phénylcétonurie
(Fombonne E., 2003). L association de ses maladies génétiques constitue un argument fort en
faveur de I’intervention de facteurs génétiques dans I’étiologie de 1’autisme.

Les troubles autistiques sont intimement liés a la déficience mentale et I’épilepsie.
D’aprés la revue de Fombonne (2003), 30% des autistes n’ont pas de retard mental, 30 % ont
un retard mental Iéger ou modéré et 40% présentent un retard mental profond. Une déficience
intellectuelle est présente chez 1/3 des patients atteints d’'un TED. La prévalence de
I’épilepsie est de 20 a 25% dans les TED, de 5 a 40% dans 1’autisme selon les études contre
0,5 a 1% dans la population générale (Canitano R., 2007, Fombonne, 2003; Hauser et al..,
1991).

Par ailleurs, des deficits sensoriels ont été observés chez les enfants autistes, 9,5%
présentent des déficits auditifs (Rosenhal et al.., 1999) et 1,3% présentent des deficits visuels
(Fombonne, 2003).

V. Etiologie

Actuellement, les causes du syndrome autistique restent en grande partie inconnues.
Toutefois la présence d’une composante génétique a clairement été démontrée avec les études
sur les paires de jumeaux realisées entre les années 1970 et 1980. L’autisme est un syndrome
multifactoriel ou un certain nombre de facteurs de risque agiraient conjointement pour induire
un phénotype. Le taux de concordance entre les jumeaux monozygotes (60 a 90%) et les

jumeaux dizygotes (10%) va dans ce sens. Ces facteurs de risque peuvent étre des interactions
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gene/environnement ou des interactions géne/gene. Les effets des interactions
géne/environnement peuvent étre attribués a des facteurs environnementaux toxiques ou des
facteurs épigénétiques qui par leur action perturberaient les fonctions des genes et par voie de
conséquence le tissu neural. Les facteurs de risque épigénétiques peuvent étre des substances
biochimiques (polluants toxiques, médicaments) des agents biologiques (virus) ou encore des
expériences psychologiques traumatisantes (stress). Ces facteurs pourraient altérer les voies
de signalisation des neuromédiateurs mais aussi influencer I’expression de génes durant le

développement cérebral (Levy et al. 2009).

A. La neurobiologie de I’autisme

1. Les données neuroanatomiques

Comme nous I’avons vu précédemment 1’autisme pris dans son sens le plus large
inclue des patients trés hétérogénes d’un point de vue phénotypique. Les données
neuroanatomiques se sont multipliées ces dernieres années avec le développement de
I’imagerie cérébrale qui a ’avantage d’étre une méthode d’investigation non invasive. Les
premicres études d’imagerie cérébrale datent des années 80. Cette technique a permis de
connaitre les régions du cerveau qui pourraient jouer un role dans I’autisme et de caractériser
les anomalies impliquées dans ce syndrome. On distingue 3 techniques d’imagerie cérébrale:
la tomographie a émission de positons (TEP) qui permet de visualiser le cerveau au repos,
I’imagerie par résonance magnétique (IRM) qui permet de mesurer 1’anatomie cérébrale et
enfin, I’imagerie fonctionnelle par résonance magnétique nucléaire (IRMf) qui permet
d'observer le cerveau en activation. La figure 1 nous indique de maniére schématique les

différentes régions du cerveau vues en coupe sagittale.
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Figure 1: Schéma d’une coupe sagittale du cerveau humain d’aprés le site internet :
http://www.brainwaves.com/brain_diagram.html.

Un certain nombre d’études d’imagerie cérébrale ont impliqué plusieurs régions
cérébrales avec des résultats souvent contradictoires. Une méta-analyse de Brambilla et al..,
en 2003, a fait le point a partir d’études portant sur ’analyse des différentes régions du
cerveau dans 1’autisme. Par la suite, Stanfield et al.., en 2008, ont réalisé une nouvelle méta-
analyse a partir de 46 études en essayant de corréler les données avec 1’age, le sexe et le QI
des patients. Plus récemment, Verhoeven et al.. (2010) ont réalisé une revue des données

d’IRM les plus fréquemment observées dans 1’autisme.

a) Le volume cérébral

Lors de son étude, Kanner, en 1943, avait mentionné une macrocéphalie chez 5 des 11
enfants autistes. Une macrocéphalie est fréquemment observée chez une part importante des
patients, deux études (Lainhart et al., 1997, Courchesne et al., 2001) ont observé une

macrocéphalie a la naissance chez 15% des autistes. L’analyse menée par Stanfield et al. en
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2008 renforce les résultats antérieurs et conclue a une augmentation du volume cérébral chez
les patients autistes. Ces études soulignent une corrélation entre la maladie et I’age, le QI et le
volume intra-cranial des patients (Piven J. et al., 1992, Aylward et al., 2002, Brambilla et al.,
2003). Cette observation ainsi que I’augmentation du périmétre cranien (Lainhart et al., 2006)
sont des données neurobiologiques observées de facon constante dans la population autiste
par plusieurs auteurs (Piven et al., 1995, Hardan et al., 2001, Sparks et al., 2002). Ces
augmentations pourraient résulter d’une anomalie d’un des trois processus suivant : une
augmentation de la neurogénése, une diminution de la mort neuronale et ou, une augmentation
des tissus non neuronaux du cerveau tels que la glie ou les vaisseaux sanguins (MVerhoeven et
al., 2010).

b) Anomalies microscopiques

Les études microscopiques cérébrales sont issues d’observations histologiques post-
mortem chez des sujets autistes. Kemper (1993), a observé chez 6 autistes une augmentation
de la densité cellulaire associée a une diminution de la taille des cellules au niveau de
I’hippocampe et de I’amygdale, suggérant une réduction de la densité des axones et des
dendrites dans le cerveau des patients autistes. Ces résultats ont été confirmés par 1’étude de
Raymond et al. (1996) réalisées chez deux patients autistes. Cette architecture cérébrale
correspondrait a celle d’un cerveau lors des premiers stades de maturation (Bauman et al.,
1985). Plusieurs études témoignent d’une diminution du nombre de cellules de Purkinje au
niveau des hémispheres cérébelleux et du vermis ainsi qu’une diminution de 25% de la taille
de ces cellules (Ritvo et al., 1986, Fatemi et al., 2002).

Par ailleurs, un épaississement anormal du cortex ainsi qu’une augmentation de la
densité neuronale ont été rapportés par 1’étude de Bailey et al.. (1998). Les neurones corticaux
sont organisés en unités verticales appelées mini-colonnes. L’analyse post-mortem de
cerveaux de sujets autistes a montré, au niveau cortical, une augmentation du nombre de mini
colonnes, mais celles-ci sont plus petites et présentent une réduction de 1’espace des
neuropiles traduisant peut étre une innervation plus étendue et une activation plus intense des
neurones (Casanova et al., 2002). L’équipe de Bailey a également observé la présence de
neurones au niveau de la couche moléculaire du néocortex (couche I), une irregularité des
limites entre les différentes couches ainsi qu’une frontiére peu définie entre les substances

blanche et grise.
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C) Les anomalies observées dans les structures cérébrales

(1) Lecervelet

C’est une structure qui n’occupe que 10% de la boite cranienne mais qui comprend
plus de 50% de ses neurones. Il est maintenant démontré qu’en plus de sa fonction régulatrice
de P’activité motrice, le cervelet peut interagir avec le cortex et avoir un réle régulateur des
régions impliquées dans les émotions et dans les fonctions cognitives (Middleton et al., 2000,
Schmahmann J.D., 2004). Un défaut dans les circuits d’interaction entre ces deux structures
pourrait expliquer les troubles de langage et de comportement observés chez les autistes
(Herbert M.R., 2005). Le vermis est une région particuliére du cervelet qui a fait I’objet de
plusieurs études chez les patients autistes. Pour la premiere fois, en 1994, Courchesne et al..
ont publié des données montrant une hypoplasie des lobules VI-VII du vermis. L’analyse de
Stanfield et al.. rapporte une diminution de la taille des lobules VIII- X et VI-VII en
soulignant une hétérogénéité des résultats concernant les lobules VI-VII en fonction de 1’age
et du QI. Ces auteurs démontrent que le volume des lobules I-V serait fonction de la
répartition garcon/fille dans les cohortes, cependant globalement aucune variation n’est
observée dans ces régions. Il est a noter qu'une diminution de la taille des lobules VI-VII
n’est pas spécifique du syndrome autistique puisqu’elle a été observée dans d’autres
pathologies associées telle que le syndrome de Down (Raz et al., 1995) ou encore le
syndrome de I’X fragile (Mostofsky et al., 1998).

(2) Lecortex

Le cortex cérébral désigne la substance grise périphérique des hémispheres cérébraux.
Il se compose de 6 couches cellulaires renfermant différentes classes de neurones,
d’interneurones et de cellules gliales. 1l peut étre segmenté en différentes aires dont les aires
motrice, sensorielle, auditive et visuelle. Par ailleurs on distingue 3 lobes cérébraux : frontal,
pariétal et temporal.

L’amélioration des techniques d’imagerie a permis d’observer une augmentation du
volume total des hémispheéres cérébraux (Hardan et al., 2001, Sparks et al., 2002) ainsi qu’une
augmentation du volume de la substance grise (Abell et al., 1999) et de la substance blanche
(Courchesne et al., 2001) chez des enfants et jeunes adultes autistes, principalement sans
retard mental ou avec un retard mental modéré.

Un taux de croissance anormal, en fonction du temps, des volumes de substance

blanche et grise des lobes frontal, temporal et pariétal a été rapporte (Piven et al. , 1996,
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Carper et al., 2002, Schumann et al., 2010). Par ailleurs, deux études (Zilbovicius et al., 2000,
Ohnishi et al., 2000) ont mis en évidence une diminution bilatérale du débit sanguin cérébral
au niveau des lobes temporaux et plus particulierement au niveau du gyrus temporal supérieur
(GST) et du sillon temporal supérieur (STS). Ces observations témoigneraient, selon les
auteurs, d’une moindre activité synaptique et donc d’un dysfonctionnement de ces régions
chez I’autiste. Une diminution bilatérale du volume de la substance grise dans la région
temporale supérieure a été observée chez 21 patients autistes (Boddaert et al., 2004),
coincidant avec les anomalies fonctionnelles rapportées dans la méme région. La méme
équipe a mis en évidence par IRMf une anomalie d’activation du STS en réponse a des stimuli
sonores vocaux alors que 1’activation de cette zone est normale lorsque la stimulation provient
de sons non vocaux (Gervais et al., 2004). L’IRMf a également permis de mettre en évidence
une perturbation de 1’activation et de la vitesse de synchronisation des réseaux corticaux chez
les sujets autistes. De plus, Dapretto et al.. (2006) ont montré une diminution de I’activité des
neurones miroirs du gyrus frontal inférieur qui sont impliqués dans la réalisation des taches
d’imitation. Par ailleurs, chez les autistes une corrélation entre 1'hypoactivité de ’aire du
gyrus fusiforme et des déficits de discrimination entre les personnes et les objets a été
démontrée par plusieurs équipes (Schultz R.T., 2005, Hadjikhani et al., 2004). De surcroit, les
régions corticales associées au traitement du langage sont differemment sollicitées entre les
sujets autistes et les sujets controles; chez les autistes ’activation du gyrus temporal inférieur
(aire de Broca) est diminuée au profit de celle du gyrus temporal supérieur (aire de Wernicke)
(Kana et al., 2006).

(3)  Le systeme limbique

Ce systéme est constitué d’un groupe de structures cérébrales jouant un role dans le
comportement en particulier dans diverses émotions telles que 1’agressivité, la peur, le plaisir,
ainsi que la formation de la mémoire. Les principales composantes sont des structures
subcorticales: 1’hippocampe (impliqué dans la formation de la mémoire a long terme),
I’amygdale (impliquée dans 1’agressivité et la peur), la circonvolution cingulaire et le fornix
(impliqué dans la mémorisation); 1’hypothalamus (impliqué dans la régulation des fonctions
comportementales, endocrines et du systeme nerveux autonome).

L’étude de Brambilla (2003) puis celle de Stanfield (2008) ne montrent pas de
variation des volumes de I’hippocampe et de I’amygdale chez les sujets autistes. Cependant
Stanfield indique que I’dge des patients est un facteur important, ainsi ils observent une

augmentation du volume de I’amygdale uniquement chez les patients les plus jeunes.
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Des anomalies morphologiques de 1’hippocampe ont été observées chez des patients
présentant des troubles du langage sévéres avec un tableau clinique d’autisme ou de retard

mental (Agostini et al.., 2010).

(4)  Le corps calleux

Le corps calleux est une commissure télencéphalique (faisceau d’axones)
interconnectant les deux hémisphéres cérébraux. La plupart des études relatent une diminution
du volume du corps calleux chez des patients autistes (Egaas et al., 1995, Alexander et al.
2007). De plus, des anomalies de morphologie et de microstructure ont récemment été
associees a la pathologie (Alexander et al. 2007). Ces observations pourraient traduire soit
une diminution du nombre de fibres reliant les deux hémispheres soit un défaut de

myélinisation de ces fibres.

(5) Lenoyau caudé

Le noyau caudé est situé au niveau des noyaux gris centraux. Il joue un réle important
dans I’apprentissage et la mémoire. Les méta-analyses de Brambilla et Stanfield rapportent
une augmentation de son volume chez les patients autistes corrélée avec un comportement

répétitif et stéréotypé.

2. Les données neurochimiques

a) Le systéme sérotoninergique

La sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT) est un neuromédiateur synthétisé a partir
du tryptophane, principalement a partir des neurones du raphé, localisés au sein du tronc
cérébral. On la trouve aussi au niveau du systéme digestif. Apreés une étape d’hydroxylation,
le tryptophane est converti en 5-hydroxytryptophane (5-HTP) qui est ensuite décarboxylé en
sérotonine. La sérotonine est impliquée dans la régulation de nombreux processus
physiologiques et cognitifs: 1’anxiété, le cycle veille-sommeil, les comportements
alimentaires, sexuels et maternels ou encore la douleur et la température corporelle. Quatorze
récepteurs de la sérotonine ont été décrits (Zafeiriou et al., 2009), presque tous sont impliqués
dans le développement, certains interviennent dans le développement des dendrites et des
épines dendritiques de 1’hippocampe, d’autres dans la potentialisation a long terme, d’autres
encore dans la différenciation neuronale ou la maturation dendritique (Sikich et al., 1990,

Tecott et al., 1998, Dooley et al., 1997). Les études biochimiques se sont focalisées sur la
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sérotonine du fait de son implication dans la perception (Bauman & Kemper, 1994). La
sérotonine joue un rdle important dans la régulation de I’humeur. Or des troubles de I’humeur
et des angoisses ont souvent ¢té décrites chez les autistes. L’intérét des études du systeme
sérotoninergique est aussi lié a son implication dans I’attachement social. Des études chez
I’animal ont montré qu’une hypersérotoninémie pouvait diminuer 1’attachement social en
inhibant le stress lié a la séparation (Chamberlain et al., 1990); ces observations pourraient
suggerer un lien entre 1’élévation du taux de sérotonine et les déficits des interactions sociales
rencontrés chez les autistes. Plus récemment, le role de la sérotonine dans le développement
précoce du cerveau a été proposé comme un facteur étiologique du développement de
I’autisme (Whitaker-Azmitia, 2001). Les neurones sérotoninergiques sont détectés dés la 5°™
semaine de gestation dans le cerveau humain (Sundstrom et al., 1993), la sérotonine
exercerait ainsi différentes actions sur la morphogénése du systéeme nerveux central
(Whitaker-Azmitia, 1994, Mazer et al., 1997, Chugani et al., 1999). Des expériences in vivo,
chez la souris, ont montré que la source principale de sérotonine aux stades précoces du
développement serait d’origine maternelle et non feetale (Cote et al., 2007), ceci montre le
réle crucial de la sérotonine maternelle sur le développement normal du feetus et en particulier
de son cerveau. Plusieurs études font référence a des taux élevés de sérotonine dans le sang et
les plaguettes sanguines chez les patients autistes (Anderson et al., 1997, Cook et Leventhal
1996, Herault et al. 1996). Les mécanismes de 1’hypersérotoninémie dans 1’autisme ne sont, a
ce jour, pas élucidés et la corrélation entre I’hypersérotoninémie plaquettaire et certains
comportements autistiques ne fait pas 1'unanimité (Kuperman et al.., 1987, Mulder et al..,
2004, Hranilovic et al.., 2007). 30% des autistes présentent une augmentation de sérotonine
plaquettaire (Ritvo et al.., 1970; Marazziti et al.., 2000), cependant elle ne semble pas
spécifique de cette pathologie puisqu'on la retrouve, notamment, dans la schizophrénie
(Freedman, 1981). Certaines études suggerent une altération du systéeme sérotoninergique
central dans I’autisme mais des observations contradictoires ont été rapportées. Une étude par
tomographie par émission de positons (TEP) a montré chez des gargons autistes une
diminution unilatérale de synthese de sérotonine dans le cortex frontal et le thalamus droit,
associée & une augmentation de synthese de sérotonine dans le cervelet. Cette asymétrie n’a
pas été observée chez les filles (Chugani et al.., 1997, 1999). Il semblerait que les taux élevés
de sérotonine présents dans le sang s’accompagnent d’une diminution des taux au niveau du
cerveau. Des expériences de privation de tryptophane ont provoqué une exacerbation des
comportements répétitifs (McDougle et al.., 1996). Un traitement par des inhibiteurs de

recapture de la sérotonine (SSRI) a, quant a lui, permis d'améliorer ces comportements chez
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les autistes (Kolevzon et al.., 2006) mais a produit des effets secondaires (Belik J., 2008,
Bethea et al.., 2007). Actuellement, différentes études pharmacologiques se focalisent sur les
effets des SSRI (inhibiteurs de la recapture de sérotonine) et sur les effets de I'administration

précoce du précurseur de la sérotonine, le 5-HTP, dans cette maladie.

b) Le systéme dopaminergique et les catécholamines

La dopamine (hydroxytyramine) est un neurotransmetteur appartenant a la classe des
catécholamines, elle est le précurseur de la noradrénaline et de 1’adrénaline. Elle est
synthétisée a partir de la tyrosine provenant de I’alimentation. La dopamine est également une
neurohormone produite par I’hypothalamus, elle inhibe la libération de prolactine par le lobe
antérieur de I’hypophyse. Au niveau du systeme nerveux central, elle est impliquée dans les
phénomeénes de dépendance via le systeme de récompense (Berridge et al., 1998, Di Chiarra
and Bassareo, 2007), ainsi que dans le contr6le des fonctions motrices. Des anomalies du
systéeme dopaminergique central sont responsables de plusieurs symptémes ou maladies
cerébrales dont la maladie de Parkinson, la schizophrénie ou encore I’hyperactivité. La
dopamine, via ses récepteurs, agirait sur la plasticité synaptique ce qui pourrait induire des
perturbations au niveau de la mémoire et du langage. Deux études ont suggéré un role
possible de la dopamine dans 1’autisme: une amélioration clinique a été observée chez des
patients autistes traités par neuroleptiques atypiques agissant comme des antagonistes des
récepteurs dopaminergiques D2 (Anderson et Hoshino, 1997, Buitelaar et al. 2000).
Cependant les études du fonctionnement du systéeme dopaminergique central par le dosage
d’acide homovanillique (produit de dégradation de la dopamine) dans le liquide céphalo-
rachidien de patients autistes ont rapporté des résultats contradictoires (Gillberg et
Svennerholm, 1987, Narayan et al., 1993).

La noradénaline (ou norépinéphrine) est une catécholamine synthétisée a partir de la
dopamine. Elle est le précurseur métabolique de I’adrénaline (épinéphrine). Les études
réalisées sur I’animal ont souligné le role du systéme noradrénergique dans un certain nombre
de fonctions. Les neurones noradrénergiques du locus coeruleus sont impliqués dans les
phénomenes d’attention, d’éveil, d’anxiété et d’apprentissage souvent perturbés chez les
patients autistes. Différentes études indépendantes ont mis en evidence des taux plasmatiques
anormalement élevés d’adrénaline et de noradrénaline chez des autistes (Launay et al., 1987,
Cook E.H., 1990, Leboyer et al., 1992). Les taux urinaires de métabolites quand a eux sont
variables alors que les taux plaquettaires sont diminués par rapport aux contrbles. Ces

données sont appuyées par une autre etude montrant des taux plasmatiques élevés de
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catécholamines et de leurs métabolites chez les autistes (Martineau et al., 1992). Cependant
des études contradictoires ont été publiées (Minderaa et al., 1994, Young et al., 1981). Des
résultats plus probants seraient nécessaires pour pouvoir envisager un réle significatif du

systéme noradrénergique dans 1’autisme.

C) L’acétylcholine

L’acétylcholine est un neurotransmetteur qui joue un réle aussi bien dans le systéeme
nerveux central ou il est impliqué entre autre dans la mémoire et 1’apprentissage que dans le
systeme nerveux périphérique. L’acétylcholine se fixe au niveau post-synaptique sur deux
types de récepteurs : nicotinique et muscarinique. Des anomalies neuropathologiques décrites
dans les neurones cholinergiques de patients autistes ont suscité un grand intérét pour 1’étude
de I’acétylcholine dans cette pathologie (Bauman et Kemper, 1994). Les récepteurs
nicotiniques de I’acétylcholine (nAChRs) sont impliqués dans un large éventail d’anomalies
neuronales et de maladies psychiatriques; en effet, ce systeme est impliqué dans les fonctions
cognitives, une diminution des NAChRs a été observée dans la maladie d’Alzheimer, les
démences a corps de Lewy, le syndrome de Down, I’autisme et la maladie de Parkinson. Des
mutations dans les génes codant les sous-unités ay4 et B, des NAChRs ont été impliquées dans
des formes héréditaires d’épilepsie (Steinlein et al.., 1995, 2004), trouble décrit chez 1/3 des
autistes. Une diminution d’expression de ces 2 sous unités dans le cortex cérébral a également
été observée post-mortem chez des sujets autistes (Perry et al., 2001). Par ailleurs toujours
dans des études post mortem, une diminution de liaison (65 a 73%) de 1’acétylcholine aux
sous unités a4 B, des NAChRs a été observée dans le cortex frontal et pariétal, mais aussi une
augmentation de liaison a la sous unité a7 au niveau du cervelet. Par ailleurs, une diminution
de 30% de liaison des récepteurs muscariniques M1 a été rapportée dans le cortex pariétal
(Perry et al.., 2001, Lee et al.., 2002, Martin-Ruiz et al.;, 2004).

d) Les systemes glutamatergique et GABAergique

L’acide glutamique ou glutamate est le neurotransmetteur excitateur le plus répandu
dans le systéme nerveux central alors que le GABA (acide y-aminobutyrique) est le principal
neurotransmetteur inhibiteur. Le glutamate est transformé en GABA par la décarboxylase de
I'acide glutamique (GAD) qui est I'enzyme limitante a la synthése de ce dernier. Les fonctions
de ces deux neurotransmetteurs sont étroitement liées. Le glutamate active les récepteurs
ionotropes AMPA, NMDA et kainate ainsi que les récepteurs métabotropes. Le glutamate

joue un role dans les fonctions cérébrales d’apprentissage et de mémorisation. Cependant un
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excés de glutamate est susceptible d’entrainer des effets pathologiques tels que ceux
rencontrés dans la sclérose latérale amyotrophique ou la maladie d’Alzheimer. La
phencyclidine, (psychotrope) inhibiteur non compétitif du glutamate pour le récepteur
NMDA, provoque des comportements similaires a ceux de la schizophrénie. Le glutamate, par
la dépolarisation qu’il peut induire, est impliqué dans des crises d’épilepsie qui sont
fréquentes dans 1’autisme (Hussman et al., 2001). Une des hypothéses actuelles dans
I’autisme serait qu’une trop forte stimulation glutamatergique induirait une suppression de
I’information GABAergique. Une étude par spectroscopie protonique a résonance magnetique
(H-MRS) portant sur 25 patients autistes de haut niveau et atteints du syndrome d'Asperger, a
montré une augmentation du taux de glutamate au niveau du systéeme limbique (Page et al.,
2006). Des études antérieures postmortem ont montré des anomalies cellulaires dans cette
région (ainsi que dans le cervelet) qui est riche en neurones glutamatergiques (Bauman et
Kemper, 1994, Raymond, Bauman M.L., 1996). Par ailleurs des taux anormalement élevés de
glutamate plasmatique ont été observés chez des autistes (Aldred et al., 2003). Une
augmentation des ARNm des récepteurs de type AMPAL ainsi que du transporteur au
glutamate est présente dans le cerveau de patients autistes, en revanche une diminution de la
densité des recepteurs est observée au niveau du cervelet (Purcell et al., 2001). Une
hyperactivité glutamatergique pourrait provoquer une excitotoxicité délétére pour le
développement neuronal (Bittigau et lkonomidou, 1997). De plus ’activité glutamatergique
atteint son maximum durant la deuxiéme année de vie de I'enfant, période durant laquelle les
signes autistiques émergent dans la plupart des cas. Une activité perturbée du systéme
glutamatergique et de la balance glutamate/GABA pourrait provoguer une croissance
neuronale anormale et altérer les connectivités (Kornhuber et al., 1989). Une diminution de
48 a 61% de ’enzyme GAD est observée postmortem chez des autistes dans le cervelet et les
régions pariétales du cerveau suggérant de nouveau une anomalie dans le rapport
glutamate/GABA (Fatemi et al., 2002).

e) L’ocytocine
L’ocytocine (OT) est un neuropeptide synthétisé par les neurones hypothalamiques,
elle est connue pour ses effets sur la contraction de 'utérus et lors de la lactation, mais
intervient aussi entre autres, dans les phénomenes de sociabilité et la mémoire (Insel et
Fernald, 2004, Neumann 1.D., 2008). Un des traits de la pathologie autistique est un déficit
dans les interactions sociales; 1’hypothése d’un réle de I’OT dans 1’étiologie autistique fait

suite a des études chez I’animal ou il a ét¢ montré que I’OT pouvait réguler le comportement
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social (Carter C.S., 2003, Lim et Young, 2006). Une diminution du taux d’OT plasmatique a
été observée par plusieurs équipes (Modahl et al., 1998, Green et al., 2001, Andari et al.,
2010). Les taux d’OT plasmatiques sont corrélés positivement chez les enfants normaux avec
I’age et avec la capacité de socialisation, ce n’est pas le cas chez les patients autistes ceci
suggere qu’un simple modele de déficit en OT dans 1’autisme n’est pas suffisant. Ces faibles
taux sanguins d’OT peuvent étre le reflet d’un mécanisme de compensation provoqué par des
anomalies au niveau des récepteurs ou au niveau des précurseurs de I’OT (Modahl et al.
1998). Aucune étude ne rend compte du taux d’OT dans le liquide céphalo-rachidien (LCR)
chez les autistes. En revanche les dosages réalises chez des femmes ayant subi des sévices
durant leur enfance ainsi que chez les singes privés d’affection ont montré une baisse d’OT
(Winslow J.T., 2005, Heim et al. 2009). Trois études ont examiné les effets de 1’OT
administrée en intra-nasal chez des autistes de haut niveau (Andari et al., 2010, Guastella et
al., 2009, Hollander et al., 2003, 2007) et ont constaté des résultats encourageants; en effet, le
contact visuel, des items dans les comportements répétitifs et les interactions sociales étaient
améliorés. Il a été proposé que I’OT puisse contribuer aux anomalies de comportement social
dans D’autisme via son action sur [D’amygdale, région présentant des perturbations

morphologiques et d’activation dans I’autisme (Brambilla, 2003, Szatmari, 2003).

f) La mélatonine

La mélatonine est une neurohormone endogene sécrétée par la glande pinéale qui tient
un role majeur dans la régulation des rythmes circadiens, en particulier du cycle veille-
sommeil. Cette neurohormone est synthétisée a partir de la sérotonine.

Des troubles du sommeil ont été rapportés chez les enfants avec autisme, la prévalence
va de 44 % a 83 % selon les études (Richdale A.L.,1999). Krakowiak (2008) suggere que
I’endormissement et les réveils nocturnes seraient les deux périodes critiques de sommeil les
plus perturbées dans le groupe des enfants ayant un trouble du spectre de 1’autisme.

Parallelement aux études sur le sommeil, il a été recherché des troubles des rythmes
circadiens chez des enfants avec autisme, en se basant sur 1’étude des plaintes parentales a
propos des rythmes veille-sommeil irréguliers chez leur enfant. Des anomalies de sécrétion de
la mélatonine ont été mises en évidence chez des enfants avec autisme. Plusieurs études ont
fait état de plus faible taux de mélatonine durant la nuit dans le sérum de patients autistes
comparés a celui des contrbles (Brzezinski et al., 2005, Kulman et al., 2000, Melke et al.,
2008). Similairement, le taux urinaire de son métabolite, la 6-sulfatoxymélatonine, est plus

faible chez les autistes (Tordjman et al., 2005). Une seconde étude rapporte une association
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entre le taux d’excrétion de 6-sulfatoxymélatonine et les phases du sommeil (Leu et al.,
2010).

Les études récentes se sont focalisées sur 1’impact de la mélatonine dans le traitement
de l’insomnie chez les autistes. Le principal effet sur le sommeil est une phase

d’endormissement plus rapide (Andersen et al., 2008, Wirojanan et al., 2009).

B. Les données environnementales

1. Les intoxications

L’exposition in utero a certains toxiques, virus ou hormones a été mise en cause dans
plusieurs études concernant I’autisme. L’action des facteurs environnementaux interviendrait
a un stade trés précoce de I’embryogénése (du 20°™ au 40°™ jour aprés fécondation chez
I’homme) dans 1’étiologie de I’autisme (Miller et al.., 2005, Ploeger et al.., 2010) et induirait
des anomalies du tube neural (Rodier P.M. 2000). La thalidomide, prescrite dans le traitement
de I’anxiété et reconnue depuis comme puissant tératogeéne a été associée a 1’autisme dans une
étude suédoise : si la thalidomide est donnée en traitement & des femmes enceintes a un stade
précoce de leur grossesse, cela induit un syndrome autistique chez 4% des enfants (Stromland
et al. 1994). Un mod¢le d’étude in vivo a été développé chez le rat en traitant des rattes
gestantes a 1’acide valproique (agent anticonvulsif donné dans le traitement de 1’épilepsie)
(Rodier et al.. 1996). Une diminution du nombre des cellules de Purkinje a été observée dans
le cervelet. Une autre étude a montré que lorsque la mere était traitée par des
anticonvulsivants (traitement de 1’épilepsie) pendant sa grossesse, sur 57 enfants ayant un
syndrome feetal aux anticonvulsivants, 4 étaient autistes et 2 présentaient un syndrome
d’Asperger (Moore et al., 2000). Un autre médicament, un anti-ulcéreux, le misoprostol, s'il
est administré chez la femme enceinte durant le premier trimestre de sa grossesse, peut induire
un syndrome ou un comportement autistique (Bandim et al.., 2003). Des syndromes
d’alcoolisme feetal ont aussi été associés a 1’autisme (Nanson et al., 1992, Aronson et al.,
1997) avec notamment une perte de langage.

En outre, plusieurs équipes ont étudié les effets de 1’acide rétinoique, métabolite de la
vitamine A, utilisé dans le traitement de 1’acné ou de certains cancers. Aucune association n’a
cependant été observée avec 1’autisme alors que des modeles animaux ont mis en évidence
des anomalies cérébrales similaires a celles observées dans 1’autisme apres 1'administration

d’acide rétinoique (London E. et Etzel R.A., 2000) Une hypervitaminose ainsi qu’une
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hypovitaminose A durant la grossesse provoquent, quant a elles des anomalies du tube neural
(Means et al., 1995).

2. Les infections

Une infection par le virus de la rubéole durant le 1* trimestre de la grossesse provoque
souvent des anomalies congénitales. Une étude menée chez 243 enfants infectés par une
rubéole congénitale a révélé que 4,1% d’entre eux développaient de I’autisme (Chess S.,
1971). Dans une deuxiéme étude, 6% des enfants atteints de rubéole congénitale ont été
diagnostiqués autistes (Chess S., 1977). Enfin, une méta-analyse de Fombonne (2003) montre
que 0,3% des cas d’autisme peuvent étre liés a une rubéole congénitale.

Le cytomégalovirus infecte 1 a 3% des femmes au cours de leur grossesse, la
transmission au feetus a lieu dans 40% a 50% des cas. L’infection in utero provoque des
symptdmes autistiques, une infection au cours du 3°™ trimestre de grossesse, au moment de la
myeélinisation, a été observée chez certains patients autistes (Sweeten et al. 2004, Yamashita
et al., 2003, Barkovich et al. 1994).

3. Les facteurs immunologiques

Des altérations du systeme immunitaire durant des périodes critiques du
développement cérébral et neuronal peuvent jouer un réle dans les dysfonctionnements
neuronaux observés chez les patients autistes. Ces perturbations du systéme immunitaire
peuvent provenir d’anomalies de I’immunité maternelle pendant la grossesse ou d’une
perturbation auto-immune (Ashwood et al. 2006).

Une augmentation des monocytes circulants, corrélée avec une augmentation
d’interféron y (IFNy), a été observée dans 1’autisme (Sweeten et al., 2004). D’autres études
font référence a des perturbations qualitative et quantitative des cellules tueuses NK (natural
killer), lymphocytes T, lymphocytes B, monocytes et macrophages (Fiumara et al., 1999,
Warren et al. 1987). Des resultats contradictoires sont rapportés concernant les taux 1’IL12
(interleukine 12) et IFNy (Singh V.K., 1996, Gupta et al., 1998). Des études in vitro sur des
cellules mononucléaires ont révélé une réponse immunitaire innée inappropriée avec une
augmentation de cytokines proinflammatoires TNF-a et 11-18 chez des patients autistes par
rapport aux contrdles (Jyonouchi et al., 2001). Les explorations sur les immunoglobulines
plasmatiques ont révélé des taux anormaux d'lgG2 et d'lgG4 (Croonenberghs et al., 2002)
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mais aussi d’IgGl, d'IgM et d'IgG (Trajkovski et al., 2004) suggérant une maladie
autoimmune sous-jacente ou une altération de la sensibilité aux infections chez les patients
autistes. La fréquence des maladies autoimmunes dans les familles avec autisme semble plus
importante mais les données s’avérent contradictoires (Comi et al., 1999, Croen et al. 2005).
La présence d’anticorps maternels dirigés contre certaines protéines du cerveau chez les
patients autistes pourrait contribuer au développement de la maladie ou étre la conséquence de
celle-ci (Ashwood et al. 2006). Une étude de Singh et Rivas (2004) a montré la présence
significative d’anticorps, dirigés contre trois protéines du noyau caudé, chez 49% des autistes
testés mais pas chez les contrdles. L’association entre I’autisme et des dysfonctionnements du
systéme immunitaire n’apparait pas trés claire. Il est possible que des anomalies du systéme

immunitaire ne soient spécifiques que de certains sous groupes d’autisme.

4. La vaccination

Le vaccin ROR (rougeole/oreillons/rubéole) a été incriminé comme pouvant induire
un syndrome autistiqgue (Wakefield et al., 1999). Cette étude a fait polémique car elle
soulevait un probléeme de santé publique en détournant de nombreuses familles de la
vaccination obligatoire en Angleterre et ailleurs. Depuis, de nouvelles études ont largement
prouvé qu’il n’y avait aucune corrélation entre 1’autisme et le vaccin ROR (Doja A. et Roberts
W., 2006, DeStefano, 2007). De méme, plusieurs études n’ont pas observé d’association entre
I’autisme et le thimérosal, dérivé du mercure contenu dans le vaccin ROR, entre autres
(Thompson et al., 2007). L’étude de Wakefield a définitivement été supprimée de la base du
Lancet et de Medline en 2010, les reproches étant a la fois sur le fond scientifique (étude avec
de nombreux biais rendant toute conclusion impossible) et 1’éthique de 1’étude (conflit

d’intérét patent entre Wakefield et les sociétés produisant les vaccins).

C. La Génétique de I’autisme

Une corrélation entre autisme et facteurs génétiques a été établie dans les années 1960,
depuis 1’étude de Rimland (1964) qui a montré un taux de concordance ¢€levé chez les

jumeaux monozygotes.
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1. Les études de jumeaux et de familles

Les études familiales montrent clairement que certains traits « autistiques » sont aussi
présents chez les sujets autistes que chez les parents et membres non autistes de la méme
famille, suggérant une héritabilité des traits (Freitag C.M., 2007). Le risque de récurrence est
22 fois plus élevé dans les familles ayant un enfant autiste que dans la population générale.
Cependant, les récents travaux menés par Constantino (2010) sur la caractérisation et la
quantification du risque de récurrence intrafamiliale, suggérent que ce risque pourrait étre plus
élevé que celui précédemment publié par plusieurs auteurs suivant la définition qu’on lui
donne. Les études familiales ont permis d’aboutir a la notion d’un phénotype élargi qui
comporterait des anomalies cognitives et sociales, des désordres de la communication, des
comportements obsessifs-compulsifs, des troubles de ’humeur et de I’anxiété, ainsi que des
centres d’intéréts limités chez des apparentés du premier degré du sujet autiste. Ceci
suggererait un terrain de susceptibilité génétique pour 1’autisme (Smalley et al., 1995,
Hollander et al., 2003).

En 1977, Folstein et Rutter ont publié la premiere étude sur des jumeaux autistes. Ils
ont montré que le taux de concordance était beaucoup plus élevé chez les jumeaux
monozygotes (MZ) que chez les jumeaux dizygotes (DZ). Cette constatation a été reproduite
dans plusieurs études épidémiologiques ou il a été mis en évidence que lorsque 1'un des
enfants est atteint d’autisme dans les couples MZ, la probabilité pour que le deuxiéme soit lui
aussi autiste est proche de 90% contrairement a celle des couples de jumeaux dizygotes qui
avoisine les 10% de concordance (Bailey et al., 1995, Steffenburg et al., 1989, Ritvo et al.,
1985).

Ainsi, le rapport de concordance entre les jumeaux MZ et DZ et le risque de
récurrence observé dans les familles d’autistes, permettent de calculer un taux d’héritabilité
(variance génétique/variance phénotypique) d’environ 90% (Bailey et al., 1995).

La composante génétique se retrouve également dans 1’association relativement
fréquente de maladies génétiques et d’anomalies chromosomiques avec |’autisme. Ces
différentes données sont en faveur d’une contribution génétique dont le mode de transmission
reste encore inconnu méme si les résultats disponibles orientent les recherches vers un modele

polygenique qui présente une hétérogéneité génétique (Folstein et al., 1999).
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2. Les maladies genétiques et anomalies chromosomiques associées

Dans 10% des cas, I’autisme peut étre lié a des maladies monogéniques ou des

anomalies chromosomiques (Herman et al., 2007) (Tableau 4).

a) Les syndromes génetiques

Tableau 4 : Maladies génétiques associées a ’autisme (d’aprés Zafeiriou et al. 2007, Kelleher et al., 2008).

. Géne(s) ou anomalie Prévalence de Prévalence dans
Maladies : I’autisme dans la N
chromosomique . I’autisme
maladie
X fragile FMR1 25% - 33% 2% - 5%
Sclérose tubéreuse de Bourneville TSC1, TSC2 16% - 65% 1% - 4%
Syndrome de Rett MECP2 100% 2%
Neurofibromatose de type 1 NF1 4% 0% - 4%
Syndrome d’ Angelman UBE3A 42% 1%

(1) Le syndrome de I’X fragile

Le syndrome de I’X fragile (FXS) représente la cause la plus commune de retard
mental héréditaire, il touche aussi bien les garcons que les filles. La prévalence dans la
population générale est estimée a 1/4000 chez les garcons et a 1/7000 chez les filles
(Crawford et al., 2001). Le FXS est lié a des mutations dans le géne FMR1 localisé en
Xq27.3. la principale mutation, nommée fra (X), correspond a une expansion de triplet
(CGG), localisée dans la partie non traduite du géne FMR1, créant un site fragile sur le
chromosome X. Les individus normaux ont la séquence CGG répétée moins de 40 fois, chez
les individus atteints du FXS la séquence est répétée plus de 200 fois (mutation compléte), on
rencontre aussi des individus portant des prémutations (55 a 200 répétitions de CGG) (Madd
alena et al., 2001, Hagerman et al. 2009). Les alléles correspondant a des prémutations sont
associes a une déficience cognitive plus légere que pour la mutation compléte (Kaufmann et
al., 1999). La plupart des gargons atteints de FXS ont un QI inférieur a 50, alors que les filles
présentent un retard mental plus modéré avec un QI allant de 70 a 85.

Le géne FMR1 code la protéine FMRP qui se fixe sur des ARNm spécifiques et inhibe
leur traduction, cette protéine interagirait avec plus de 400 ARNm différents (Brown et al.,
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2001). L’amplification de triplets est associée a une hyperméthylation de la séquence CGG
conduisant & une réduction de la transcription du messager de la protéine FMRP ou a la
transcription de messagers anormaux selon le nombre de répétitions CGG. Un déficit de
protéine FMRP entrainerait une dérégulation de la traduction des génes localisés a différents
loci impliqués dans I’autisme et le syndrome de 1’X fragile (Hagerman R.J., 2006). Les
patients FXS présentent des anomalies cognitives, une hypersensibilité aux stimuli sensoriels
et de I’épilepsie, caractéristiques que 1’on observe dans I’autisme (Hagerman R., 2002, Miller
et al., 1999) ; ces anomalies ont été reproduites dans un modéle de souris FXS invalidées pour
le géne FMR1 (Brennan et al., 2006, Spencer et al., 2005). Les souris invalidées pour le gene
FMR1 ont une augmentation de synthése des protéines cérébrales due a I’absence de
régulation de la traduction par la protéine FMRP, des perturbations de la balance des
connectiques excitatrice/inhibitrice au niveau néocortical ainsi qu'une synchronisation neurale
anormale (Gibson et al., 2008). Des anomalies de la forme et de la taille des prolongements
dendritiques ont été rapportées chez des patients FXS ainsi que chez les souris invalidées pour
le géne FMRL. La prévalence de I’autisme dans la population FXS est de 30% et I’X fragile
est observé chez 2 a 5% des autistes, ceci suggere que le géne FMRL1 jouerait un rdle dans

I’autisme (Hagerman et al., 2005, Kaufmann et al. 2004).

(2)  Lasclérose tubéreuse de Bourneville

La sclérose tubéreuse de Bourneville (STB) est une maladie autosomique dominante
dont la prévalence est estimée a 1/10000. Des mutations dans deux génes suppresseurs de
tumeurs, TSC1 (région chromosomique 9934) et TSC2 (région chromosomique 16pl13),
codant respectivement 1’hamartine et la tubérine, sont a 1’origine de la STB. La maladie est
caractérisée par une atteinte multiviscérale (Crino et al. 2006) associée a des lésions cutanées
et cérébrales, de 1’épilepsie dans 70 a 93% des cas et du retard mental dans 50 a 80% des cas.
Les mutations du gene TSC1 sont les plus fréquentes dans les formes familiales. Le dimére
formé par les deux protéines régule la croissance et la prolifération cellulaire (Curatolo et al.,
2008), si I’'une des protéines manque, le complexe ne se forme pas et entraine 1’apparition de
tumeurs bénignes. Les mutations, a l’origine de la STB, provoquent une activation
permanente de ces protéines. Les mutations des genes TSC induisent des altérations des
structures neuronales et synaptiques (Napolioni et al., 2008) ainsi que des modifications de
neurotransmission notamment au niveau des interneurones GABAergiques (Levitt et al.,
2005). Le nombre de STB parmi les individus autistes est évalué entre 1 et 4%, il augmente a
14% lorsqu'une épilepsie est associee (Filipek et al., 1999). Il est a noter que, la présence des
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« tubers » ou lésions du cerveau au niveau des lobes temporaux a été associée a une

augmentation significative de la fréquence de 1’autisme (Bolton et al., 2002).

(3) Lesyndrome de Rett

Le syndrome de Rett ne touche quasiment que les filles. Sa prévalence est de 1’ordre
de 1/10000 a 1/15000. Les caractéristiques tres particulieres du phénotype ont conduit a une
identification spécifique du syndrome dans les TED. Les enfants ont un developpement
apparemment normal de 6 a 18 mois, puis ils régressent et perdent leurs capacités de
communication et de motricité fine des mains. lls présentent un retard mental, un autisme et
une microcéphalie. Des mutations du géne MECP2 (methyl-CpG binding protein 2) localisé
en Xg28 (Amir et al., 2000) sont responsables de 90% des cas. La protéine MECP2 peut a la
fois fonctionner comme un activateur ou un répresseur de la transcription (Chahrour et al.,
2008). Des études chez des modeles de souris ont montré que la perte de fonctions de la
protéine MECP2 pouvait entrainer une diminution de la transcription de genes neuronaux
alors que le gain de fonction de la protéine MECP2 entrainait une augmentation de
transcription de ces mémes génes. De maniére intéressante le nombre de synapses excitatrices
au niveau de I’hippocampe est augmenté quand la protéine MECP2 augmente et est diminué
quand elle diminue (Chao et al., 2007). Les recherches réalisées chez des modeles de souris
du syndrome de Rett ont suggéré que des anomalies d’expression de la protéine MECP2
pouvaient induire des anomalies cognitives ainsi qu’un comportement autistique (Samaco et
al., 2008). Ce géne a été étudié dans I’autisme méme si la fréquence des mutations semble
rare (Vourc’h et al., 2001, Ylisaukko-Oja et al., 2005).

(4)  Laneurofibromatose de type 1

La neurofibromatose de type 1 (NF1) est une maladie a transmission autosomique
dominante, sa prévalence est estimée a 1/3000 (Friedman et al., 1999). Des mutations dans le
géne suppresseur de tumeur NF1 localisé en 17q11.2 sont a I’origine de la maladie. Cette
maladie est caractérisée entre autre par la présence en grand nombre de taches café au lait
ainsi que de tumeurs bénignes cutanées. Les patients atteints de NF1 ont des difficultés
d’apprentissage (Rosser and Parker, 2003), des déficits de l'attention, ainsi que des fonctions
exécutives, de la motricité et présentent des difficultés d’apprentissage dans 70% des cas
(Hyman et al., 2005). La prévalence de la NF1 dans I’autisme est de 0 a 1,4%. L’association
de ces deux pathologies pourrait étre liée au géne NF1; en effet un all¢le particulier d’un

marqueur GXAlu localisé dans I’intron 27b du geéne NF1 n’a été observé que dans la
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population autiste (Mbarek et al., 1999). Ces résultats n’ont cependant pas été reproduits
(Plank et al., 2001).

(5) Le syndrome d’Angelman

Le syndrome d’Angelman (SA) est un trouble séveére du développement neurologique
caractérisé par un retard sévere du développement, un retard mental, un deficit du langage
important, des trémulations des membres et un comportement en apparence joyeux avec des
rires inappropriés. La prévalence est estimée a 1/12000 (Steffenburg et al., 1996). C’est la
délétion de la région correspondant a la région impliquée dans les syndromes de Prader-Willi
et d’Angelman (PW/AS) (Figure 2) du chromosome 15 maternel qui est la cause de la

pathologie.
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Figure 2 : Régions du chromosome 15 impliquées dans les syndromes d’Angelman et de Prader-Willi

et dans ’autisme. La figure illustre les génes de la région 15911-13 impliqués dans ces pathologies.

Dans 70% des cas on observe une delétion du locus q11.2-q13, et parmi ceux-ci, 10%
présentent une disomie uniparentale paternelle du chromosome 15 (deux chromosomes 15
hérités du pére), 10% des cas présentent une mutation du géne UBE3A situé sur le locus gl1-
q12 codant I’'ubiquitine-protein ligase E3A (Moncla et al., 1999). La délétion de la région

PW/AS du chromosome 15 paternel est, quant a elle, responsable du syndrome de Prader-
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Willi. Quarante pour cent des personnes avec un SA rempliraient également les criteres
diagnostiques de l'autisme (Peters et al., 2004).

(6)  Les autres syndromes

De nombreux autres syndromes peuvent étre associés a un trouble autistique: le
syndrome alpha-thalassémie/retard mental 1lié a 1’X (ATRX), le syndrome de Sotos, la
myopathie de Duchenne, le syndrome de Cornelia de Lange, 1I'hypomélanose d’Ito, le
syndrome de Joubert, le syndrome de Moebius, le syndrome de Cohen, la dystrophie
myotonique de Steinert, le syndrome CHARGE, le syndrome de Lujan-Fryns, le syndrome de
Smith-Magenis, le syndrome de Timothy (Cohen et al., 2005, Zafeiriou et al., 2007). Ces

pathologies rares ne concernent cependant que quelques cas isolés.

b) Les anomalies chromosomiques

L’autisme peut étre attribu¢ a des anomalies chromosomiques dans 5 a 10% des cas.
Ces anomalies touchent 1’ensemble des chromosomes (Figure 3, Vorstman et al., 2006), on
observe des translocations équilibrées ou non, des inversions ou encore des délétions et des

duplications.
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Figure 3: Représentation générale de toutes les régions cytogénétiques d’intérét (CROIs:
Cytogenetic regions Of Interest) associées a 1’autisme (extrait de Vorstman et al, 2006). A gauche
des chromosomes : les régions liées (Lod score > 2) sont représentées par des traits bleus, celles
associées (P< 0,05) par des traits rouges. A droite des chromosomes : les barres verticales
représentent les CROIs ; les barres de méme couleur indiquent que cette CROI a été rapportée plus
gu’une fois dans la littérature. Les rectangles rouges indiquent les nouvelles régions d’intérét
potentiel quand un locus commun est rapporté plus de quatre fois associé a des anomalies
chromosomiques, sans qu’il soit préalablement 1ié ou associ¢.

Ces réarrangements génomiques peuvent &tre a 1’échelle du geéne mais aussi du
chromosome comme dans la trisomie 21 ou il y a un chromosome surnuméraire pour la 21°
paire. Les anomalies les plus récurrentes concernent le chromosome 15 et notamment la
région PW/AS. Ces anomalies peuvent donner de ’autisme, souvent associé a un retard
mental, et des malformations. On admet généralement qu’un microremaniement est
responsable de la maladie a la condition qu’il soit absent chez les parents. L’étude
approfondie des réarrangements génomiques dans ’autisme et la déficience mentale fera

I’objet d’un chapitre de ce travail.
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C) Les maladies métaboliques

La majorité¢ des maladies métaboliques sont d’origine génétique avec une hérédité le
plus souvent autosomique récessive (Benvenuto et al., 2009, Manzi et al., 2008). Ces
pathologies sont présentes chez moins de 5% des individus autistes.

La phénylcétonurie, par I’accumulation au niveau du cerveau de phénylalanine, est la

cause de retard mental mais aussi du développement d'un autisme. Depuis la mise en place
d’un régime alimentaire particulier et du dépistage néonatale, cette pathologie a disparu dans
les pays dits développés.
Des déficits dans le métabolisme de la créatine peuvent produire des comportements
autistiques associés a des déficits cognitifs et moteurs et de 1’épilepsie. Les anomalies se
situent au niveau de la synthése et du transport de la créatine, 1’absorption de créatine par voie
orale peut palier au déficit de synthése et améliorer les troubles (Nasrallah et al., 2010). Le
dépistage de ces anomalies se fait par spectroscopie IRM des urines et imagerie.

Les déficits dans le métabolisme cérébral des folates présentent un phénotype
associant entre autre un retard de développement psychomoteur, un retard mental, une ataxie
cérébelleuse, une épilepsie et des troubles autistiques fréquents.

Le syndrome de Smith-Lemli Opitz (SLO) résulte d’un défaut de synthése du
cholestérol. La maladie est liée a des mutations du gene DHCR7 codant la 7-
déshydrocholestérolréductase. Les patients ayant un SLO présentent un retard mental, une
microcéphalie, un retard de croissance, une dysmorphie particuliére ainsi que des
malformations multiples (organes génitaux, reins, cceur, cerveau). Une étude récente a montré
que 53 % des enfants SLO remplissent les critéres diagnostiques de I’autisme (Tierney et al.,
2001). Un taux élevé de 7-déshydrocholestérol dans le sang permet d’orienter le diagnostic.
Un diagnostic prénatal peut étre réalisé en recherchant des mutations dans le géne DHCR?7.
Les enfants atteints qui recoivent une supplémentation précoce en cholestérol voient
I’amélioration de leurs troubles tout particulierement des troubles autistiques.

Des déficits dans le métabolisme des purines liés a un déficit en enzyme
adénylosuccinase ont également ¢t¢ observés chez des patients autistes. [’anomalie de
synthese de purine provoquerait des troubles du métabolisme énergétique ainsi que des effets

toxiques induisant des anomalies cérébrales (Ciardo et al., 2001).
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Deuxieme partie :

La déficience mentale
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I.  Un peu d’histoire

Les termes utilisés pour définir les personnes présentant un retard mental ont beaucoup
évolué au cours du temps. Actuellement, la plupart des auteurs nomment cette population de
« déficience mentale » de maniére moins péjorative que par le passé ou le terme consacré était
« debile ». Au XIX siécle, Esquirol établit une classification des arriérations mentales en se
basant sur des critéres tels que la dysmorphie, 1’état du langage, le déficit de jugement,
I’incapacité mnésique et le manque de volonté. En outre, il différencie I’idiotie de la démence.
La démence est une perte progressive des facultés intellectuelles alors que I’idiotie est 1’état.
Par la suite, c'est avec 1’obligation scolaire que la déficience intellectuelle a été associée a
I’insuffisance de moyens intellectuels. Seguin, en 1837, fut le premier a différencier les idiots,
les imbéciles et les débiles. En 1904 Binet met en place une mesure scientifique de
I’intelligence, le Quotient Intellectuel (QI) a partir de laquelle il propose une classification
exposee ci-dessous:

-Un idiot est un enfant incapable de communiquer avec ses semblables; son age
mental correspond a celui d’un enfant de 0 a 2ans et il est inapte a la parole.

-Un imbécile est un enfant qui n’arrive pas a communiquer par €crit avec ses
semblables, ni a lire ni écrire et qui présente un age mental d'un enfant de 3 a 7 ans.

-Un débile est un enfant qui sait communiquer avec ses semblables par écrit et par la
parole mais qui présente une déficience intellectuelle qui se traduit par un retard mental dans
ses études; son age mental est celui d'un enfant de 8 a 12ans.

En 1959 I’ Association Américaine sur la déficience mentale propose une définition de
I’arriération : état dans lequel les aptitudes mentales sont diminuées par suite de causes
pathologiques. La méme année les recherches en génétique humaine ont permis la découverte
de la trisomie 21 par I’équipe du Dr Jérome Lejeune. On lui donne également le nom de
syndrome de Down en référence au Dr Down qui avait préalablement fait une description trés
détaillée des personnes atteintes de trisomie 21. Il les a comparés aux orientaux considérés a
I’époque comme une race inférieure et dont le développement ne serait pas terminé, d’ou le
terme «mongolien », qui a largement été utilisé jusqu’a récemment pour qualifier cette
population. Cette découverte a permis de mieux comprendre le fonctionnement cérébral et

physiologique de la personne. Selon Zazzo (1965), la déficience mentale est une insuffisance
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intellectuelle irréversible, d’origine biologique, due a I'hérédité ou a un accident précoce,
compatible avec I’acquisition scolaire de base mais ne permettant pas d’atteindre le minimum
intellectuel exigé par 1’école. Zazzo introduit alors la notion d’hétérochronie, le débile
compar¢ a ’enfant normal se développe a des vitesses différentes suivant les étapes du
développement psycho-biologique. Selon cette notion, la débilité est moins un déficit
intellectuel qu’une structure mentale particuliére. En 1975, Mises, dans une approche plus
psychanalytique, a définit les déficiences harmoniques et dysharmoniques. Il s’est intéressé a
la personnalit¢ des individus déficients intellectuels. Il explique que s’il existe des
dysfonctionnements précoces d’ordre neurologique, ils influencent nécessairement 1’évolution
pulsionnelle, I’accés a I’individuation et 1’élaboration des fonctions symboliques. Malgré la
multiplicité des termes (déficience, retard, arriération, oligophrénie, débilité), un consensus se
dégage, une définition des déficiences mentales est établie selon trois caractéristiques : un
fonctionnement intellectuel général significativement inférieur a la moyenne, la notion de

désadaptation sociale et I’apparition au cours du développement.

I1. Définitions

A. La classification

Trois classifications, présentées ci-dessous, définissent des critéres diagnostiques pour

la déficience mentale.

3. Le DSM-IV-TR

Il s’agit d’un fonctionnement intellectuel général significativement inférieur a la
moyenne, le niveau de QI est inférieur ou égal a 70 et les troubles apparaissent avant 1’age de
18 ans. Le fonctionnement adaptatif est altéré dans au moins deux des secteurs suivants: la
communication, l'autonomie, la vie domestique, les aptitudes sociales, la mise a profit des
ressources de I’environnement, la responsabilité individuelle, 1'utilisation des acquis scolaires,

le travail, les loisirs ou encore la santé et la sécurité.
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4. La CIM-10

L’organisation mondiale de la santé définit le retard intellectuel comme un arrét du
développement mental ou un développement mental incomplet, caractérisé par une
insuffisance des facultés et du niveau global d’intelligence, notamment au niveau des
fonctions cognitives, du langage de la motricité et des performances sociales. Comme le
DSM-IV-R, la CIM-10 définit quatre degrés de retard mental classés en fonction du QI.

5. La CFTMEA-R

La classification francaise des troubles mentaux définit le niveau mental et la catégorie de la
déficience. Le retard mental peut étre Iéger, modéré ou profond. Les déficiences sont classées
en plusieurs catégories:

- harmoniques, elles sont fixes et peu évolutives

- dysharmoniques, elles présentent un processus évolutif, avec des poly-handicaps

sensoriels et/ou moteurs et des démences.

6. La classification selon le QI

Les trois classifications distinguent quatre degrés dans le retard mental, évalué par la
mesure du QI. En admettant un QI moyen de 100 et un écart-type de 15 dans la population

générale, 1’échelle de classement est la suivante (QI détermines selon le test de Wechsler) :

-Retard léger: le QI se situe entre 50/55 et 70 et décrit des personnes connaissant des
difficultés scolaires mais capables de s’intégrer a la société de facon autonome a 1I’age adulte.

Cette catégorie représente 85% des déficients mentaux.

-Retard modéré: le QI se situe entre 35/49 et 50/55 et décrit des personnes connaissant
dans I’enfance des retards de développements importants mais ayant de bonnes capacités de
communication et une indépendance partielle. Ces individus, qui représentent 10% des
déficients mentaux, ont des problémes d’intégration dans la société a I'dge adulte. Leur niveau

intellectuel ne dépasse pas celui du CP.
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-Retard grave: le QI se situe entre 20/25 et 35/40 et définit des personnes ayant besoin
d’une assistance prolongée. Leur &ge mental ne dépasse pas celui d'un enfant de 2 a 3 ans,
leur langage est rudimentaire et les acquisitions sont incompletes. Ce trouble concerne 3 a 4%

des déficients mentaux.

-Retard profond: le QI est inférieur & 20/25 et représente des personnes ayant peu de
capacités a communiquer, une absence de langage, des troubles moteurs graves et une
autonomie tres limitée voire nulle. Un a deux pourcent des déficients mentaux sont concernés
par ce retard.

Cette classification a été simplifiée par 1’association Américaine sur le Retard Mental
(American Association of Mental Retardation, 1992), qui a définit deux degrés de sévérité: le

retard mental sévere (QI<50) et le retard mental l1éger (50<QI<70).

7. Les tests psychométriques

L’exploration des capacités intellectuelles repose sur des tests psychométriques qui ne
doivent jamais étre utilisés isolément. Les données qu’ils fournissent doivent étre interprétées
en fonction de I’histoire et du contexte de vie de I’enfant. En effet le développement des
capacités cognitives, du langage, de la motricité et de la socialisation de I’enfant sont trés
dépendants de son développement affectif.

Plusieurs tests et échelles existent, la plus utilisée en France chez I’enfant de moins de
3 ans est celle de Brunet-Lézine révisée par Josse en 1997, dans laquelle ils définissent un
Quotient de Développement (QD). Les tests de développement permettent également de
définir I’age mental des enfants de plus de 3 ans et leur QI.

Le QI de Wechsler est différent de celui précédemment cité, il précise un QI verbal et
de performance au sein du QI total. Les échelles de Wechsler sont les plus utilisées chez
I’enfant de plus de 4 ans. La note de QI d’un sujet situe ses performances dans une
distribution gaussienne de notes. Les échelles de Wechsler comprennent des épreuves

verbales et non verbales.

B. Prévalence

La prévalence de la déficience mentale est de 1’ordre de 1 a 3% dans la population

générale (Chelly et al., 2006). On estime qu’il y a 1,2 gar¢on pour une fille (McLaren et
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Bryson, 1987), voir 2,2 gargons pour une fille lorsque le retard mental est sévere, suggérant
que les génes localisés sur le chromosome X seraient impliqués dans une proportion non
négligeable des déficiences mentales (Lemay et al., 2003). Les retards mentaux (RM) séveres
ont une incidence estimée entre 0,3 et 0,4%, les retards mentaux légers quant a eux pourraient
concerner jusqu’a 3% de la population générale (Moser H.W., 2004). La prévalence des
patients atteints de retard mental sévere représente 10 a 20% des retards mentaux (Roeleveld
et al., 1997). La plupart des retards mentaux modérés ont tendance a étre d’ordre familial ou
polygénique comparativement aux retards mentaux séveres qui apparaissent plus

sporadiquement (Lemay et al., 2003).

I11. Etiologie

Toutes les atteintes du systéme nerveux central quelle qu’en soit la cause, sont
susceptibles d’entrainer une diminution des capacités intellectuelles. Sur le plan statistique, il
existe une corrélation entre la profondeur du déficit intellectuel et 1’existence d’une étiologie
organique : plus le déficit est profond, plus la probabilité de trouver une cause organique est
grande.

Les causes de déficience mentale sont multiples et variées, elles sont identifiées dans

environ 50% des cas et présentées dans le

Tableau 5 (Curry et al., 1997, Chelly et al., 2006). Plus de 1000 maladies ont, par ailleurs, été
associées au retard mental (Chelly et al., 2006).

La déficience mentale peut étre qualifiée de syndromique lorsqu’elle est associée a des
signes cliniques, radiologiques, métaboliques ou biologiques. Dans les formes de déficience
mentale non syndromiques le déficit cognitif est isolé. Cependant la frontiére entre les deux
n’est pas si aisée a définir, car lorsque les signes cliniques sont détaillés, des formes,
jusqu’alors non syndromiques, peuvent apparaitre syndromiques (Frints et al., 2002, Ropers
H.H. et Hamel B.C., 2005).
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Tableau 5 : Causes principales de retard mental et leur fréquence (D’aprés Curry et al., 1997)

Causes Fréquences

Anomalies chromosomiques 4 —28%
Syndromes dysmorphiques 3-7%

Maladies génétiques connues 4-14%
?;r:]ct)rn;fuies morphologiques du systéme nerveux 7_17%
Complications liées a la prématurité 2-10%
Retard mental lié a ’environnement-familial 3-12%
Facteurs environnementaux et medicamenteux 5-13%
Causes endocriniennes 1-5%

Inconnues 30 - 50%

Les causes anténatales représentent environ 80% des déficiences mentales, les causes
périnatales et postnatales représentent, quant a elles, environ 10% chacune. La majorité des
causes anténatales a un déterminisme génétique hormis les embryopathies et les feetopathies
toxiques ou infectieuses qui sont liees a des facteurs environnementaux. Les causes
périnatales et postnatales semblent, quand a elles, avoir une étiologie environnementale.

Une étude menée par Stevenson (2003) et reprise par Rogers en 2008, sur une
population de 10997 individus de Caroline du Sud, agés de 20 ans et dont 59% étaient des
garcons, illustre la fréquence des causes de déficience mentale classées d’un point de vue

génétique et environnemental. Cette répartition est illustrée sur la Figure 4.
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Figure 4: Répartition des causes de déficience mentale d’aprés Stevenson et al., 2003, Rogers et al.,
2008.

A. Les causes environnementales

Les feetopathies et les embryopathies d'origine toxique, infectieuse ou métabolique
peuvent expliquer le développement d'une déficience mentale d’origine prénatale.
Par ailleurs, le syndrome d’alcoolisme feetal (FAS) est sans doute une des causes les plus
fréquentes de déficience mentale. Selon les communautés, la prévalence varie entre 0,6 et
3/1000 (Lemay et al., 2003). Les personnes atteintes de FAS présentent un QI variant de
normal a sévérement bas. La plupart des individus ont des difficultés d’apprentissage, des
déficits d’attention de fonctionnement adaptatif, une hyperactivité et ces caracteéres sont
associés a une dysmorphie faciale. En outre, des déficiences mentales ont été observées chez
des patients ayant souffert, in utéro, de déficits en iode ou ayant été exposés a I’iode
radioactif. Les infections intra-utérines liées a la toxoplasmose, la rubéole, ou au
cytomégalovirus, semblent étre responsables de 3 a 8% des deficiences mentales (Bower et
al., 2000). Parmi les anomalies meétaboliques citons le cas de la phénylcétonurie maternelle
traitée puis oubliée ou asymptomatique qui provogue une déficience mentale dans 100% des
cas avec microcéphalie et retard de croissance intra-utérin. Les déficiences mentales liées a la
souffrance feetale existent encore, malgré les progres liés a 1’obstétrique; I’anoxie cérébrale et

I’ictere nucléaire (li€ a un taux élevé de bilirubine) en sont les principales manifestations. Ces
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déficiences mentales associées a celles liées a la prématurité représentent, quant a elles,
environ 5% des cas.

Les causes postnatales sont responsables de 3 a 15% des déficiences mentales, dont la
moitié par traumatisme (enfants secoués), les autres cas englobent les séquelles d’affections
cérébrales (tumeurs cérébrales, hydrocéphalies, encéphalites aigués), les effets des
psychotropes (15% des enfants recevraient des psychotropes de facon chronique),

malnutrition et un environnement socioculturel défavorable.

B. Les causes genétiques

Les principales causes génétiques de la déficience mentale sont exposées Figure 5. Il
est actuellement admis qu’environ 50% des déficiences mentales seraient d'origine génétique
(Curry et al.., 1997, Stevenson et al.., 2003, Winnepenninckx et al.., 2003). Des mutations,
préalablement décrites dans certains cas de déficience mentale, impliqueraient plusieurs genes

simultanément (Ropers et al.., 2007).

Genetic
MR
1 1
[ Single gene J [Me'ﬂlgiﬁh‘iﬁf” ]
1 1

Gmss Mucmdeletlunsf Autosomal Autosomal
aberrations micraduplications recessive dominant Kelinked
1
[ Interstitial ] [Subrelomeric]

Figure 5 : Principale causes génétiques de la déficience mentale (Basel-Vanagaite L., 2008).

1. Les anomalies chromosomiques

Dans ce chapitre nous traiterons uniquement les anomalies détectables par les
techniques de cytogénétique conventionnelle (>1Mb). Les microremaniements visibles par la
méthode d’hybridation génomique comparative sur puces (CGH array) seront abordés dans un
chapitre spécifique.
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Les anomalies chromosomiques touchent aussi bien les autosomes que les gonosomes.
Ces modifications du génome peuvent étre rassemblées en deux groupes : les anomalies de
nombre et les anomalies de structure. Leur fréquence, sans compter la trisomie 21, est de
0,75% (1 cas sur 130) et atteint 0,9% (1 cas sur 110) en comptant la trisomie 21. Les
principales conséquences de ces anomalies sont:

-la naissance d’enfants polyhandicapés dont le degré de handicap est trés variable.

-la perte de I'enfant in utéro, a la naissance, ou ultérieurement.

-la survenue de fausses couches, de stérilité ou encore d'hypofertilité.

On constate que les anomalies compatibles avec la survie des enfants concernent le

plus souvent les chromosomes X, Y et 21.

Les anomalies de nombre se caractérisent par un exces ou I’absence d’un ou plusieurs
chromosomes complets dans la cellule. L’anomalie est homogene si elle est présente dans
toutes les cellules de I’organisme. L’anomalie est dite mosaique si elle n’est présente que dans
certaines cellules ou encore lorsque dans un méme organisme, on est en présence de deux
populations cellulaires génétiquement différentes (par exemple 30% de 48, XXYY et 70% de
48, XXXY). La seule monosomie complete viable concerne le chromosome X; il s'agit du
syndrome de Turner. La présence d'un chromosome surnuméraire est responsable de
I'apparition d'une trisomie; la plus fréquente est la trisomie 21 avec une prévalence de 0,12%.
Des trisomies au niveau des paires 13 et 18 existent de facon moins fréquente. Cependant,
d’autres caryotypes a 47 chromosomes sans handicap particulier existent : la disomie 47,
XXY ou syndrome de Klinefelter, la disomie 47, XYY ou double Y, le triple X ou 47, XXX.
D'autres marqueurs autosomiques surnuméraires ont été répertoriés, les plus fréquents sont la

tétrasomie 22q, la tétrasomie 18p, et la tétrasomie 12p.

Les anomalies de structure se caractérisent par la modification de structure d’un
fragment de chromosome qui peut entrainer un défaut ou un exces de matériel génétique. Ces
anomalies peuvent étre équilibrées s’il n’y a pas de perte ni addition de matériel
chromosomique, le sujet porteur est normal. Dans le cas d’anomalies déséquilibrées, il y a
perte ou exces de matériel chromosomique, avec des conséquences plus ou moins importantes
du point de vue de la viabilité ou du handicap pour le sujet porteur.

Les anomalies de structure sont complexes et il en existe un grand nombre parmi elles : les

translocations réciproques, les duplications et les délétions (Figure 6).
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Figure 6: Schéma simplifié de trois cas d’anomalies de structure chromosomique.

Dans le cas d’une délétion un fragment de chromosome est perdu, les délétions
peuvent étre interstitielles ou terminales. Une délétion 5p au niveau de la zone 5p15.2
correspond a la maladie du cri du chat (1 naissance sur 50 000). La délétion 4p dans la zone
4p16.3 correspond au syndrome de Wolf. Les délétions 22q11.2 et 7q11.23 correspondant
respectivement au syndrome de diGeorge (1/5000 naissances) et au syndrome de Williams
restent assez fréquentes (1/7500 a 1/10 000) (Stromme et al.., 2002). Il existe aussi des
inversions, on observe une double rupture suivie du retournement d’un fragment
chromosomique, puis du recollement de ce méme fragment. Une duplication correspond a un
doublement de matériel génétique sur un chromosome.

Actuellement les anomalies subtélomériques sont responsables de 5 a 7% de
I’ensemble des DM, cette fréquence est intermédiaire entre celle de la trisomie 21 et celle de
I’X fragile. Des délétions de I’extrémité de la plupart des chromosomes ont été observées chez
des patients atteints de déficience mentale (De Vries et al., 2003). Ces anomalies ont émergeé
comme cause significatives des déficiences mentales avec le développement de nouvelles
techniques d’analyse du génome telles que la CGH-array ou I’amplification multiple de
sondes dépendantes d’une ligation (MLPA). Dans certains cas, les pertes de matériel
génétique sont associées a des syndromes reconnaissables, mais malgré tout, la définition

d’un phénotype clinique spécifique permettant d’orienter les recherches vers les anomalies
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subtélomériques est trés difficile du fait du faible nombre de patients présentant ce type de
délétions. De Vries (2001) a proposé des critéres pour faciliter la présélection des patients
avec une déficience mentale modérée a sévere, cependant les anomalies subtélomériques sont
également fréquentes chez les patients ayant une déficience mentale légere (Rodriguez-
Revenga et al., 2004, Koolen et al., 2004, Bocian et al., 2004).

De méme, les microremaniemments interstitiels principalement mis en évidence par
CGH-array expliqueraient une part importante des déficiences mentales idiopathiques (Visser
et al., 2003, Fan et al., 2007, Froyen et al., 2007).

Les remaniements chromosomiques mis en évidence chez les patients avec une
déficience mentale suggérent un lien de cause a effet entre la rupture ou I’inactivation d’un
géne par I’un des points de cassure du remaniement et le phénotype observé. Ces phénomeénes
méme rares sont extrémement intéressants pour 1’identification de nouveaux geénes candidats

dans les déficiences mentales.

2. Les maladies monogéniques

Les etudes familiales dans lesquelles il a été observé une fréquence anormalement élevée de
déficiences mentales au sein d’une méme famille ont suggéré un mode de transmission
mendelien de la pathologie. Le mode de transmission détermine le risque de récurrence
intrafamiliale (Tableau 6). Des mutations dans un seul géne peuvent étre responsables d’une

grande variété de perturbations cliniques associées ou non a une déficience mentale.

Tableau 6 : Risque de récurrence de déficience mentale liée a des mutations monogéniques en fonction
du mode de transmission (d’aprés Basel-Vanagaite L., 2008).

Mode de transmission

Risque de récurrence dans la
descendance pour des couples
ayant un enfant atteint

Risque de récurrence dans la
descendance des germains d'individus
masculins avec retard mental*

Risque de récurrence dans la
descendance des germains d'individus
féminins avec retard mental*

Autosomique récessive

25%

<1%

<1%

Autosomique dominante **

50%

Identique a la population générale

Identique a la population générale

Autosomique dominante
(néomutation chez I'enfant)

<1%

Identique ala population générale

Identique ala population générale

Liée au chromosome X, récessive

50% pour la descendance
gargon; caractéres cliniques
modérés, probablement >50%
pour la descendance fille

Identique ala population générale

25% pour la descendance gargon;
caractéres cliniques modérés,
probablement>25% pour la descendance
fille

Liée au chromosome X, récessive
(néomutation chez I'enfant)

<1%

Identique ala population générale

Identique ala population générale

* dans des couples non-consanguins
**En supposant une pénétrance incompléte
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La plupart des cas de déficience mentale ou 1’étiologie est connue, concernent une
transmission liée au chromosome X (DMX). Les DMX représentent 16% des DM chez les
garcons (Stevenson R.E. et Schwartz C.E., 2009). Parmi les DMX, le syndrome de I’X fragile
(FXS) est la premicre cause de retard mental héréditaire, 1’ensemble des études met en
évidence que 2% des patients presentant une déficience mentale sont porteurs de ce
syndrome. Les caractéristiques de ce syndrome ont précédemment été développées dans la
partie « génétique de 1’autisme, syndromes génétiques ». Les études de cytogénétiques chez
des enfants déficients mentaux ainsi que les études de liaison ont permis I’identification d’un
site fragile en Xq27.3 et de définir les caractéristiques moléculaires du FXS (Oberle et al.,
1991). Le ratio de 1,3 garcon FXS pour une fille a, trés tot, suggéré 1’'implication du
chromosome X dans la pathologie; par la suite, I’identification du géne FMR1 a renforcé les
premicres hypothéses. Le concept qu’un seul géne pouvait étre responsable de déficiences
mentales était établi, ceci, malgré le fait que les patients FXS présentent des anomalies
associées telles que de grandes oreilles, une méachoire proéminente, une macro-orchidie, une
scoliose et parfois des anomalies cardiaques (Richards et al., 1981). La notion de déficience
mentale syndromique et non syndromique a largement été utilisée, elle a permis de définir des
groupes pour effectuer des analyses de liaison afin de localiser les génes responsables des
anomalies. Cependant ce concept devient moins évident depuis que des études ont montré que
des mutations d’'un méme gene pouvaient étre responsables a la fois de deficience mentale
syndromique et non syndromique. Le géne ARX en est un exemple, une duplication de 24 pb
dans I’exon 2 provoque des déficiences mentales non syndromiques mais aussi le syndrome
de West ou encore le syndrome de Partington (Stromme et al., 2002, Bienvenu et al., 2002),
cette hétérogénéité phénotypique pourrait étre liee au fond génétique spécifique de chaque
famille. Des observations similaires sont faites pour le gene MECP2 (responsable du
syndrome de Rett), le géne RPS6KA3 (responsable du syndrome de Coffin-Lowry) et le géne
ATRX (responsable de I’a- thalassémie) (Raymond F.L., 2010). Les mutations de ces genes
dans des familles DMX non syndromiques s’expliqueraient par le fait qu’il n’y aurait qu’une

perte partielle de fonction de la protéine codée.
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Figure 7 : Formes syndromiques de DMX ainsi que les génes en cause. Figure extraite du site internet
http://www.ggc.org/xlmr.htm. Carte réalisée par 1I’équipe de Stevenson R.E. et Schwartz C.E. (mise a
jour juilllet 2010).

Depuis les années 2000 I’identification de nouveaux génes responsables de retard
mental a pris un nouvel essor avec le développement des nouvelles technologies, ainsi deux
grandes études internationales EURO-MRX et IGOLD ont permis [I’identification de
nouveaux genes responsables de DMX. Plus de 70 genes localisés sur le chromosome X,
lorsqu’ils sont mutés peuvent induire une déficience mentale syndromique ou non (Figure 7).
Ces genes représentent 10% des génes du chromosome X. L’ensemble des études sur les
patients avec déficience mentale suggérent donc que la plupart des génes impliqués dans les
fonctions intellectuelles sont localisés sur le chromosome X. Les évenements de
recombinaison sur le chromosome X chez I’homme sont limités aux périodes ou les paires de
chromosomes se forment. Par définition pour les chromosomes sexuels, cela n’est possible
gue chez les femmes, excepté pour les régions peudo-autosomiques du chromosome X. Ainsi
le taux de perte ou de gain de génes par recombinaison sur le chromosome X est plus faible
que celui des autosomes. Toutefois au cours de I’évolution des espéces, il apparait que le taux
de mouvement des genes du chromosome X est supérieur a celui des autosomes. De

nombreux genes sont des répliques d’un géne parent, une duplication facilitée par entre autre
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des mécanismes de rétroposition. L’origine chromosomique de nombreux rétrogenes se trouve
étre le chromosome X. Le positionnement d’un géne sur le chromosome X permettrait a la
séquence d’évoluer vers de nouvelles fonctions dans un environnement préservé, ce qui
expliquerait qu’une part importante des geénes impliqués dans les fonctions cérébrales soit
située sur le chromosome X (Raymond F.L., 2010).

Actuellement peu de génes autosomiques ont été associeés aux déficiences mentales
non syndromiques. Ceci peu s’expliquer par 1’absence de grandes familles avec plusieurs
sujets atteints sur plusieurs générations contrairement aux familles de déficiences mentales
liées au chromosome X. De plus si le tableau clinique ne comporte aucun signe physique ou
psychiatrique, il est trés difficile de déceler le caractere génétique de ces pathologies,
d’individualiser puis de regrouper des sous groupes cliniques de plusieurs familles et enfin
d’¢laborer des stratégies d’identification des genes en cause. Dans les modes de transmission
autosomiques dominants, les cas sont principalement sporadiques. Le mode dominant signifie
que chaque enfant a une probabilité de 50% d’hériter de 1’alléle causant la maladie. Un
exemple d’hérédité dominante associée a un retard mental est la sclérose tubéreuse de
Bourneville. Les transmissions autosomiques récessives concernent plus particulierement les
déficiences mentales liées a une anomalie meétabolique ou la perte de fonction des alleles
entraine une diminution d’activité enzymatique suffisante pour provoquer la maladie comme
dans le cas de la phénylcétonurie ou la galactosémie. Le mode récessif signifie que les deux
parents sont porteurs de la mutation responsable de la maladie sans en présenter les
symptdémes ; I’enfant atteint héritera des alléles mutés de chacun de ses parents. Les
génopathies autosomiques récessives peuvent étre détectées uniquement si plusieurs sujets
d’une méme génération sont atteints, ce qui est plus fréquent dans les familles consanguines.

L'ensemble des genes impliqués dans les déficiences mentales sont répertoriés dans le
Tableau 7. A ce jour, 6 genes ont été impliqués dans des déficiences mentales autosomiques
récessives: le géne PRSS12, localisé en 4g24-g26, et codant la neurotrypsine (Molinari et al.,
2002), le gene CRBN ou cereblon, localisé en 3pter et codant une protéine appartenant a un
complexe ubiquitine ligase E3 (Higgins J.J. et al. 2004), le géne CC2D1A localisé en 19p13 et
codant un facteur de transduction du signal impliqué dans la régulation positive de la cascade
I-kB kinase/ NF-kappa-B (Basel-Vanagaite et al., 2006), le gene GRIK2, localisé en 6g21 et
codant le récepteur ionotropique 6 du glutamate (Motazacker et al. , 2007); le gene TUSC3,
localisé en 8p22 et codant une oligosaccharyltransférase liée au réticulum endoplasmique
(Garshasbi et al., 2008) et enfin, le géne TRAPPC9, localisé en 8924 et codant une protéine
activateur de NF-kappa-B (Mir et al., 2009).
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Parmi les genes responsables de déficience mentale autosomique syndromique citons
UBE3A (syndrome d’Angelman), CREBBP (syndrome de Rubinstein Taybi), EHMT1
(syndrome 9qg34), RAI1 (syndrome de Smith-Magenis) et ZEB2 (syndrome de Mowat-

Wilson).

Tableau 7 : Exemples de génes impliqués dans les déficiences mentales syndromiques et non
syndromiques regroupés selon la fonction intracellulaire de la protéine codée (Raymond F.L., 2010).

Function Gene OMIM Location Disease Syndromic  Non-syndromic
DNA and ATRX 300032 Xq21 ATRX x *
chromosomes RSK2 RPS6KA3) 300075 Xp222  Coffin Lowry * x
ZNF41 314995 Xp113 x
ZNF81 314998  Xp11.23 x
CREBEP 600140  16p13.1  Rubinstein-Taybi x
RAN 607642 17p112  Smith Magenis *
EHMT) 607001 9934 9934 syndrome x
CuL48 300354 Xq24 macrocephaly x
UBE3A 601623 15112  Angelman x
MED12 300188 Xqi3.1 FG, Lujan Fryns x
BRWD3 300553 Xqgi13.1 macrocephaly % x
DNA replication ERCC8 609412 5912 Cockayne *
repair and ERCC6 609413 10g11 Cockayne x
recombination
From DNA to PHF6 300414  Xq263 BFLS x
protein, control FTSJ1 300499 Xp11.23 x
:}’(gf:m FMR1 309550 Xq27.3  Fragile X x x
FMR2 309548  Xq27.3 x
MECP2 300005 Xq28 Rett syndrome * x
JARIDIC SMCX) 314690 Xp11.22 x x
ARX 300382 Xp22.13  Partington, Wests ® ®
PQBP! 300463 Xp1123 x
UPF38 300298  Xq25 x x
Membrane NLGN# 300427 Xp2223  Autism
structure CASK 300172 Xpll4 % x
DLG3 300189  Xqi3.) X
ILIRAPLY 300206 Xp21.2 x
Membrane SYN1 313440 Xp113 x
transportof small Gk 138244  6q21 x x
:“h:':‘b“("‘: ;"“’ SLCGAS 300036 Xq28 x
properties of SLC9AG 300243 Xq26 x
St SICT6A2 300523 Xqi32 x
Intraceltular CC2D1A 610055  19p13 x
compartments,  ZDHHC9 300646  Xq26 x
proteinsoring,  ppjs2 300629  Xp22 x x
veslcutaetrallic . yicrs 601385  8p22 x
Cell GOIt 300104 Xq28 x
communication-  ARHGEF6 300267 Xq26.3 x
signalling PAK3 300142 Xq23 x
CRBN 609262 3p26.2
AGTR2 300034  Xq23 x
TSPAN7 300096  Xq11 x
FGD1 300546 Xp11.22  Aarskog x x
PRSS12 606709 4q2V x
OPHN1 300127 Xgi12 cerebellar hypoplasia x x
The cytoskeleton  MID)? 300552 Xp22.2 Opitz GBB8 *
SHROOM+ 300579 Xpi11.2 x x
Cell cycle and CENFJ 609279 13q12 microcephaly x
programmed cell
death
Mechanics of cell  ASPM 605481 1931 microcephaly x
division MCPHT1 607117 8&q23 microcephaly =
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Troisieme partie :
Stratégies d’indentification de nouveaux
genes dans ’autisme et la déficience

mentale
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. Introduction

L’autisme et la déficience mentale sont des maladies complexes avec une récurrence
familiale, cependant leur caractere héréditaire dans la majorité des cas ne suit pas les lois de
Mendel. Ces deux pathologies apparaissent multifactorielles liées a D’interaction d’une
composante génétique polygénique et de facteurs environnementaux. L’apparition de la
maladie est occasionnée par 1’anomalie de plusieurs génes appelés genes de susceptibilité.
Deux méthodes non paramétriques complémentaires sont le plus souvent utilisées pour
localiser et identifier les génes de susceptibilité prédisposant a une maladie multifactorielle :
I’analyse des paires de germains atteints, qui permet de localiser un géne de susceptibilité, et
les études d’association. Deux modeles génétiques ont été proposés pour expliquer les
maladies complexes : le modele polygénique a seuil (Figure 8A) et le modéle mixte (Figure
8B).
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Figure 8 : Modele génétique. A polygénique a seuil. B mixte. (Feingold J, 2005)

Dans le premier modéle, on suppose que la susceptibilité a la maladie est sous la

dépendance de nombreux genes (hérédité polygénique) et de facteurs environnementaux, dont
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les effets individuels sont négligeables. Il en résulte une distribution gaussienne (courbe en
forme de cloche) de la susceptibilité dans la population générale. Dés que la susceptibilité
dépasse un certain seuil chez un individu, la maladie apparait. Il s’agit donc d’une hérédité
polygénique a seuil, qui intégre les facteurs environnementaux dans I’étiologie de la maladie.
Dans le second modéle génétique, dit « mixte », la susceptibilité est sous le contrdle d’un
géne majeur, dont 1’action est toutefois modulée par un systéme polygénique et des facteurs

environnementaux; la composante polygénique est moins nette dans ce modele.

I1. Les études de liaison

Les études de liaison dans le cas des maladies complexes sont principalement utilisées
pour déterminer des loci de susceptibilité pour réaliser une cartographie plus fine par des
¢tudes d’association et mettre en évidence des genes de susceptibilité. Ces études sont basées
sur une corrélation phénotype-génotype dans laquelle on recherche I’existence d’un lien entre
un variant de I’ADN et le phénotype étudié. Une définition trop large du phénotype étudié a
tendance a augmenter le taux de faux positifs qui peuvent fortement diminuer 1I’évidence de la
liaison génétique tandis qu’une définition trop étroite augmente le taux de faux négatifs qui

peuvent également diminuer la puissance statistique a générer une liaison génétique.

A.  Le principe

Le principe de ces études est le suivant : si deux enfants d’une méme fratrie sont
atteints, ¢’est qu’ils partagent le méme géne de susceptibilité. On va alors chercher a montrer
la co-ségrégation d’un marqueur génétique avec une pathologie au sein de familles ou
plusieurs individus sont atteints. Si un des alleles du marqueur se transmet avec la pathologie
plus souvent que ne voudrait le hasard, on en déduit qu’un gene impliqué dans la pathologie
est situé a proximité du marqueur étudié. Le degré de liaison entre le locus du marqueur et le
locus du géne en question se mesure par le taux de recombinaison 8, rapport entre le nombre
de gametes recombinés et le nombre total de gametes. Suivant le modele de transmission du

caractére étudié, la mesure du degré de liaison génétique pourra étre réalisée par une approche
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paramétrique, bien souvent la meéthode des Lod scores, ou par une approche non
paramétrique, le plus fréqguemment la méthode des paires de germains atteints. La méthode
des Lod score est plus employée pour I’étude des maladies monogéniques, elle nécessite des
familles avec de grands effectifs, elle reste peu adaptée a I’autisme mais a été utilisée dans les

familles de retard mental 1i¢ a ’X.

La méthode des paires de germains atteints consiste & comparer, chez les couples de
fréres ou de sceurs atteints de la méme maladie, le nombre d’all¢les du marqueur génétique
transmis en méme temps par le pére et la mére. Si le marqueur étudié est proche, voire dans
un géne de susceptibilit¢ impliqué dans la maladie, les paires de germains malades
présenteront un exces d’alléles du marqueur en commun : cet excés s’explique par la liaison
existant entre le locus marqueur et le locus impliqué dans la maladie. En 1’absence de liaison,
les probabilités que les deux germains atteints partagent 0, 1 ou 2 alleles identiques parentaux
(IBD, identity by descent) sont respectivement de 1/4, 1/2 et 1/4. Ces proportions sont faciles
a estimer si les quatre alleles parentaux sont différents. Ce type de méthode nécessite
néanmoins d’avoir un grand nombre de paires de germains atteints afin de détecter de maniére

significative un ou des genes de susceptibilité de la pathologie.

B. Les résultats des études de liaison par criblage du génome
entier

Le criblage du génome consiste a réaliser un génotypage d’un grand nombre de
marqueurs polymorphes situés sur tout le génome. Actuellement les études pangénomiques
sont réalisées grace a la technologie des puces SNP (single-nucleotide polymorphism). Dans
ces études, on calcule le nombre d’alléles partagés et le nombre d’alleles non partagés entre
les germains atteints pour chaque marqueur étudié. Les valeurs sont ensuite analysées par un
test de chi2, en prenant comme hypothése nulle, I’absence de liaison. Un maximum de Lod
score (MLS) est alors calculé pour chague marqueur et ceci permet de tracer une courbe MLS
pour chaque chromosome. Les pics significatifs des courbes MLS représentent les sites

portant un ou plusieurs locus de susceptibilité a la maladie ou au phénotype étudié.
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1. Les études de liaison dans 1’autisme

Ces études visaient a examiner la co-ségrégation de marqueurs génétiques avec
certains caractéres propres a 1’autisme tels que le diagnostic d’autisme, la communication
sociale, le langage, des données d’imagerie, des valeurs physiologiques et I’éveil. Ainsi des
régions d’intérét ont pu étre décelées dans au moins deux études indépendantes et concernent
les régions 2q21-33, 3925-27, 3p25, 4932, 6q14-21, 7922, 7931-36, 11p12-13, 17q11-21
(Szatmari et al., 2007, Schellenberg et al., 2006, Ma et al., 2007, Freitag C.M., 2007, Duvall
et al., 2007, Alarcon et al., 2008). Une étude récente (Allen-Brady et al., 2009) realisée avec
une puce SNP de haute densité (10 000 SNP) et portant sur un pédigrée comprenant 7 patients
autistes et 22 membres de la famille non atteints a permis d'identifier 3 régions précédemment
décrites : 3913.2-013.31, 3g26.31-927.3 et 20g11.21-g13.12. Une méta-analyse a confirmé la
région 7¢q22-32 et observé une liaison pour les régions 10p12-qll.1 et 17pl1.2-ql2
(Trikalinos et al., 2006). Cependant, dans une revue récente Abrahams et Geschwind (2008)
soulévent le probleme que peu de loci identifiés ont été retrouvés dans des études
indépendantes mis a part les régions 7q et 17q (Figure 9) (Cantor et al., 2005). De ce point de
vue, I’é¢tude de 1I’Autism Genome Project Consortium, (2007) n’a pas donné de résultats
marquants, car malgré un grand nombre d’échantillons (1168 familles) aucun locus
significatif n’a été déterminé. Une étude a été réalisée a postériori en tenant compte de
I’hétérogénéité des échantillons, sur deux ensembles de 57 familles provenant du
Collaborative Linkage Study of Autism (CLSA). Les auteurs (Wassink et al., 2008) ont
rapporté la preuve d’une liaison pour 4 régions de susceptibilité (1q, 13p, 16q, et Xq) mais
aucune preuve pour 2 autres régions auparavant décrites (7q et 13q). Bien souvent les études
sont dans un premier temps réalisées sur un faible nombre d’échantillon, puis une nouvelle
étude est de nouveau menée en élargissant la cohorte. Ceci ne permet pas toujours
d’augmenter la liaison avec la maladie et a méme tendance a diminuer le Lod score (Freitag et
al., 2010). Les marqueurs de susceptibilité peuvent étre différents d’une population a I’autre,
expliquant ainsi les différentes tendances de déséquilibre de liaison et soulevant de nouveau le

probléme d’hétérogénéité dans I’autisme.

70



== =
e =
= EE ks
E == -
- =
EEE E
— -
= | = -
l_ 2 3 4 ; ; 7.. 8 9 ;0 lil‘ il
=fi=
'ﬁm‘: = = B
== = E o
= = =l=l=
I3 4 15 h 7 I 10 a0 21 22 X Y

Figure 9 : Régions de susceptibilité a I’autisme (en rouge : études de liaison), (en jaune : études
d’association sur génome entier), (en vert : CNV), (en bleu : génes candidats), répliquées dans
plusieurs études (Freitag et al., 2010).

2. Les études de liaison dans la déficience mentale

Les études de liaison sur ’ensemble du génome sont peu répandues dans la littérature
de la déficience mentale, ceci peut étre expliqué par le fait que la principale voie d’approche
pour la recherche de geénes candidats dans la déficience mentale est I’étude des remaniements
chromosomiques équilibrés et notamment des translocations et inversions. Des études de

liaison ont été réalisées sur le chromosome X afin de délimiter des zones d’intérét (Figure 10).
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Figure 10 : ldéogramme du chromosome X avec la position des 50 pedigrees DMX. Les barres
verticales indiquent les territoires de localisation obtenus par études de liaison/cytogénétique et le
nombre positionné a c6té correspond au nombre de cas dans les familles DMX. Les génes identifiés
comme étant impliqués dans les déficiences mentales liées a 1’X sont indiqués a gauche du
chromosome X et le nombre entre parenthéses correspond au numéro du pedigree DMX (Chiurazzi et
al., 2008).

Une étude conduite par Beleza-Meireles en 2008 dans une famille ou 9 membres
avaient un retard mental modéré non spécifique, 2 présentaient une schizophrénie et 13
membres non atteints, n’a pas montré de liaison significative; néanmoins les Lod scores les
plus élevés ont été obtenus pour les chromosomes 13, 15 et 17. Une étude antérieure menée
sur une population du Daghestan, d’origine caucasienne, a montré une liaison entre la région
12023-24 et le retard mental non spécifique (Bulayeva et al., 2005), la région 12qg a également
été liée a I’autisme par la méthode des paires de germains atteints, dans une étude en 2006,

cependant le locus impliqué était différent (12914) (Ma et al., 2007).
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I11. Les études d’association

A. Le principe

Les études d’association sont effectuées pour déterminer si une variante génétique est
associee a la maladie ou a un trait phénotypique de la maladie. Ainsi on cherche a mettre en
évidence une différence de fréquence alléliqgue pour un marqueur génétique, entre une
population d’individus malades et une population d’individus sains (témoins). Un all¢le est dit
associé a la maladie s’il est en excés ou en déficit plus fréquemment parmi les malades non
apparentés par rapport aux témoins. Dans une revue de 1996, Risch et Merikangas ont
démontré que les études d’association offraient une plus grande puissance que les études de
liaison pour la détection de loci & effet mineur. L'inconvénient de ces études est qu’elles
requi¢rent un grand nombre d’échantillons afin d’éviter les faux positifs. La stratégie la plus
utilisée dans les études d’association est la stratégie cas/témoins. Elle nécessite d’avoir des
populations de malades et de témoins d’origine ethnique commune afin d’éliminer le biais da
a I’hétérogénéité des populations. Un alléle ou un marqueur associé peut étre directement
impliqué dans la maladie, on dit alors qu’il est causal; Il peut également étre en déséquilibre
de liaison avec le variant causal. Une alternative au biais de stratification des populations est
I’utilisation du test de déséquilibre de transmission (TDT). L’analyse est réalisée sur des trios
(le pere, la mére et I’enfant atteint) et seuls les trios dont les parents sont hétérozygotes pour
I’allele associé sont considérés. On compare alors la fréquence a laquelle ’allele associé est
transmis a 1’enfant atteint par rapport a une transmission au hasard.

Le but des études d’association, comme dans le cas des études de liaison, est de mettre
en évidence des variants associés directement (causals) ou indirectement (déséquilibre de
liaison). Plusieurs approches peuvent étre envisagées dans cette perspective : la premiére vise
a cibler les régions pointées par les études de liaison. La deuxiéme consiste a cibler des génes
potentiellement candidats parce qu’ils interviennent dans une voie de signalisation biologique
impliquée dans la maladie. Enfin la derniére s’est largement développée depuis 2007 pour
I’étude des maladies psychiatriques avec la techniqgue CGH-array qui utilise I'hybridation
génomique comparative sur puce. Cette technique repose sur I’étude d’association sur génome

entier appelée GWA (genome-wide association). Une comparaison de la répartition des
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polymorphismes situés sur 1’ensemble du génome est réalisée entre des malades et des

contréles.

B. Les résultats des études d’association dans I’autisme

1. L approche par criblage du génome entier (GWA)

Les études d’association réalisées sur génome entier souvent basées sur 1’é¢tude de
marqueurs SNP, ne permettent pas de détecter des facteurs de risque pour des alleles rares ou
des variant rares qui, cependant, pourraient étre pertinent dans 1’étiologie de I’autisme (Mc
Carthy et al., 2008). Une des premiéres études GWA réalisée sur une population des Tles
Féroé (12 patients autistes et 44 contr6les) ou 601 marqueurs microsatellites ont été génotypés
a permis d’identifier 6 régions chromosomiques associées a I’autisme : 2q, 3p, 69, 15¢, 16p et
18q (Lauritsen et al., 2006). Les régions 7q et 17g ont tendance a étre associees mais sans
significativité. Une méta-analyse réalisée par Yang et Gill en 2007 (Figure 11), a repris les
résultats de 1’é¢tude d’association GWA de Lauritsen, en y associant les régions d’intérét

déterminées par les études de liaison.
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Figure 11 : Diagramme de distribution des loci ou geénes pouvant étre corrélés a I’autisme (d’apres
Yang et Gill, 2007). Les positions des loci ou génes sont représentées par des barres de différentes
couleurs : liaisons significatives ou suggestives en rouge, marqueurs ayant une association positive
(p<0,01) en verts, localisation des génes dont I’expression est altérée comparée aux controles (Fold
change >1,0) en violet.
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Une mise a jour des régions d’intérét associ¢es a 1’autisme a été réalisée dans une
revue de Freitag (2010). L’auteur répertorie les loci associés a 1’autisme répliqués dans
plusieurs études (Figure 9, barres jaunes). Par rapport a I’analyse de 2007, peu de régions sont
mises en cause. Ainsi trois études indépendantes réalisees chez des populations de patients
autistes (une partie des patients des trois études était issue de I’AGRE : Autism Genetic
Resource Exchange) ont associé les régions 5p14 et 5p15 avec une élévation de risque d'un
syndrome autistique (Wang K.et al., 2009, Ma et al., 2009, Weiss et al., 2009). La région
S5pl4 correspond a une région hautement conservée au cours de I’évolution suggérant un
potentiel role de régulation. A proximité des SNP associés sont localisés les genes CDH9 et
CDH10 codant des cadhérines impliquées dans les jonctions cellulaires calcium dépendantes
au niveau du systeme nerveux central. Les SNP associés de la région 5p15 sont proches du
gene TAS2RI codant un récepteur du godt et du gene SEMASA (sémaphorine 5A) impliqué
dans la guidance axonale. A ce jour la tendance est que chaque nouvelle étude d’association
met en évidence de nouveaux loci sans pour autant confirmer les régions déja associées,
excepté pour la région 7q ou est localisé le gene CNTNAP2, codant une protéine appartenant a
la famille des neurexines. Ces dernieres ont une fonction de molécules d’adhésion cellulaire
au niveau du systeme nerveux central; de plus, le géne CNTNAP2 a, lui aussi, été associé a
I’autisme (Strauss et al.., 2006).

2. L’approche par 1’étude de genes candidats

L’approche géne candidat se définit par la recherche de I’implication d'un géne précis
dans une pathologie. Pour cela, des hypothéeses par rapport au réle de certains génes dans
I’étiologie de la maladie sont formulées, notamment si ces genes sont situés dans une région
de liaison a la pathologie ou s’ils interviennent dans une voie de signalisation associée a la
maladie. Le choix des génes se fait également par rapport a leur niveau d’expression dans
certaines régions cérébrales d'intérét.

Durant les dix derniéres années, une centaine de genes ont ainsi été associes a
I’autisme, cependant pour la majorité d’entre eux, aucune association claire ni contribution
¢vidente n’a pu étre démontrée. Bien souvent les résultats apparaissent contradictoires et
lorsqu’une association significative est rapportée, elle n’est, la plupart du temps, pas
reproduite dans une autre population.

Malgré tout, une association positive a été rapportée pour 16 genes dans plusieurs

études avec, certes, des résultats contradictoires pour certains d’entre eux, notamment pour le
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gene du transporteur de la sérotonine SLC6A4. Ces génes peuvent étre classés en différentes

catégories suivant les processus biologiques dans lesquels ils interviennent (Tableau 8).

Tableau 8 : Liste des génes associés a I’autisme et leur fonction.

Génes

Fonction

Observations dans |'autisme

Références

Structure de la chromatine et la régulation de gene

maintient structure de la chromatine

macrocéphales ou avec retard mental

EN2 Facteur de transcription homéobox Différents alléles de deux SNP ont été associé dans plusieurs études Petit etal, 1995, Brune et al, 2008; Wang et al, 2008; Yang et al, 2008
HOXAL Facteur de transcription Une seule étude d'association positive pour un variant SNP. Une Freitag, 2007
deuxiéme étude a rapporté des résultats contradictoires, cette étude a
associé un génotype particulier avec une augmentation du périmétre
cranien chez un sous groupe d' autistes.
WNT2 Facteur de transcription Sur trois études réalisées, une seule amontré une associationavecun  |Freitag 2007
variant SNP localisé en 3'UTR.
PTEN supresseur de tumeur, prolifération cellulaire, |Mutations hétérozygotes observées chez des individus autistes, Butler et af, 2005; Herman et al, 2007; Varga et al, 2009

Protéine de structure de la synapse

SHANK3

Induction des dendrites

Un étude rapporte : des mutations avec décalage du cadre de lecture chez
deux frére d'une méme famille, dans une deuxiéme famille une délétion
chez 1 patient, dans une troisieme famille un enfant non autiste avec une
délétion du gene et un enfant autiste avec une copie supplémentaire.
Une deuxiéme étude a détecté une mutation et deux délétion du géne.
Les mutations de ce géne restent rares.

Durand et al, 2007; Gauthier et al, 2009; Moessner et al, 2007

Récepteurs et transporteurs

Glur6 (G

RIK2) |Sous unité du récepteur kainate au glutamate

3 études sur des populations indépendantes avec une association positive
(plusieurs SNP ou allleles)

Jamain et al, 2002; Shuang et al, 2004

GABA-R

Sous unité du récepteur GABAergique

Association d'un marqueur microsatellite de I'intron 3 du géne GABRB3
dans 3 études, mais 4 autres études n'ont pas observées d'association. 3
autres études ont rapportées une association avec différents haplotypes,
SNP ou microsatellites situés proches des genes GABRB3 et GABRG3 (15q
11-13). I'association la plus puissante a été rapportée pour un SNP localisé
au niveau du gene GABRA4 (4p). Plusieurs anomalies chromosomiques
observées dans la région 15q11-13.

Vincent et al, 2006

SLC25A12

Transporteur mithochondrial
glutamate/aspartate calcium dépendant

Etudes Cas-contrles et TDT : 2 études d'association positive (élévation du
facteur de risque pour un haplotype GG), 2 études négatives

Silverman et al, 2008

MET

Récepteur tyrosine kinase

Variant fonctionnel dans le promoteur, plusieurs SNP et alléles,
mutations rares. Diminution de la protéine dans le cerveau post-mortem
d'autistes.

Campbell et al, 2009; Campbell et al , 2006; Sousa et al, 2009

SLC6A4

Transporteur de la sérotonine

Beaucoup d'études contradictoires. Plusieurs associations ont été
rapportées pour différents polymorphismes, dont un polymorphisme
fonctionnel situé dans le promoteur (5-HTTLPR) et un polymorphisme
VNTR localisé dans I'intron 2. Une augmentation des comportements
obsessionnels compulsifs est rapportée associée a un génotype du VNTR
et pour 2 polymorphismes SNP.

Devlin et al, 2005; Freitag, 2007

OXTR

Récepteur a l'ocytocine

3 études sur des populations indépendantes avec une association positive
(SNP et haplotype)

Jacob et al, 2007; Lerer et al, 2007; Wu et al, 2005

Molécules d’adhésion cellulaire

NLGN4

Synaptogénése

NLGN3

Synaptogénése

Mutations de ces deux génes dans deux paires de fréres autistes dans une
étude. Mutations avec délétion de 2pb dans le gene NLGN4 dans une
famille comprenant des individus autistes et retardés mentaux. Une
mutation dans le promoteur NLGN4 avec effet fonctionnel a été
rapportée chez un patient autiste. Deux autres études ont rapporté des
mutations faux sens ou exonique dans le géne NLGN4 chez des autistes.
Une étude relate une mutation ponctuelle du géne NLGN3. Les mutations
de ces génes sont rares, plusieurs études rapportent des données non
significatives.

Jamain et al, 2003; Laumonnier et al , 2004; Daoud et al, 2009

CNTNAP2

Migration neuronale

Expression préférentielle de la protéine au niveau des lobes frontal et
temporal antérieurs, Mutation reponsable d'un décalage du cadre de
lecture (exon 22) observée dans une population d'autistes de la
communauté Amish. Transmission d'un alléle SNP particulier de I'intron
situé entre les exons 2 et 3. Plusieurs variants rares ont été mis en
évidence chez des autistes. Des variants ont été associés a un index de
retard de langage.

Arking et al, 2008; Bakkaloglu et af , 2008; Alarcon etal, 2008

Protéines

secrétée

RELN

Migration neuronale, synaptogénése

3 études ont associé une répétition de trinucléotides en 5'UTR avec
I'autisme, 5 autres études n'ont pas montré d'association

Persico et al, 2001; Serajee et al , 2006; Skaar et al , 2005

LAMB1

Migration cellulaire, croissance des neurites

Association avec des variants fonctionnels rares dans 2 études (mutation

nonsens dans exon 30, 2 SNP dans intron 25)

Bonora et al, 2005; Hutcheson et al, 2004

Les études d’association par criblage du génome entier ainsi que les études de génes

candidats ne permettent pas d’associer un unique gene a I’autisme; cependant il est intéressant
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de noter que ces études ont fait ressortir qu'une majorité de génes candidats serait impliqués
dans le développement cérébral. L’ensemble des données actuelles converge
préférentiellement vers une association entre 1’autisme et des réseaux de genes, plutot qu’une
association avec un géne en particulier. L'hypothese d'une étiologie polygénique de l'autisme

se trouve donc renforcée.

C. Les résultats des études d’association dans la déficience
mentale

Les études de liaison dans des régions restreintes du génome ainsi que les anomalies
chromosomiques constituent les principales méthodes d’investigation pour la mise en
évidence de genes liés a la déficience mentale. Néanmoins des auteurs ont étudié 1’association
entre des mutations ou des polymorphismes de certains génes avec le retard mental
syndromique et non syndromique. Une des causes du retard mental syndromique est bien
souvent métabolique, ainsi la littérature rapporte plusieurs études ou le métabolisme du folate
a été exploré. Des associations positives ont été observées entre des polymorphismes de genes
codant des enzymes intervenant dans le métabolisme des folates et le retard mental
syndromique (Acacio et al., 2005, Wang et al., 2008, Biselli et al., 2009). En revanche aucune
association n’a été observée entre les genes de cette voie métabolique et le retard mental non
syndromique (Dutta et al. 2008, Saccucci et al., 2008).

Un déficit feetal en iode peut étre responsable de certains cas de déficience mentale,
c’est pourquoi les génes d’enzymes ou de récepteurs intervenant dans le métabolisme
thyroidien ont été étudiés. La encore la littérature rapporte des associations positives et
négatives entre le retard mental et les génes codant les enzymes ou les hormones de cette voie
métabolique (Guo et al., 2004, 2005, Li et al., 2009).

Dans le cadre des études d’association liées au retard mental syndromique, il est
difficile de savoir si I’association des genes candidats est liée au retard mental ou a tout autre
signe clinique ou biologique de la pathologie et d’en tirer des conclusions. En ce qui concerne
le retard mental non syndromique les variants associés sont considérés comme des facteurs de
susceptibilité. Plusieurs études rapportent une association positive entre le retard mental non
syndromique et des polymorphismes : variants du gene MAOA (May et al., 2009) ; SNP du
gene CBS (Dutta et al., 2009, Lee et al., 2005) ; SNP du géne NLGN4 (Qi et al., 2009), le
génotype Pro72/Pro72 de p53 (Saccucci et al., 2007) ; mutation A140V dans le géne MECP2
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récurrente chez des patients d’une méme famille (Winnepenninckx et al., 2002) ; deux

haplotypes du géne COMT (Zhang et al., 2007).

V. Les études des variations structurales du genome

A.  Les mécanismes responsables de variations structurales
géenomiques

Les substitutions nucléotidiques, les insertions/délétions de quelques nucléotides et les
remaniements géniques de grande taille constituent les 3 grandes classes de mutations

responsables de maladies génétiques (Figure 12).

Délétions de grande taille 6403
Insertions de grande taille et duplications 1338
Réarrangements complexes 982
Répétitions variables ] 315

Insertions/délétions de quelques nucléotides..._ 1511

Insertions de quelques nucléotides (<20pb) ] 6624
Délétions de quelques nucléotides (<20pb) ] 16080
Régulatrices ] 1819

Substitutions

nucléotidiques Epissage Bel 57570

Non-sens/faux sens

000S -
000 Ol -
0006l A
0000T -+
000 ST -
0000€ -
000 S€ A
0000t A
000 St -
0000S A
000 SS A
00009 -

Figure 12 : Répartition des différents types de mutations identifiées dans les génes humains a 1’origine
des maladies génétiques. Données extraites de la base de données HGMD mise a jour du 27 juillet
2010 (http://www.hgmd.org).

Les réarrangements chromosomiques complexes ont éte associés a des pathologies

présentant un caractere complexe tels que la susceptibilité a I’infection HIV, la schizophrénie,
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I’autisme et la déficience mentale (Zhang et al., 2009). Ces anomalies, présentées dans le
Tableau 9, peuvent concerner les régions subtélomériques dans 8 a 10% des cas mais aussi des
régions chromosomiques interstitielles réparties sur I’ensemble du génome. Ils sont
consécutifs a une cassure de I’ADN double brin dont la réparation met en jeu des mécanismes
de recombinaison chromosomique de différentes origines (Tableau 9) :

-les recombinaisons homologues non alléliqgues (NAHR) (Lupski J.R., 2004, Shaw
C.J. Lupski J.R., 2004)

-les jonctions d’extrémités non homologues (NHEJ) (Lieber M.R., 2008)

-le mécanisme FoSTeS (Fork Stalling and Template Switching) (Lee et al., 2007).

Tableau 9 : Variations structurales génomiques issues de NAHR et NHEJ

Variation du nombre de copie : CNV Segment d’ADN présent dans le génome avec un
nombre de copie variable par rapport au génome de
référence. La taille des fragments varie de 1kb a plus
de 50kb. Les CNV peuvent étre des délétions, des
duplications ou des insertions. Les CNV peuvent étre
de novo ou hérités des parents.

Polymorphismes du nombre de copie Présents a plus de 1% dans la population, SNP et
CNV.
Duplication segmentaire et LCR (low-copy repeat). Segment d’ADN de 10 a 500kb présent en plus d’une

copie par génome haploide, avec un degré d’identité
>95%. Ces séquences représentent 5% du génome.

Inversion Segment d’ADN qui a sa séquence inversée par
rapport a I’ensemble du chromosome. Les inversions
péricentriques incluent le centromére, mais pas les
inversions paracentriques.

Translocation Changement de position d’un segment
chromosomique sans perte d’ADN si la translocation
est équilibrée, avec perte si elle n’est pas équilibrée.
Les translocations peuvent &tre intra ou inter
chromosomiques.

Les variations structurales incluent les CNV, les variations SNP, les inversions, les translocations, les
duplications segmentaires et les LCR. Elles peuvent étre classées en deux catégories : les réarrangements
récurrents et les réarrangements non récurrents.

Réarrangements récurrents Ils résultent d’événements de recombinaison
homologue non allélique (NAHR, non allelic
homologous recombination) entre de grandes
séquences répétées d’ADN (>10kb) telles que les LCR
ou les duplications segmentaires.

Réarrangements non récurrents Conséquence de recombinaisons non homologues ou
illégitimes entre séquences qui ne présentent pas ou
trés peu d’homologie de séquence incluant les NHEJ
(jonctions  d’extrémités non homologues), la
rétrotransposition, le FoSTeS et les NAHR entre des
séquences répétées de types L1 et alu.
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1. Les recombinaisons homologues non alléliques (NAHR)

Les réarrangements NAHR sont dus a des séquences répétées appelées LCR (Low
Copy Repeat) ou a des duplications segmentaires ou encore a des duplicons (Weiss et al.
1991); ces éléments représentent 5% du géenome humain et constituent la base moléculaire des
remaniements intrachromosomiques récurrents. Certaines régions du génome plus
particulierement les régions péricentromériques et subtélomeriques des chromosomes sont
enrichies en duplications segmentaires. Ces segments ont 1’aspect d’'un ADN normal et, &
premiére vue, ne sont pas facilement identifiables en tant que séquences répétées. La
formation de duplications segmentaires se réalise en deux étapes : dans un premier temps des
segments génomiques dupliqués a partir de différents chromosomes s’accumulent au niveau
d’un site accepteur ou ils forment une mosaique de séquences dupliquées. Plus tard au cours
de I’évolution des primates, ces blocs complexes se sont eux-mémes dupliqués et transposés
au niveau d’autres régions ou ils sont retrouvés sous une forme plus ou moins remaniee
(Figure 13).

NAHR

|

X
(] T ] 5 o
|

'.’!*2
* *
Duplication

| — \an B

Délétion

Figure 13: A, Mécanisme de recombinaison homologue non alléliqgue, NAHR entre des
séquences répétées de type LCR, SD, Alu ou élément L1. B, échange entre des séquences
homologues en orientation directe, entrainant une délétion ou une duplication du segment
intermédiaire (d’aprés Zhang et al, 2009 et Schluth-Bolard et al, 2008).
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Les NAHR sont provoquées par 1’alignement puis le crossing-over entre deux
séquences d’ADN répétées, non alléliques, ayant une trés forte homologie (Figure 13A). La
recombinaison de séquences répétées spécifiques d’une région ou d’un chromosome et dans le
méme sens d’orientation géneére des duplications ou des délétions (Figure 13B), alors que la
recombinaison de séquences répétées inversées engendre des inversions du segment
génomique compris entre les deux duplicons. Les NAHR qui surviennent entre des segments
répétés de deux chromosomes différents peuvent induire des translocations (Lupski J.R.,
1998, Stankiewicz et al., 2002). Les recombinaisons anormales peuvent expliquer la
récurrence de certaines pathologies. Le phénotype clinique de ces désordres génomiques
résulte vraisemblablement d’une expression anormale des génes localises dans le fragment
génomique remanié. En fonction de la taille du fragment génomique impliqué, ces désordres
génomiques peuvent se manifester sous la forme de syndromes de genes contigus ou de
maladie mendélienne (Stankiewicz et al., 2002). La plupart de ces désordres génomiques
résultent d’un remaniement chromosomique dont la taille est inférieure a SMb.

La forte homologie de séquence des LCR et des duplications segmentaires en font de
bons substrats moléculaires de recombinaison homologue non-alléligue (NAHR). Différents
blocs de LCR sont quelquefois localisés de fagon adjacente les uns par rapport aux autres avec
des sous unités en tandem alors que d’autres, sont situés dans une orientation antisens
conduisant a des constructions LCR complexes (Carvalho et al., 2008). Ces structures LCR
complexes peuvent engendrer 1’apparition de variation de nombre de copies (CNV) durant la
méiose et la mitose, ces variants structuraux sont des facteurs de susceptibilité aux
réarrangements chromosomiques (Barbouti et al., 2004, Carvalho et al., 2008, Cusco et al.,
2008). D’autres segments répétés tels que les transposons L1, les séquences Alu et certains
pseudogenes peuvent étre des substrats de NAHR, s’ils proviennent de familles similaires ou
s’ils possédent des identités de séquences suffisantes pour engendrer des recombinaisons
homologues (Zhang et al., 2009). Un point chaud de recombinaison de 28pb a été observe
dans les séquences Alu (Sen et al., 2006), alors qu’aucun point chaud n’est rapporté dans les
séquences L1 (han et al., 2008). Les points chauds de NAHR recoupent de fagon proche ceux
observés pour les recombinaisons homologues alléliques (AHR) (Zhang et al., 2009).

Les NAHR peuvent survenir pendant la meiose, durant laquelle il se produit un
crossing-over inégal qui produit des reéarrangements chromosomiques constitutionnels tels
que des polymorphismes bénins et sporadiques s’ils sont de novo ou bien des maladies
génomiques héréditaires (Lupski J.R., 2007, Lupski et al., 2005, Turner et al., 2008). Les

NAHR agissent également au niveau de la mitose, induisant une population mosaique de
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cellules somatiques portant des CNV ou des variations structurales (Lam et al., 2006, 2007,
Flores et al., 2007).

2. Les jonctions d’extrémités non homologues (NHEJ)

Bien que moins fidéle que la recombinaison homologue, le NHEJ, est le mode de
réparation des cassures double brin d’ADN prédominant chez les mammifgres car il est rapide
et peut intervenir quel que soit 1’état de réplication de I’ADN. Ce mécanisme de réparation
induit des erreurs entrainant des anomalies du nombre de copies ou des réarrangements non
récurrents liés a des maladies comme par exemple dans la myopathie de Duchenne : le géne
de la dystrophine est le siege de délétions dont les points de cassure non récurrents dispersés
dans I’intron 49 sont situes dans 1/3 des cas dans des élements de type Alu ou LTR (Long
Tandem Repeat) (Nobile et al., 2002).

Les recombinaisons liées au mécanisme NHEJ sont dues a des sequences répétées plus
petites comme les SINEs ou LINEs (Shaw C.J. Lupski J.R., 2004).

Les éléments SINEs sont des éléments nucléaires courts dispersés (Short Interspersed
Nuclear Elements), qui mesurent moins de 500pb et qui peuvent étre présents a plus de
500 000 exemplaires dans le génome humain. Le SINE humain le mieux caractérisé est un
ensemble de séquences similaires appelées séquences Alu (leur nom est du a la présence d’un
site de clivage pour I’endonucléase Alul). Les séquences appartenant a cette famille, ont une
longueur de 200 a 300pb et sont dispersées de facon relativement uniforme dans le génome.
Le schéma commun des séquences Alu est représenté Figure 14.

La répétition Alu est la séquence la plus abondante du génome humain, avec un
nombre de copie supérieur @ 1 million. Les sequences Alu constituent environ 11% du
génome humain et sont dispersées tous les 3 ou 4kb environ. La moyenne d’identité entre ces
séquences se situe entre 70 et 98%. On considére que les sequences Alu dérivent d’un
rétrotransposon provenant d'un ARN abondant dans le cytoplasme. Leur insertion ancestrale,
chez les primates remonte a environ 65 MA. Elles ont une composition en base GC

relativement élevée.
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Figure 14 : Schéma d’une séquence Alu. Duplication en tandem d'une séquence de 130bp suivie d’une
séquence de 31bp en aval du dimere et riche en A. Ces séquences de 130bp présentent une homologie
avec le 7SLARN, un petit ARN composant de la particule de reconnaissance du peptide signal. Cet
ARN est transcrit activement par la RNApollll qui transcrit aussi les tARN, les petits ARN nucléaires et

les ARNSS. Les séquences Alu sont flanquées de répétitions directes de longueur variable (5 a 35bp).

Dans les cellules germinales les séquences Alu ont été montrées comme responsables
d’un grand nombre de maladies héréditaires comme certains cancers (Kolomietz et al., 2002).
Dans les cellules somatiques, elles sont également responsables de 1’apparition de certaines
maladies, comme la leucémie Myéloide Aigue, dans laquelle elle génére une duplication
partielle du géne MLL (Strout et al., 1998).

Les éléments LINEs (Long Interspersed Elements) représentent une autre catégorie de
séquences d’ADN répétées transposables. Chez ’homme un exemple de ce type d’éléments
est la famille L1. Les membres de cette famille ont une longueur de 6400pb et on estime a
500 000 leur nombre de copies dans le génome. Leur extrémité 5’ est trés variable et leur role

dans le génome n’est pas défini.

NHEJ

Figure 15 : Réparation de cassures double brin
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Les NHEJ induisent une réparation par jonction des extrémités non-homologues
(Figure 15), c’est une liaison d’extrémité a extrémité de 1’ADN, ce processus est utilisé
majoritairement chez les mammiféres. Les NHEJ ne nécessitent pas de substrat avec une forte
homologie de séquence, ils peuvent laisser ou enlever des nucléotides au niveau des points de
jonction (Pollack et al., 1999). Les pertes de séquences et/ou les mutations introduites sont
courantes avec les NHEJ, comparativement au NAHR. Bien souvent ceci n’engendre aucune
conséquence délétere, car les mammiferes ont deux copies de chaque géne. Les mécanismes
moléculaires de la recombinaison NHEJ sont encore mal connus, cependant un certain
nombre de motifs pourraient constituer des points chauds de recombinaison comme des
séquences alternées de purines-pyrimidines, des régions MAR (matrix-associated regions)
riches en nucléotides A/T, sites de clivage des topo-isomérases ou, encore, des séquences

palindromiques (Chuzhanova et al., 2003).

3. Le mécanisme FoSTeS

En 2007, un nouveau mécanisme de réarrangement a été associé a 1’apparition des
délétions et duplications non récurrents du gene PLP1, entrainant le syndrome de Pelizaeus-
Merzbacher. Ce méecanisme, le FoSTeS (Fork Stalling and Template Switching) (Figure 16),
est lié a la réplication de I’ADN et entraine la formation de réarrangements non récurrents
complexes comme le montre la Figure 16 (Lee et al., 2007). Son principe est le suivant :
lorsque la fourche de réplication progresse, I’extrémité 3* du brin d’ADN en formation peut
changer de matrice pour un autre ADN simple brin situé sur une fourche de réplication

voisine.
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Ce mécanisme nécessite seulement une micro-homologie de séquence (Hastings et al.,
2009). 1I serait également impliqué dans I’apparition des réarrangements génomiques non
récurrrents des syndromes de Potocki-Lupski (PTLS) et de Charcot-Marie-Tooth de type 1A
(CMT1A) (Redon et al., 2006).

B. Les polymorphismes du nombre de copies (CNV)

1. Les caractéristiques des CNV

Cinquante ans apres la découverte de la structure en double hélice de I’ADN, la
séquence compléte du génome humain était publiée dans Nature (2001). Consécutivement est
née la notion que les individus partagent 99,9% d’identité génomique et que par voie de
conséquence la variabilité génétique entre individus est représentée par les 0,1% restant. Les
17 millions de SNP (Build 130, dbSNP NCBI) répartis environ toutes les 300pb ont
longtemps €été considérés comme la plus importante source de diversité génétique chez
I’homme. Cependant avec le développement des nouvelles méthodes d’exploration du
génome, comme ’hybridation génomique comparative sur puce (CGH-array), L'amplification
multiplexe de sondes nucléiques dépendant des ligatures (MLPA) ou encore la PCR
quantitative en temps reel (QPCR), de nouveaux polymorphismes ont été identifiés; parmi
eux, les variations de nombre de copie (CNV) de segments d’ADN contribueraient pour 0,12

a 7,3% de la variabilité interindividuelle (Redon et al., 2006). La majorité des CNV mesurent
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entre 1 et 10 kb mais certains peuvent étre supérieurs & 1Mb. La taille des CNV est
généralement comprise entre 1kb et 1Mb.

Les premiéres études réalisées en 2004 par Sebat et al.. et lafrate et al.., ont analysé
respectivement 20 et 39 individus normaux chez qui ils ont identifié plus de 200 CNV. Une
étude des CNV, a plus grande échelle, a été réalisée en 2006 par Redon et al.., sur une
population de 270 individus issus de la collection Hapmap (populations d’Europe, d’Afrique
et d’Asie). Les auteurs ont ainsi identifié 1447 régions de CNV représentant 12% du génome.
Ces donnees ont largement contribué au développement d'une base de données (Database of
Genomic Variants, DGV ; http://projects.tcag.ca/variation/) répertoriant les variants
génomiques. En 2010, cette base a référencé plus de 57000 CNV chez I’homme (Tableau 10).

Tableau 10 : Polvmorphismes répertoriés dans la DGV

Polymorphismes Nombre

CNV (délétions, insertions, réarrangements 57829
complexes) avec une taille >100kb

Insertions/Délétions (100pb a 1kb) 30748
Inversions 850
Nombre total de loci de CNV 14478

D’aprés ces derniéres données, les CNV représenteraient alors 30% du génome.
Cependant, de nombreuses puces utilisant des sondes BACs ont tendance a surestimer la taille
des régions génomiques remaniées; c'est pourquoi 1’équipe de McCaroll a réévalué les CNV
des 270 individus étudiés par Redon, en utilisant une puce hybride CNV-SNP plus résolutive
(Affimétrix 6.0). Ces auteurs ont identifié des CNV dans 82% des régions CNV déja décrites;
de plus, ces CNV étaient 5 a 15 fois plus petits. Ainsi la proportion de CNV décrits par Redon
ne representerait en fait que 5% du génome. Il est actuellement admis que plus de 240Mb du
génome constituent des CNV ce qui représente plus de 12% de I’euchromatine et représente
6% de chaque chromosome (Choy et al., 2010).

Le taux de mutation lié aux SNPs est estimé entre 1,8 et 2,5x10°® par paire de bases et

par génération (Zhang et al., 2009). Le taux de mutation, locus spécifique, di a certains CNV
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de novo avoisinerait 1,7x10° & 1x10™ par locus et par génération, soit 100 & 10000 fois celui
lié aux SNPs. Contrairement au taux de mutation relativement constant des SNPs, le taux de
mutation des CNV varie en fonction des loci. Ceci pourrait s’expliquer par les différents
mécanismes de formation (NAHR, NEHJ ou FoSTeS) de CNV, mais aussi par 1’architecture
régionale ou locale (proximité de LCR favorisant les recombinaisons) du génome qui
favoriserait une instabilité génomique. Ces analyses s'ajoutent aux observations tendant a
montrer que les CNV seraient préférentiellement en dehors des génes et des régions

génomiques ultra conservées (Derti et al., 2006, Redon et al., 2006).

Size distribution of CHVs in DGY
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Figure 17 : Distribution des CNV en fonction de leur taille d’aprés la DGV.

Lorsque la fréquence des CNV est supérieure a 1% dans la population générale on
parle d'un polymorphisme du nombre de copies (CNP). Il convient cependant d’étre prudent
par rapport aux variations de fréquence de certains CNPs en fonction de I’origine ethnique de

la population testée.

2. Techniques d’analyses des réarrangements génomiques

- Les techniques cytogénetiques :
Le caryotype standard est réalisé sur les chromosomes en métaphase. C’est la

technique d’exploration de premiére intention en présence de syndrome malformatif ou de
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retard mental. 1l ne permet pas cependant de détecter les réarrangements inférieurs a 5 voire
10Mb.

L’hybridation fluorescente in situ (FISH) est réalisée sur les chromosomes en
métaphase ou interphase. Des sondes fluorescentes vont s’hybrider spécifiquement sur des
loci donnés. Cette technique permet de détecter des syndromes microdélétionnels avec une
résolution de 100 a 300kb. Elle est également utilisée pour valider les données de CGH-array.
La FISH permet la détection des translocations équilibrées, ce qui n’est pas le cas de la CGH-
array.

- Les techniques moléculaires

Actuellement la plus utilisée est la CGH-array. Elle permet de travailler sur le génome
complet. Elle consiste a déposer sur des lames de verre des sondes qui peuvent étre des clones
génomiques (BAC), des cDNA ou encore des oligonucléotides. L’ADN des patients
fragmenté par digestion enzymatique puis marqué par un fluorochrome est mélangé avec de
I’ADN contréle lui aussi fragmenté et marqué par un autre fluorochrome. Le mélange est
hybridé avec les sondes de la lame de verre. L’analyse est réalisée en mesurant I’intensité de
la fluorescence émise. Le ratio de fluorescence entre les deux fluorochromes permet de savoir
si les deux ADN étudiés ont le méme nombre de copie pour une sonde donnée. Cette
technique permet de détecter des variations de quelques kb (Figure 18).

Les techniques de PCR quantitative (QPCR) et d’amplification multiple de sondes
dépendantes d’une ligation (MLPA) ont des résolutions comparables a la CGH-array, elles
sont souvent utilisées pour valider les données de CGH-array. Ces techniques permettent de
cribler des loci spécifiques. Le principe de ces deux techniques est détaillé dans le chapitre

« matériels et méthodes ».
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Figure 18 : Résolution des techniques d’analyse de I’ADN

3. Les CNV dans ’autisme et la déficience mentale

Certains auteurs distinguent les CNV bénins des CNV pathogéniques, ils ont proposé
des criteres majeurs permettant de définir le caractére pathogene ou bénin des CNV. Ces
critéres incluent le caractere hérité ou I'apparition de novo de 1I’anomalie, son contenu en géne,
la nature de I’anomalie (délétion ou duplication), sa taille, sa localisation par rapport aux
régions génomiques associées a des maladies et aux régions de CNV polymorphiques connues
(Rodriguez-Revenga et al., 2007). Il existe plusieurs bases de données internationales
compilant les CNV pathogéniques dont DECIPHER
(http://www.sanger.ac.uk/postGenomics/decipher), ECARUCA (www.ECARUCA.net) et la
DGV citée précédemment. Un des moyens de rechercher le niveau de pathogénicité d’un
CNV consiste tout d’abord a regarder s’il contient des génes, de rechercher puis de mesurer
I’expression de ces genes. La présence d’un CNV peut avoir des conséquences sur
I’expression d’un géne par deux mécanismes : Soit elle joue directement sur le dosage
génique, ou bien, elle agit indirectement en affectant les éléments transcriptionnels régulateurs
de ce gene. Stranger et al. (2007) ont montré que 17,7% des variations d’expression des génes

étaient dus a des CNV. Depuis quelques années, les CNV ont également éte identifiés comme
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facteurs de susceptibilit¢ a des maladies complexes multifactorielles dont I’autisme et la

déficience mentale (Zhang et al., 2009).

a) Les CNV dans I’autisme

Plusieurs études ont montré 1I’'importance des CNV dans I’étiologie du syndrome
autistique. Ces CNV peuvent étre de novo ou hérités. Les CNV se manifestent par la présence
de variants rares ou encore de syndromes chromosomiques liés a I’autisme. L’augmentation
de la résolution des méthodes d’investigation utilisant les puces suggerent que la proportion
de cas d’autisme qui est attribuée aux variants rares devrait étre supérieure aux 6-7%
identifiés par les techniques de cytogénétique standard. La proportion de CNV de novo est de
1% chez les contr6les, de 2 a 3% chez les familles multiplexes d’autisme et atteint 7 a 10%
chez les familles simplexes. Ces proportions sont les mémes que celles que 1’on observe dans
d’autres pathologies complexes pour lesquelles des mécanismes génétiques différents
apparaissent entre les cas sporadiques et les cas familiaux. Sebat et al.. (2007) et Marshall et
al.. (2008) ont respectivement observé 10% et 7% de CNV de novo chez les patients autistes
dont la famille ne compte qu'un seul enfant autiste et 2% chez les patients issus d'une famille
qui compte des apparentés du premier degré atteints. Christian et al.. (2008) ont identifié
11,6% de CNV chez des enfants ayant un trouble du spectre autistique, 14% étaient de novo
et 86% étaient hérités. Morrow et al.. (2008) ont trouvé des CNV submicroscopiques
(<500kb), de novo, chez plus de 10% des patients autistes. Weiss et al.. (2008) et Kumar et
al.. (2008) ont rapporté des délétions ou duplications récurrentes d’environ 660kb dans la
région 16p11.2 chez environ 1% des autistes, cependant les délétions en 16p11.2 ne sont pas
spécifiques de I’autisme, puisqu’elles sont également présentes chez des patients atteints de
retard mental. Ajoutés a I’ensemble de ces données, des réarrangements génomiques
impliquant le gene NRXN1 (2p16) ont été observés (Kim et al., 2008). Une étude portant
respectivement sur 859 et 1336 patients autistes et 1409 et 1110 sujets sains a permis
d'identifier, grace a des puces SNP, plusieurs nouveaux genes de susceptibilité codant des
molécules d’adhésion neuronales. Les auteurs ont remarqué une plus grande proportion de
CNV chez les patients autistes par rapport aux contréles, dans la région des génes NLGN1 et
ASTN2 codant respectivement la neuroliguine 1 et 1’astrotactine 2 (Glessner et al., 2009). Par
ailleurs, les auteurs ont également constaté que des CNV situés dans ou a proximité des géenes
impliqués dans la voie de 1’ubiquitine, plus particuliecrement UBE3A, PARK2, RFWD2, et
FBXO040, étaient présents uniquement chez des patients autistes.
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Figure 19 : Distribution des CNV dans I’autisme. Les CNV issus de la base de données ACRD,
(Autism Chromosome Rearrangement Database) sont en noirs sur la droite des chromosomes. Sur la
gauche des chromosomes sont référencés les CNV spécifiques de 1’autisme répertoriés par 1’équipe de
Marshall. En bleu les CNV de novo, en vert les CNV récurrents, en jaune les CNV récurrents avec les
CNV de la base ACRD, en rouge les CNV isolés. Avec un astérix, les CNV appartenants aux
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catégories de novo et récurrrents (total : 5) (d’aprés Marshall et al, 2008).

plus de 150 loci contenant des variants rares chez plusieurs patients autistes, certains variants
correspondaient a des loci déja décrits (délétion exonique du géne NRXN1, duplication 15q11-
13), mais deux nouveaux locus ont été identifiés en 17g22 et 14921 incluant respectivement

les genes BZRAP1 et MDGAZ2 qui codent respectivement la protéine 1 associée au récepteur

NN

I

TN
CImE e

-

des benzodiazépines et une immunoglobuline de type C2 (Bucan et al., 2009).
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En 2010, un travail publié par I’AGP (Autism Genome Project Consortium) et portant
sur 1’étude des CNV rares (fréquence <1%, taille >30kb), chez 996 individus du spectre
autistique et 1287 controles, a montré une plus forte proportion de CNV chez les autistes
(1,19 fois, p=0,012), plus particuliérement au niveau de loci déja impliqués dans 1’autisme et
ou le retard mental (Pinto et al., 2010). Les CNV identifiés étaient aussi bien de novo que
hérités et dans certaines familles, les deux & la fois. Ces CNV impliquaient de nouveaux genes
de susceptibilité tels que SHANK2, SYNGAP1, DLGAP2 ainsi que le locus DDX53-PTCHD1
situé sur le chromosome X. Guilmatre et al.. (2009) ont analysé les CNV dans des populations
d’autistes, de schizophreénes et de déficients mentaux. La présence de CNV s’avére plus
importante dans ces populations que dans les populations contrdles, la plupart des CNV sont
présents dans les 3 pathologies, soutenant I’existence de voies biologiques partagées dans les
maladies neurodéveloppementales.

L’ensemble de ces études a permis de mettre en exergue des régions chromosomiques
présentant des CNV de fagon récurrente, et ainsi de dégager de possibles genes de

susceptibilité a ’autisme. Les principaux CNV répertoriés sont présentés ci-dessous.

- la duplication 15911-13 impliquant des génes codant les sous-unités du récepteur
GABA ainsi que le gene UBE3A déja mis en cause dans les troubles autistiques et dans les
syndromes d’Angelman et de Prader-Willi. Cette duplication s’accompagne, chez les enfants

atteints, de retard de développement psychomoteur et intellectuel.

- La délétion 22913 impliquant entre autre le géne SHANKS3, et pour lequel des
mutations ont été observées chez des patients autistes.

- La délétion 16p11 mais aussi la duplication de la méme région ont été observées chez
des patients autistes et chez des retardés mentaux. Cette région contient environ 25 geénes,
parmi eux les génes MAPK3, DOC2A et SEZ6L2 qui sont exprimés au niveau du cerveau et

régulent I’activité synaptique (Kumar et al., 2008).

- La duplication 17p11.2. Cette région est delétée dans le syndrome de Smith Magenis
dans lequel les patients présentent frequemment des troubles autistiques. Cette region englobe

le géne RAIL qui code un facteur de transcription.

- La duplication 7g11.23. Cette région est impliquée dans le syndrome de Williams-

Beuren. Les enfants atteints présentent un retard de développement psychomoteur évoluant
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vers un retard mental et des troubles autistiques. Cette région contient le géne de susceptibilité
a I’autisme AUTS2 qui code une protéine nucléaire (Kalscheuer et al., 2007).

- La délétion 7q31. Cette delétion est aussi associée a un retard de langage. Les genes
FOXP2, MET, LAMB1 et WNT2 précédemment associés a I’autisme sont situés dans cette
région. lls codent le facteur de transcription FOXP2, le récepteur au facteur de croissance
hépatocytaire, la laminine béta 1 et le proto-oncogéne WNT2.

- La délétion 2g37. Cette région comprend plus de 80 genes.

- Les délétions et duplications de regions du chromosome X, plusieurs genes localisés
sur le chromosome X (NLGN3 en Xql13, NLGN4 en Xp22, MECP2 en Xqg28, MAO-A en
Xp11.23 et FMR1 en Xq27.3) sont impliqués comme facteurs de susceptibilité¢ dans 1’autisme.

Le locus 2p16 ou est localisé le géne NRXN1 qui code la neurexine 1 ainsi que le locus 7g35-
36 qui contient le gene CNTNAP2 codant la contactine 2 peuvent étre ajoutés aux régions de
prédisposition a I’autisme car plusieurs études ont décrit des CNV dans ces régions (Morrow
et al.., 2008; Marshall et al.., 2008).

L’idéogramme de Marshall (2008) (Figure 19) répertorie des CNV sur ’ensemble des
chromosomes, les régions 2q, 3q, 6q, 7q, 15q, 16p, 17q et 22q sont également des régions
identifiées comme liées a I’autisme par les études de liaison. Cependant la majorité des CNV
décrits correspondent a des variants rares mais que 1’on pourrait répartir en fonction du
mécanisme biologique sur lequel ils agissent dans 1’autisme : activité synaptique, prolifération
cellulaire, maturation cellulaire, voie de signalisation GTPase/Ras ou encore voie de

’ubiquitine.

b) Les CNV dans la déficience mentale

Le taux global de détection de réarrangements génomiques chez les enfants atteints de
déficience mental et ou d’anomalies congénitales est de 1’ordre de 12 a 18%. Parmi les
anomalies génomiques détectées, 3 a 5% sont identifiées a I’aide du caryotype classique, 5 a
6% par la technique de FISH (hybridation fluorescente in situ) et 4 a 7% par CGH-arrray. Par
rapport au caryotype classique, la CGH-array permettrait d’identifier 9 a 13% des CNV
associés a la déficience mentale. Les anomalies détectées par FISH peuvent aussi 1’étre par
CGH-array avec une résolution plus importante notamment au niveau des régions
subtélomériques. En effet, I’équipe de Froyen (2008) a étudi¢ 300 familles DMX: 6

duplications couvrant la région Xp22.11 ont été décrites chez 6 gargons présentant un retard
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mental non syndromique. La région récurrente de ces duplications s’étendait sur 320kb et
englobait 4 genes connus dont 3 jouant un réle dans le retard mental : SMC1A, RIBC1,
HSD17B10, et HUWE1. SMC1A code une sous unité du complexe de cohésion. Des mutations
ponctuelles de ce géne sont responsables du syndrome de Cornelia de Lange associé a des
dysmorphies faciales, un retard mental, des déficits de croissance (Musio et al., 2006). Des
mutations silencieuses du gene HSD17B10 sont responsables de retard mental syndromique
(Lenski et al., 2007). Parallelement a la duplication impliquant le géne HUWEL, les auteurs
ont observé 3 mutations ponctuelles dans ce gene chez 3 familles DMX. Ces données
soulignent le role d> HUWE1 dans la DMX et soutiennent la thése d’un geéne sensible au
dosage génique, qui serait en partie responsable du retard mental dans les cas de duplication.
Des mutations du gene MECP2, localisé en X@g28, sont associées a des retards de
développement, du retard mental et des encéphalopathies chez les garcons. De récentes études
ont suggéré que des duplications de ce géne pourraient aussi étre responsables de phénotypes
cliniques conduisant a une déficience mentale avec épilepsie chez les gargons (Bauters et al.,
2008, Carvalho et al.,, 2008, Del Gaudio et al.,, 2006, Van Esch et al., 2005). Des
microduplications ont également été identifiées, chez 7 patients, dans la région 17p13.3 qui
inclue les genes LIS1 qui code une acétylhydrolase et 14-3-3¢ qui code une tyrosine 3
monooxygénase (Bi et al.., 2009). Une corrélation « génomotype (le génomotype, terme
employé par 1’équipe du Pr Lupski, il représente I’ensemble des CNV des geénes d’une région
chromosomique) »/phénotype des données de cette étude a mis en évidence qu’une
augmentation du dosage génique du géne LISC1 était responsable de microcéphalie,
d’anomalies structurales cérébrales légeres, de retard de développement modéré a sévere,
alors que la duplication du géne 14-3-3¢ augmente le risque de macrosomie, de retard de
développement et d'un trouble envahissant du développement. Une corrélation entre 148 CNV
associés a la déficience mentale et le phénotype développé par environ 5000 modeéles de
souris invalidées a été recherchée par Webber et al. (2009). Les CNV associés au retard
mental ont été significativement trouvés parmi les orthologues murins de deux classes de
genes : les genes intervenant dans la morphologie axonale et les genes impliqués dans la
morphologie des neurones dopaminergiques. Une analyse plus sélective a permis de souligner
des associations entre le phénotype des souris et certains caractéres tels les anomalies
cérébrales, 1I’épilepsie ou la fente palatine. Ainsi 78 génes contribueraient au retard mental et
aux phénotypes qui lui sont associés. Les mémes auteurs dans une étude plus récente (Hehir-
Kwa et al., 2010) ont suggeéré que le taux de CNV rares serait plus important que ce qui était

présumé et qu’il existerait un nombre élevé de loci pour lesquels 1’hérédité et la pénétrance
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seraient variables notamment pour les régions 1g21.1, 15913.3 et 16p13.3. Ces constatations

démontrent les limites de la théorie qui considére qu’un CNV est bénin s’il est hérité et

récurent et causal s’il est rare et de novo. Le développement des nouvelles techniques

d’exploration du génome complet par CGH-array ou SNP-array ont permis 1’identification de

nouveaux syndromes microdélétionnels et de microduplications comme le montre le Tableau
11 (Vissers et al., 2010, Koolen et al., 2009, Schluth-Bolard et al., 2008).

Tableau 11 : Microdélétions et microduplications interstitielles associées au retard mental (d’apreés

Vissers et al., 2010).

Size (Mb)*

Name LCR MIM Clinical features

1921.1 microdeletion 1.1 + 612474 Mild-to-moderate MR, MC, cardiac abnomalities, cataracts, clear incom plete
Penetrance

1921.1 microd uplication 1.1 + B12475 Autism or sutistic behaviours, mild to moderate MR, microcephaly, mild FD

194142 microdeletion 1.2 MR, seiaures, vanous dysmorphisms, cleft palate, diaphragmatic hemia

2p15g16.1 microdeletion 1.9 MR, MC, receding forehead, ptosis, telecanthus, short palpebral fissures,
downslanting palpebral fissures, broad/high nasal bridge, long/straight eyelashes,
smooth and long philtrum, smooth upper vermillion border, everted lower lip, high
namow palate, hydronephrosis, optic nerve hypoplasia

3029 microdeletion 1.6 + B09425 MR, mild FD, including high nasal bridge and short philtrum

3029 microduplication 1.6 + 611336 Mild'moderate MR, MC, obesity

Tq11.23 microduplication 15 + 609757 MR, speech and language delay, autism spectrum disorders, mild FO

90223 microdeletion 6.5 MR, hyperactivity, overgrowth, trigonocephaly, macrocephaly, FO

12q14 microdeletion 34 Mild MR, failure to thrive, proportionate short stature and osteopoikilosis

14q11.2 microdeletion 0.4 MR, widely spaced eyes, short nose with flat nasal bridge, long philtrum, Cupid’s
bow of the upper lip, full lower lip, auricular anomalies

15q13.3 microdeletion 1.5 + 612001 MR, epilepsy, hypotonia, short stature, microcephaly and cardiac defects

15924 microdeletion 1.7 + MR, growth retardation, MC, digital abnomalities, genital abnomalities,
hypospadias, loose connective tissue, high frontal hairling, broad medial eyebrows,
downslanted palpebral fissures, long phittrum

16p11.2 microdeletion/duplication 0.6 + 611913 Association with MR, autism, schizophrenia

16p11.2p12.2 microdeletion 741 + MR, flat facies, downslanting palpebral fissures, low-set and malformed ears, eye
anomalies, orofacial clefting, heart defects, frequent ear infections, short stature,
minor hand and foot anomalies, feeding difficulties, by potonia

16p13.1 microduplication 1.6 + Association with autism, significance uncertain

16p13.1 microdeletion 1.6 + MR, MC, epilepsy, short stature, phenotypic variability

17p11.2 microduplication 37 + 610883 MR, infantile hypotonia, failure to thrive, autistic features, sleep apnoea, and
structural cardiovascular anomalies

17q21.31 microdeletion 0.5 + B10443 MR, hypotonia, long hypotonic face with ptosis, large and low et ears, tubular or
pear shaped nose with bulbous nasal tip, long columells with hypoplastic alse nasi,
broad chin

19q13.11 microdeletion 0.7 MR, pre- and postnatal growth retardation, primary microcephaly, hypospadias,
ectodermal dysplasia including scalp aplasia, dysplastic nails and dry skin

22q11.2 microduplication 3.7 + BOB3G3 Highly wariable. MR, FD, for example widely spaced eyes and downslanting
palpebral fissures, velopharyngeal insufficiency, conotruncal heart disease

22q11.2 distal microdeletion 1.4-21 + B11867 MR, prematurity, prenatal’postnatal growth delay, mild skeletal abnormalities,
arched eyebrows, deep set eyes, smooth philtrum, thin upper lip, hypoplastic alae
nasi, small pointed chin

¥g28 microduplication 0.4-0.8 MR, severe hypotonia, progressive lower limb spasticity, absent or very limited

speech

FD, facal dysmorphisms; LCR, bow copy repeat; MC, microcephaly; MR, mental retardation.

*“Common region.
1Potocki —Lupski syndrome.

Ces principaux syndromes sont répertoriés ci-dessous:

-Le syndrome 17g21.31 fut un des premiers décrit (Koolen et al., 2006, Sharp et al.,

2006, Shaw-Smith et al., 2006), la comparaison du phénotype présenté par les patients

porteurs de la délétion a permis de définir une nouvelle entité clinique. La fréquence de ce

syndrome varierait entre 0,3 et 1% des retards mentaux.



-La délétion 15924 (Sharp et al., 2007) qui s’étend en moyenne sur 1,7Mb. A ce jour 5
cas avec un retard mental Iéger ont été décrits, tous des garcons. Cette délétion serait due a un
mécanisme NAHR.

-La microdélétion 3929 est une délétion interstitielle qui englobe une région de 1,5Mb
contenant 22 génes dont 5 sont connus (PYTI1A, PAK2, MFI2, DLG1, BDH).

-La délétion 2932-q33 est visible du fait de sa taille (8,1Mb) sur le caryotype classique
(Van Buggenhout et al., 2005), elle est entre autre caractérisée par un retard mental séveére.

- Ballif et al. (2007) ont décrit une délétion récurrente en 16p11.2-p12.2 d’une taille de
7,1 a 8,7Mb chez des patients avec déficience mentale. Cette délétion survient dans une
région tres riche en duplicons.

- Le syndrome du Cri du chat ou monosomie 5p est une délétion qui touche le bras
court du chromosome 5. La délétion peut étre tres petite ou impliquer la totalité du bras court.
On observe une délétion du géne TERT codant une sous unité transcriptase inverse du
complexe de la télomérase. Il semble exister une corrélation entre la taille de la délétion et

I’expression clinique de la maladie.

Trois microduplications, miroir moléculaire de microdélétions fréquentes ont
maintenant un phénotype clinique décrit.

-La microduplication 7q11.23 (miroir de la microdélétion 7911.23 responsable du
syndrome de Williams Beuren), les patients présentent un profil neurocomportemental avec
des troubles du langage et une dysmorphie discréte (Berg et al., 2007).

-La microduplication 17pl11.2 (syndrome de Potocki-Lupski), cette région est
particulierement riche en duplicons et par conséquent, elle est le siege de nombreux
remaniements récurrents ou non; 63% des patients sont porteurs d’une duplication de 3,7Mb
(Potocki et al., 2007). Une région minimale critique de 1,3Mb a été définie pour ce syndrome,
elle englobe le gene RAIL pour lequel des mutations ponctuelles ont été décrites dans le
syndrome de Smith-Magenis (miroir moléculaire du syndrome de Potocki-Lupski).

-La microduplication Xqg28, cette région est riche en génes impliqués dans le
développement cerébral dont MECP2 et LICAM qui code la protéine d’adhésion cellulaire L1
(Van Esch et al., 2005).

-Plusieurs cas de duplication Xp22.31 ont été décrits; leur taille est comprise entre
149kb et 1,74 Mb. La région dupliquée est encadrée par des LCRs (Wagenstaller et al., 2007,
li etal., 2010).
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Stankiewicz et Lupski, (2010) ont répertorié sur un idéogramme, les CNV identifiés
par CGH-array et associés a la déficience mentale (Figure 20).
Les approches qui ont révelé les CNV pathologiques dans le retard mental ont également
contribué a I’identification d’un nombre important de CNV « bénins » rencontrés dans la
population générale. Ces CNV considérés comme non pathologiques pourraient cependant
jouer un role de facteur de risque direct ou indirect en fonction des génes perturbés.
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Figure 20 : Distribution des CNV responsables de retard mental syndromique et non
syndromique. Les duplications apparaissent en rouges et les délétions en bleus (d’apres
Stankiewicz et Lupski, 2010).
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OBJECTIFS DE CE TRAVAIL
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La présence d’un retard mental chez 75% des patients autistes ainsi que la
manifestation de troubles autistiques chez 30% des patients déficients mentaux suggerent des
mécanismes physiopathologiques communs a ces deux maladies et en particulier 1’existence
de causes géneétiques communes. Ces deux pathologies partagent des syndromes génétiques
associés (syndrome de I’X fragile, syndrome d’Angelman, syndrome de Rett,...), des
maladies génétiques associées (sclérose tubéreuse de Bourneville, neurofibromatose de type I,
...). Une mutation dans un geéne peut induire a la fois de 1’autisme et du retard mental
(NLGN4X, SCHANK3, NRXN1, GRIK2). Des CNV communs ont été mis en évidence. Ces

observations semblent montrer qu’il existerait un continuum entre ces deux pathologies.

Notre travail a porté sur la recherche de nouveaux genes impliqués dans ’autisme et la
déficience mentale et dans la mise au point d’une méthode de criblage rapide de recherche de
CNV dans des régions ciblées, dans I’autisme. Nous avons également étudié plus
specifiquement 3 loci : la région du gene NF1, le géne NLGN4X et la région 22q13.

Plusieurs loci ont été associés a I’autisme ou a la déficience mentale par la présence de
CNV, de polymorphismes ou encore de mutations dans certains génes importants dans le
développement cérébral ; parmi eux, le locus du géne NF1 et le gene NLGN4X, que nous
étudions au laboratoire et pour lesquels des travaux ont été publiés (Mbarek et al., 1999,
Laumonnier et al., 2004). Les genes NF1 et NLGN4X interviennent respectivement dans les
voies de signalisation Ras/GTPase et la synapse glutamatergique qui constituent des voies
importantes dans I’autisme (Pinto et al., 2010).

La région 22q13 est egalement un locus majeur dans 1’autisme, plusieurs études ont
mis en évidence des CNV ainsi que des mutations du gene SHANK3 chez des patients
autistes. La protéine SHANK3 par son interaction avec les neuroliguines et les neurexines,

intervient dans la régulation de la synpase glutamatergique.
Nous avons employé différentes stratégies pour conduire notre étude :
- L’¢tude d’association a ét¢ employée pour évaluer I’impact d’un marqueur
microsatellite GXAlu localisé dans 1’intron 27b du géne NF1 (neurofibromatose de

type 1) dans la déficience mentale non syndromique.

- L’approche géne candidat a été utilisée pour :
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La recherche et I’é¢tude de I’implication de mutations du géne NLGN4X
chez des autistes avec ou sans retard mental associé.

L’étude de la région 22q11-13 par MLPA dans une cohorte de patients
autistes.

La recherche de CNV par PCR quantitative en temps reel dans des régions
ciblées du génome chez des patients autistes.
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MATERIELS ET METHODES
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I. Les Populations étudiées

A.  Lapopulation autiste

Les patients autistes étudiés proviennent du service de pédopsychiatrie du CHRU de
Tours (106 patients dont 27 filles et 79 garcons) et de la Fondation Autisme (45 patients). Ces
patients sont non apparentés, d’origine caucasienne et d’age variant de 4 a 48 ans au moment
de I’évaluation clinique. Le diagnostic clinique des patients a été réalisé selon les criteres
définis par le DSM-IV-TR (Diagnostic and Statistical Manual of Mental disorders, 2000)
(Tableau 12). L’évaluation clinique de certains patients a été complétée par L’ADI (Autism
Diagnostic Interview, Lord et al., 1994) et la CARS (Childhood Autism Rating Scale,
Schopler et al., 1980). L’échelle d’évaluation du comportement autistique BSE-R
(Barthéléemy et al., 1997) a été utilisée afin d’apprécier d’éventuels progres des patients.

Le quotient de développement a été mesuré avec les tests habituellement employés par les
cliniciens: le test de Brunet-Lézine (1951) et I’Echelle Différenticlle d’Efficience
Intellectuelle (EDEI-R, Perron et Borelli, 1998).

Les patients pour lesquels un diagnostic de syndrome d’Asperger ou de syndrome de
Rett a été pose ont été exclus des études ainsi que ceux présentant des maladies métaboliques,
neurologiques ou génétiques associées. De plus, la présence d’éventuelles anomalies
chromosomiques a été étudiée, notamment la mutation FRAXA, qui est due a I’amplification
de triplets CGG ; les patients positifs pour cette mutation ont été exclus il en est de méme
pour ceux présentant une duplication 15q (Syndrome d’ Angelman).

Par ailleurs les patients ou leurs parents ont donné un consentement éclairé écrit pour
la conduite de ces études. Ces protocoles d’étude ont regu I’approbation des collectivités locales
et des comités d’éthique nationaux (INSERM projet RBM 93045).
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Tableau 12 : Les critéres diagnostique selon le questionnaire F84.0 [ 299.00] concernant les troubles
autistiques, d’'aprés le mini DSM IV, American Psychiatric Association (1994).

AL Un total de six (ou plus) parmi les éléments décrits en (1), (2), et (3) =
(1) altération qualitative des inferactions sociales, comme en fémaignent au moins deux des
eléments suivants :
- (&) altération marquée dans l'utilisation, pour réguler les interactions sociales, de
comportements non verbaux multiples, tels que le contact cculaire, la mimigue faciale, les
postures corporelles, les gestes
- () incapacité & établir des relations avec les pairs comespondant au niveau du
développement
- (] |2 sujet ne cherche pas spontanément a partager ses plaisirs, ses intéréts ou ses
réussites avec d'autres personnes | p.ex. il ne cherche pas & montrer, & désigner du doigt ou
a apporter les objets qui lintéressent)
- (d) mangue de réciprocité sociale ou émotionnelle

(2) altération qualifative dez la communication, comme en témoigne au moins un des éléments
Suvants

- (&) retard ou absence fotale de développement du langage parlé (sans tentative de
compensation par d'autres modes de communication, comme le geste ou la mimique)

- (b) chez les sujets maitrisant assez le langage, incapacité margue a engager ou soutenir
une conversation avec autrui

- (c) usage stéreotypé et répetitif du langage, ou langage idiosyncrasigue

(3) caractére restreint, répétitif et stéréofypé des comportements, das intéréts et des activités,
COmme en temoigne au moins un des éléments suivants :

- (&) préoccupafion circonscrte & un ou plusieurs centres dintéréts stéréotypés ot restreints,
anormale soit dans son intensité, soit dans son orfentation

- (b) adhésion apparemment inflexible & des habitudes ou & des ntuels specifigues et non
foncticnnels

- (c) maniérismes moteurs stéréotypés et répétitifs (p.ex. battements ou torsions des mains ou
des doigts, mouvements complexes de tout le corps)

- (d) préoccupations persistantes pour certaines parties des objets

B. Retard ou caractére anormal du fonctionnement, débutant avant 'age de trois ans, dans
au moins un des domaines suivants :

(1) inferactions sociales,

(2) langage nécessaire 4 la communication sociale,

(3} jeu symboligue ou dimagination.

C. La perturbation n'est pas mieux expliquée par un diagnostic de syndrome de Rett ou de
trouble désintégratif de l'enfance

B.  Lapopulation avec déficience mentale

Les 64 patients avec déficience mentale étudiés proviennent du service de génétique du
CHRU de Tours. Ces patients sont tous d’origine caucasienne et n’ont pas de lien de parenté.
Un examen clinique minutieux a été réalisé par les cliniciens afin d’écarter tous signes liés a
une déficience mentale syndromique. Tous les patients testés sont négatifs pour la mutation X

fragile. lls ne présentent pas les criteres de comportement autistiqgue du DSM-1V, le RM est
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léger a profond avec un QI inférieur a 70. L’étude des familles n’a pas montré d’antécédent de
déficience mentale, la population étudiée n’est donc constituée que de cas sporadiques.

Tous les patients ou leurs parents ont donné un consentement éclairé par écrit.

C.  Lapopulation d’individus témoins

La population de témoins est constituée de donneurs anonymes frangais d’origine
caucasienne issus du centre de transfusion sanguine de Tours. Ce sont des individus sains, non

apparentés, hommes et femmes.

D. L’extraction d’ADN

L’ADN des patients et des témoins est obtenu a partir d’un prélévement de sang dans
des tubes traités a ’EDTA ou extrait a partir de lignées lymphoblastoides établies a partir des
globules blancs des patients. Pour les préléevements sanguins, aprés centrifugation, le culot
cellulaire est lavé et récupéré en présence de NaCl 9%.,. Les hématies sont lysées par ajout
d’une solution hypotonique (Tris HC1 200mM, NaCl 10mM, MgCl, 5mM), trois lavages
successifs en milieu hypotonique permettent d’obtenir un culot leucocytaire. Une lyse
cellulaire est effectuée pendant une nuit a 37°C, sous agitation, en présence de tampon TE 20-
5 (Tris-HCI 20mM, EDTA 5mM, pH8), de protéinase K (200ug/mL) qui digere les protéines
membranaires et les nucléoprotéines liées a L’ADN, et de sarkosyl (34mM) qui est un
détergent qui détruit les membranes cellulaires, et permet de ce fait la libération de I’ADN
génomique. L’ADN est ensuite précipit¢é en présence d’acétate d’ammonium (1M) et
d’éthanol (85%). L’acétate d’ammonium modifie la charge globale de I’ADN qui devient
alors neutre et visible sous forme d’une « méduse ». Le précipité d’ADN est placé dans une
solution de TE 20-5, contenant 0,2M de NaCl et incubé a 42°C sous agitation pendant une
nuit afin d’éliminer toute protéine qui aurait pu précipiter en méme temps que L’ADN.
L’ADN est de nouveau précipité par adition d’éthanol absolu, la nouvelle « méduse » d’ADN
est lavée trois fois en présence d’éthanol 70% a -20°C afin d’¢éliminer les sels. L’ADN est
finalement dissout dans une solution de TE 10-1 a pH8, incubé 30 minutes a 65°C puis incubé
sur un agitateur rotatif & 4°C jusqu’a solubilisation compléte (48h).

La concentration des solutions d’ADN génomique est mesurée par spectrophotométrie a

260 nm a I’aide du NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer. La pureté de I’ADN est donnée par
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la mesure du rapport des absorbances & 260 nm/280 nm qui doit étre compris entre 1,8 et 2.
Les solutions d’ADN sont ensuite conservées a 4°C.

La qualité¢ des ADN est évaluée lors d’une €lectrophorese sur gel d’agarose 1%, préparé
avec du tampon de TBE 1X. La migration de 50ng d’ADN est réalisée sous une tension de
120 volts pendant 45 minutes. Les ADN ne présentant pas une bande de haut poids

moléculaire lors de 1’¢électrophorése sont exclus des études.

1. Etude du marqueur GXAlIlu dans le retard mental

A.  Leclonage des alleles de GXAIu

Le marqueur microsatellite GXAlu a été amplifié par PCR a 1’aide des amorces
GXAlu-F (CAAGAAAAGCTAATATCGGC) et GXAlu-R
(GGAACCTTAAGTTCACTTAG). Les produits de PCR ont tout d’abord été clonés dans un
vecteur d’amplification pCR2.1 TOPO (Invitrogen), puis séquencés afin de vérifier la
séquence et le sens d’insertion des différents alléles. Les inserts GXAlu (Tableau 13) ont alors
¢été clonés dans un vecteur d’expression pCAT3-promoter® (Promega) (Figure 21) dans un
site de clonage Kpnl/Xhol. Des bactéries TOP10 (Invitrogen) sont transformées par choc

thermique avec ces constructions plasmidiques.
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Figure 21: Cartographie du vecteur d’expression pCAT3® promoter®
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L’ADN plasmidique des clones positifs est ensuite extrait en suivant le protocole du
kit Qiagen miniprep. La séquence et le sens d’insertion des alléles GXAlu sont de nouveau

verifiés par sequencage.

Tableau 13: Liste des alléles GXAlu

Alléles GXAlu Nombre de répétitions AAAT  Taille produit

PCR (bp)
1 10 408
2 9 404
3 8 400
4 7 396
5 6 392

B. La culture cellulaire et la transfection

La lignée cellulaire COS7 (cellules épithéliales rénales de singe vert) est cultivée en
milieu DMEM (Invitrogen) contenant 10% de sérum de veau feetal, S0U/mL de penicilline et
50pg/mL de streptomycine.

Les cellules ont été transfectées par électroporation avec le nucleofector® (Amaxa). Pour cela
nous avons utilisé le protocole préconisé pour le kit de transfection Rat NSC Nucleofector®
(Lonza) : 10° cellules sont resuspendues dans 100! de solution Rat NSC Nucleofector® en
présence de 1pug de 1'un des vecteurs pCAT3®-promoter® contenant un des inserts GXALuU
(en orientation sens ou antisens) et de 1pg de plasmide pSV-B-galactosidase (Promega) dans
des cuvettes d’électroporation, qui sont introduites dans 1’appareil. Le plasmide pSV-B-
galactosidase nous sert de controle de I’efficacité de la transfection. Une transfection est
réalisée avec le vecteur pPCAT3®-promoter® sans insert. Les cellules transfectées sont ensuite
ensemencées & la densité de 10* cellules/puit dans des plagues 6 puits pendant 72h puis une

extraction des ARN est réalisée.
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C. L’extraction d’ARN totaux

L’extraction des ARN totaux a été réalisée selon la technique de Chomczynski et
Sacchi (1987) & partir de 1 & 5.10° cellules. Pour cela nous avons utilisé un réactif
d’extraction rapide : le Trizol (Invitrogen). Ce réactif contient du phénol et de 1’isothiocyanate
de guanidine qui en se complexant a I’ARN rompt les interactions ARN- protéines. Les culots
cellulaires sont homogénéisés dans 1mL de Trizol avant ’addition de 0,2mL de chloroforme
qui dénature les protéines. Apres centrifugation (4°C, 12000g, 15min), trois phases sont
visibles dans chaque échantillon, une phase supérieure aqueuse contenant les ARN, une phase
intermédiaire blanchéatre contenant I’ADN, une phase inférieure organique contenant les
protéines, I’ADN, le phénol et le chloroforme. La phase supérieure est prélevée et précipitée
avec 500uL d’isopropanol. Apres centrifugation (4°C, 12000g, 10min), le culot d’ARN est
lavé avec 1mL d’éthanol 70%. Le culot final d’ARN est séché 5min a température ambiante
puis dissous dans 50uL d’H,O DEPC (diéthylpyrocarbonate) 0,1%. Les ARN sont congelés a
-80°C avant d’étre dosés au Nanodrop® (Labtech). La décongélation permet une meilleure
dissolution du culot d’ARN. La qualité des ARN est vérifiée lors du dosage par le rapport
260nm/280nm qui doit étre compris entre 1,8 et 2 et lors d’une électrophorése en gel
d’agarose 1,2% TBE 1X au cours de laquelle nous vérifions la présence de 3 bandes

correspondant aux ARN 28S, 18S et 5S.

D.  Latranscription inverse (RT)

Préalablement a I’étape de transcription inverse, les ARN sont traités a la DNAsel
(1U/uL) (Invitrogen) afin d’éliminer toute contamination par de I’ADN. Pour cela 1 pg
d’ARN est incubé en présence de 1pL de DNAsel dans un volume final de 10pL, pendant
15min, puis on ajoute 1uL d’EDTA qui permet de chelater les ions Mg"* contenus dans le
tampon de réaction qui pourraient inhiber la RT, avant d’effectuer une étape de dénaturation a
65°C pendant 10min.

La RT est réalisée dans un volume final de 20uL a partir de 500ng d’ARN traités a la
DNAsel en présence de 10mM de DTT, 100ng de Random Hexamer, 1mM de dNTP et de
10U/uL de Superscriptli® (Invitrogen). La réaction de RT est réalisée en un cycle
d’hybridation et d’élongation a 42°C pendant 50min puis une étape de dénaturation a 95°C

pendant 5min. Les produits de RT sont conservés a -20°C.
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E. La RT-PCR guantitative en temps réel (RT-QPCR)

Le principe de cette technique est détaillé dans le paragraphe (IV). Nous avons
employé le méme mode opératoire que celui utilisé pour la quantification de I’ADN avec
cependant quelques modifications : nous avons utilisé le réactif Platinum®SYBR®Green
gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), les genes ont été étudiés a partir de 25ng de cDNA par
échantillon et 10pmol de chaque amorce, le gene de la GAPDH a été choisi comme gene de
référence pour les études d’expression du géne NLGN4X et le gene de la betagalactosidase
pour les études d’expression du géne chloramphénicol acétyl transférase (CAT) en fonction
des alleles GXAlu. La méthode des 2" a été utilisée pour I’analyse des résultats. La

séquence des amorces de chaque amplicon est reportée dans le Tableau 14

Tableau 14: Liste des amorces utilisées pour l'analyse par RTqQPCR

Amorces (5'-3") Séquences Tm=°C Taille produit
PCR (bp)

NLGN4X F CGGTGGATTGAGGAGAATGT 60 214
NLGN4X R TGTCTGCCAATATCCGAGTG 60

GAPD F CTGCACCACCAACTGCTTAG 62 101
GAPD R GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT 62

CATF TCCGGCCTTTATTCACATTC 60 168
CATR TCGTCGTGGTATTCACTCCA 60

GALF AGCTGGCGTAATAGCGAAGA 60 150
GALR GACAGTATCGGCCTCAGGAA 60

F. Le séquencage d’ADN

1. Le principe

Le séquencage d’ADN consiste a déterminer I’enchainement des nucléotides qui le
constitue. C’est donc la technique la plus fine pour détecter et qualifier des variations de
séquence pouvant exister dans le génome. La technique de séquencage que nous avons utilisé
est basée sur une adaptation de la méthode de Sanger. Son principe consiste en une
amplification d’un brin matrice par une ADN polymérase initiée par la fixation d’'une amorce

complémentaire du brin matrice en présence des 4 dNTP et des 4 ddNTP marqués avec un
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fluorophore spécifique. Lorsqu’un des ddNTP est incorporé dans la séquence, il y a arrét
d’¢élongation. Ce blocage de I’¢longation est du a I’impossibilité qu’ont les ddNTP a former
une liaison phosphodiester avec un autre nucléotide. L’incorporation aléatoire des dNTP et
des ddNTP va générer des fragments de différentes tailles. Une électrophorese capillaire en
conditions dénaturantes va séparer les produits de la réaction de séquence en fonction de leur
taille. L’enregistrement et 1’analyse spectrale de la fluorescence spécifique des ddNTP
permettra d’assigner la base correspondante et de déterminer la séquence nucléotidique du

brin matrice.

2. Le protocole

Le mélange réactionnel contient 2uL de produit de PCR, 1,5uL de tampon BigDye
Terminator v1.1,v3.1 5X sequencing buffer (Applied Biosystems®), 1uL de mix BigDye
Terminator v1.1 cycle (Applied Biosystems®) et 500nM d’amorce sens ou antisens, dans un
volume final de 10uL. La réaction est réalisée dans un thermocycleur GenAmp PCR system
9700 (Applied Biosystems®) selon le programme suivant : une dénaturation a 96°C pendant
1min puis 25 cycles constitués de 4s a 96°C, 5s a 50°C et 4min a 60°C. Les produits de
séquencage sont ensuite purifiés avec le kit SEQ96 Sequencing Reaction Cleanup (Millipore),
cette étape permet I’élimination des sels, des amorces, des ANTP et des dANTP fluorescents,
non utilisés par la réaction de séquencage. La séquence des échantillons est lue apres
électrophorese sur un séquenceur 16 capillaires 3130XL (Applied Biosystems®) avec le

logiciel Codoncode Aligner®.

G. LadHPLC

1. Le principe

La dHPLC (chromatographie liquide haute performance en condition dénaturante) est
une technique principalement utilisée pour la détection rapide de variations génotypiques
telles que des substitutions de nucléotides, des petites insertions ou delétions sur des
fragments de PCR. Nous avons utilisé cette technique en conditions non dénaturantes et
développé un protocole permettant le génotypage rapide d’un marqueur microsatellite.

La dHPLC est une technique de chromatographie constituée de deux phases :
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- Une phase stationnaire constituée par une colonne contenant des particules de
polystyréne-divinylbenzéne sur lesquelles sont greffées des chaines de carbone insaturées
électriguement neutres. Ces particules sont associées a des ions acétates de
triethylamonium (TEAA) chargés positivement.

- Une phase mobile correspondant a un gradient d’acétonitrile. L’ADN chargé
négativement interagit avec les ions TEAA. On élue ’ADN en augmentant la
concentration d’acétonitrile chargé négativement. Ce dernier va entrer en compétition
avec I’ADN pour interagir avec le TEAA. Nous avons travaillé en conditions non
dénaturantes a une température de 50°C, donc 100% de I’ADN était double brin. L’ADN
va étre elué en fonction de sa taille, les fragments les plus courts sont élués en premier.
En effet, ces derniers ont une densité de charges négatives plus faibles, ils se décrochent

plus facilement des ions TEAA.

Les échantillons sont traités par le systéme automatisé WAVE System 3500HT
(Transgenomic®). Un échantillonneur injecte 7uL d’échantillon dans le circuit qui contient
en permanence un mélange de tampon A (0,1M TEAA) et de tampon B (0,1M TEAA, 25%
acétonitrile). L’échantillon passe ensuite dans le four chauffé a 50°C afin de maintenir
I’ADN sous la forme double brin. L’échantillon passe dans la colonne. Aprés élution les
échantillons sont détectés par mesure de I’absorbance a 260nm grace au détecteur UV et

analysés avec le logiciel Navigator 1.5.3 (Transgenomic).

2. Application au génotypage du microsatellite GXAlu

Une PCR est préalablement réalisée dans un volume final de 25uL sur 25ng d’ADN de
patient ou sur 50ng d’ADN de plasmide contenant les alleéles 1 a 5 de GXAlu. Le mélange
réactionnel est constitué¢ de 10 pmol d’amorces alu-F / alu-R (Tableau 15), 1,5U de tag DNA
polymerase (Invitrogen), 125uM de dNTP et 1,5mM de MgCl,. Le cycle d’amplification était
le suivant: une étape initiale de dénaturation a 94°C pendant 5 min puis 35 cycles de
dénaturation a 94°C pendant 15s, d’hybridation a 60°C pendant 15s et d’¢longation a 72°C
pendant 15s. Deux standards de taille externes de 128pb et 156pb ont été réalisés en
amplifiant I’insert correspondant a I’allele 1 (alu 1 : 10 répétitions AAAT) du microsatellite
GXAlu avec les amorces alu-Fl/alu-R et I’insert correspondant a 1’allele 5 (alu 5: 6
répétitions AAAT) du microsatellite GXAlu avec les amorces aluF/alu-R1 (Tableau 15). Un

standard de taille interne a par ailleurs été généré en mélangeant 10pL des deux standards
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précédemment réalisés et 10uL de chaque insert GXAIlu (alléles 1 & 5 de GXAIlu insérés dans

un plasmide) amplifiés séparément avec les amorces alu-F/alu-R.

Tableau 15: Liste des amorces utilisées pour I'analyse par dHPLC

Amorces (5'-3") Séquences Tm°C Taille produit
PCR (bp)
aluF GATCGCACCACTGCATTCTA 60 128 to 156
aluR1 GTTCACTTAGAAACAAGCAA 60
aluFl AGCCAAGATCGCACCACTGCATTCTA 60
aluR CCTTAAGTTCACTTAGAAACAAGCAA 60

Chaque échantillon analysé par dHPLC est constitué d’un mélange de 20uL de produit de
PCR associé a 10uL de chaque standard de taille externe. 7uL de marqueur de taille interne
ou d’échantillon a tester ont été injectés dans le systtme WAVE (Transgenomic). Les
conditions expérimentales de dHPLC sont les suivantes :

- Latempérature du four a 50°C

- Le flux d’élution a 0,9mL/min

- Le gradient d’acétonitrile de 40% a 72%

Apres I’analyse des données, tous les chromatogrammes obtenus sont ajustés sur les pics
correspondant aux standards de taille externes, ce qui nous permet de déterminer facilement le
génotype de chaque patient et témoin. Les fréquences alléliques et génotypiques entre patients
et témoins sont comparées par un test de Chi2.
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I11. Amplification multiples de sondes dépendantes
d’une ligation (MLPA) et étude de la région 22q13

A.  Leprincipe

La MLPA ou amplification multiples de sondes dépendantes d’une ligation a été
employée pour explorer la région chromosomique 22g13. Cette technique consiste a utiliser
des sondes en deux segments de longueur unique qui, lorsqu’elles s’hybrident a des séquences
cibles adjacentes sur I’ADN génomique peuvent étre liées par une DNA-ligase. Cela permet
I’amplification de tous les sites ciblés d’une région chromosomique d’intérét au moyen d’une
seule paire d’amorce (Figure 22). Les deux extrémités libres des sondes possedent des
séquences complémentaires au couple d’amorces. L’une des amorces est marquée avec un
fluorophore en 5°, ce qui permet la détection des produits amplifiés par électrophorése
capillaire. Les produits sont séparés en fonction de leur taille, ainsi chaque pic de
I’électrophorégramme obtenu correspond a une seule et unique sonde. Les aires sous chaque
pic sont quantifiées et apres normalisation des données, le nombre de copies peut étre
déterminé pour chacune des séquences cibles et donc pour chacun des genes criblés dans la

région chromosomique étudiée.
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Figure 22: Principe de la technique MLPA

Le kit SALSA MLPA P188 22913 fourni par MRC-Holland a été utilisé pour
I’exploration. Ce Kit contient 35 sondes localisées dans la région chromosomique 22g13 et 9
sondes de références situées sur d’autres chromosomes. L’ensemble des sondes couvrent une
région d’environ 19Mb, la plupart étant situées dans les 1Mb en g-terminal. Les sondes sont

localisées dans 23 geénes différents et plusieurs sondes peuvent s’hybrider sur un méme geéne.

B. Le protocole

Les ADN (200ng) sont dénaturés 45 minutes a 98°C dans un volume réactionnel de
2,5uL puis hybridés avec 0,75uL du mélange de sondes, a 60°C pendant 16H30. Une ligation
est effectuee pendant 15 minutes a 54°C ; elle est stoppée par une incubation a 98°C pendant

5 minutes. Une amplification par PCR de 5uL du produit de ligation est ensuite effectuée dans
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un volume final de 25uL en présence des amorces spécifiques (I’amorce sens est marquée en

6-FAM a son extrémité 5”) selon le thermocycle suivant : 60°C pendant 30s, puis 35 cycles de

95°C pendant 30s, 60°C pendant 30s, 72°C pendant 1min et enfin un dernier cycle a 72°C

pendant 20min. Les produits de PCR peuvent étre conservés une semaine a -20°C. 1uL de

réaction de PCR est dénaturé pendant 3min a 96°C en présence de formamide et d’un

marqueur de taille le G500 ROX (Applied Biosystems), puis 1’électrophorése capillaire est

réalisée sur un séquenceur 3130XL Genetic Analyser (Applied Biosystems). Une sonde est

assignée a chaque pic obtenu (Figure 23) a I’aide du logiciel Genemapper® (Applied

Biosystems).
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Figure 23 : Exemple d’¢lectrophérogramme obtenu par la technique MLPA pour un
échantillon d’ADN.

C.  L’analyse des données

Pour chaque sonde, 1’aire sous les pics est calculée par le logiciel Genemapper®, puis

analysée avec le logiciel Excel. Une premiere normalisation N1 des données est réalisée en

divisant la valeur de I’aire de chaque pic par la moyenne des aires des pics des sondes

controles. Une deuxiéme normalisation N2 est calculée en divisant chaque N1 par la moyenne

des N1 correspondant a une sonde de tous les échantillons de I’expérience. Une valeur de N2

normale est de 1, sachant qu’il existe toujours des fluctuations entre échantillons, le

fournisseur du kit a défini des seuils de normalité compris entre 0,7 et 1,3. Ainsi un

échantillon est consideré comme ayant une délétion pour une sonde lorsque N2 est inférieure
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a 0,7 et comme ayant une duplication lorsque N2 est supérieure a 1,3. Les ADN pour lesquels
des valeurs de N2 sont en dehors de la zone de normalité sont systématiquement ré-analysés

afin d’¢éliminer tout faux positif.

V. Etude de CNV par PCR gquantitative en temps reel
(QPCR)

A. Le principe

Nous avons étudié les variations du nombre de copies de plusieurs génes répartis sur
I’ensemble du génome par PCR quantitative en temps réel (QPCR). La technique consiste a
réaliser une PCR classique en présence d’un agent fluorescent le plus souvent le Sybrgreen®
qui s’intercale exclusivement dans I’ADN double brin. La fluorescence ainsi détectée a
chaque cycle de PCR est proportionnelle a la quantité d’ADN amplifié. Nous avons évalue 3
kits d’agents fluorescents différents, le LightCycler®480 DNA Sybr Greenl Master (Roche),
le LightCycler®480 ResoLight Dye (Roche) et le SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-
Rad). Le premier contient du Sybrgreen 1 qui s’intercale environ toutes les 25 paires de bases,
les deux suivants contiennent un fluorophore qui s’intercale entre chaque paire de base. La
technique doit étre hautement résolutive pour nous permettre de détecter des variations de 1 a
2 voir 3 copies de gene. Les valeurs brutes sont exprimées en Cp (crossing point) qui
correspond au point d’intersection entre la droite de la dérivée seconde de la courbe
d’amplification de I’ADN ¢tudié et la ligne de bruit de fond, ce qui correspond au nombre de
cycles nécessaire pour atteindre une valeur seuil définie.

L’expérimentation s’est réalisée en deux étapes :

- Elaboration des droites standards ou une gamme étalon a été effectuée avec un

ADN controle. Cette méthode nécessite 1’établissement d’une droite standard par
couple d’amorces a étudier, elle nous permet de controler I’efficacité de PCR pour
chaque couple d’amorces et de déterminer la gamme de mesure permettant de

quantifier tous les échantillons pour un couple d’amorce donné.
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- Détermination des AACp (quantification relative normalisée par un calibrateur). La
quantification de gene cible est exprimée par rapport a un géne de référence obtenu
a partir du méme échantillon d’ADN. La quantité de géne cible et celle de gene de
référence est fonction de ’efficacité de la PCR et du Cp enregistré. La méthode des

AACp permet de calculer le rapport normalisé suivant :

conc. (géne cible échantillon) conc. (géne cible calibrateur)
Ratio normalise = -------====-====mmmmmmmmememm e | emmemeemee e

conc. (géne référence échantillon) conc. (géne cible calibrateur)

En tenant compte des efficacités de PCR ce modele mathématique devient le suivant :

(E b1 );\(‘p cible(calibrateur — échantillon)
cible

R =

)A(’p reférence(calibrateur — échantillon)

(E reférence

Le choix des couples d’amorces pour les amplifications des génes etudies a éte réalisé
en utilisant le logiciel Primer3 (v.0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm) puis la
spécificité de chaque amplicon a été contr6lée in silico par le programme BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Les amorces choisies répondaient aux critéres
requis pour une étude par la technique de QPCR : taille des amplicons : comprise entre 100 et
250pDb, pas plus de 3 C ou G a I’extrémité 3’ de chaque amorce, une température de fusion
(Tm) autour de 60°C et des amorces d’environ 20pb (Annexe 1)

B. Les courbes de fusion

La qualité des amplicons spécifiques de chaque couple d’amorces a été contrdlée par
analyse de la courbe de fusion réalisée a la fin de la réaction de QPCR. Pour cela I’ADN

amplifié est dénaturé a 95°C pendant 15s, la température est ensuite fixée a 65°C pendant
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1min puis une dénaturation lente est réalisée en augmentant la température (0,11°C/s) jusqu’a
97°C, pendant cette dénaturation la fluorescence est mesurée en continue. Le logiciel
LightCycler®480 permet de tracer une courbe ou on observe un pic unigque correspondant a la

Tm (melting temperature) du produit amplifie.

C. L’efficacité de QPCR

Pour chaque locus étudié, I’efficacité¢ de la QPCR est déterminée sur un échantillon
d’ADN en réalisant une QPCR sur une série de dilutions croissantes afin d’obtenir une courbe
d’étalonnage. L’échantillon utilisé a été¢ le méme pour tous les couples d’amorces testés, il
s’agissait d’'un mélange de 15 ADN issus de femmes de notre population controle. Ce
mélange d’ADN nous a permis de nous affranchir des variations inter-genomes qui
constituent un parameétre important dans le cadre de notre étude. Une gamme d’ADN de
concentrations variant de 0,01ng a 100ng a été testée en QPCR en présence de chaque couple
d’amorces. L’efficacité de QCR est déterminée en réalisant une régression linéaire a I’aide du

logiciel LightCycler®480 (Roche), elle est calculée par 1’équation suivante :

E: 10-1/pente

Ou E représente 1’efficacité, elle est égale a 2 lorsque la PCR est efficace a 100%
Ou la pente est celle calculée pour la droite de régression de la courbe étalon, elle est égale a
-3,32 lorsque la PCR est efficace a 100%.

L’efficacité est un facteur important pour la reproductibilité des résultats. Plus elle est
grande, plus la PCR est robuste, ce qui est un parameétre important lorsque 1’on compare des

variations de faibles nombres de copies.

D.  L’Analyse des données

Les valeurs brutes sont calculées par le logiciel Light®Cycler480 et sont exprimées en
Cp. Les résultats sont exprimés en quantité relative par rapport aux deux genes controles
précédemment cités. Les données pour lesquelles le Cp est supérieur a 30 ne sont pas traitées,

les taux d’amplification sont trop faible pour pouvoir observer une variation de copie de
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I’ordre de 1 ou 2. La quantification pour un géne donné est normalisée une premiere fois par
rapport & 2 génes de référence afin de s’affranchir d’une part de toute variation de copie qui
pourrait exister au niveau de 1’un de ces geénes contrdles et d’autre part des biais liés au
pipetage et a la conservation de I’ADN. Une 2éme normalisation des échantillons est calculée
par rapport a un calibrateur (voir paragraphe protocole d’amplification). Les calculs sont
effectués par le logiciel selon 1’équation mathématique précédemment citée. Une zone de
normalité des valeurs a été définie de la fagcon suivante : moyenne de 1’ensemble des valeurs
de tous les échantillons +/- 2 écarts types. Les données inférieures au seuil sont dites délétées

pour la région étudiée, les données supérieures au seuil sont dites dupliquees.

E. Le protocole de quantification

Les QPCR sont réalisées dans des plaques 384 puits de ce fait la distribution des réactifs
dans les plaques a été effectuée par le robot pipeteur epMotion (Eppendorf). Le milieu
réactionnel contenait 10ng d’ADN, 500nM d’amorces sens et antisens et Sul de kit
SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad) dans un volume final de 10uL. Les étapes du
cycle d’amplification étaient les suivantes : une dénaturation de 5min a 95°C puis 45 cycles
composés d’une dénaturation de 10s a 95°C et d’une hybridation/élongation de 10s a 60°C
pendant laquelle la fluorescence est mesurée, une étape finale permettant d’obtenir la courbe
de fusion était toujours ajoutée en fin de réaction. Les QPCR ont été réalisées en duplicat dans
un thermocycleur LightCycler®480 (Roche). Chaque expérience comportait 1’é¢tude de deux
génes de références HEM3 et ALB associés a I’étude de 6 génes cibles ce qui imposait 1’étude
simultanée de 24 échantillons d’ADN. Parmi les 24 échantillons étudiés, nous avions un ou
deux ADN contrbles (calibrateur). Un des ADN contréle est un mélange de 15 ADN
provenant d’hommes de notre population contrdle, il a servi de référence pour I’analyse de
nos données. L autre ADN contrdle est celui que nous avons utilisé pour réaliser nos gammes
étalon pour le calcul des efficacités de PCR, ce contrdle a été ajouté pour les études des genes

situés sur le chromosome X.
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. Etude d’association entre un polymorphisme d’une

sequence Alu et la déficience mentale.

Article accepté pour publication dans Neuroscience letters (Janvier 2011).

A functional tetranucleotide (AAAT) polymorphism in an Alu element in the NF1 gene is
associated with mental retardation.

Sylviane Marouillat Védrine®, Patrick Vourc'h®” , Refaat Tabagh?, Laurence Mignon®, Saskya
Hofflin?, Catherine Cherpi-Antar®, Olivier Mbarek? Agathe Paubel’, Claude Moraine?,
Martine Raynaud® and Christian R. Andres®"”

Petite introduction sur les séquences Alu

Le marqueur GXALu est constitué¢ d’une séquence Alu associée a son extrémité 3’ a
une série de répétitions de tétranucléotides AAAT. L’insertion d’une séquence Alu dans
I’intron 6 du géne NF1 a ét¢ montré comme responsable d’un épissage alternatif avec
apparition d’une codon stop prématuré (Wallace et al., 1991). Le marqueur GXALu est
intronique comme la plupart des séquences Alu. Cette particularité a contribuée au fait que les
séquences Alu ont longtemps été considérées comme des parasites du génome sans effet
majeur sur I’expression génique. Actuellement, plusieurs observations ont montré que ces
séquences avaient une influence sur le génome humain. Ainsi I’intégration de ces séquences
dans les genes peut provoquer leur inactivation et étre délétére. Du fait de leur homologie de
séquence, les éléments Alu sont a I’origine de recombinaisons homologues non alléliques
(NAHR) conduisant a 1’apparition de duplications ou de délétions de segments d’ADN. Une
autre fonction fréquemment attribuée aux séquences Alu est leur capacité a réguler les génes
situés a proximité. Plusieurs études ont démontré que les séquences Alu pouvaient reguler la
transcription des génes en agissant sur les séquences enhancer, promotrices ou sur les sites de
polyadénylation (pour revue : Tomilin N.V., 1998, Brosius J., 1999). Récemment il a été
démontré un effet des séquences Alu sur I’expression génique au niveau postranscriptionnel.
Ces séquences peuvent agir sur 1’épissage des ARNm en créant des exons alternatifs qui

peuvent induire la production de protéines aberrantes ou tronquées. Les séquences Alu
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interviendraient également sur le processus de conversion des cytosines en uracyl au niveau
des ARN, une anomalie dans ce processus peut jouer sur la stabilit¢ de I’ARN. Un role dans
la régulation de la traduction a également été rapporté (pour revue : Hésler J. et Strub K.,
2006).

Notre travail

Nous rapportons ici 1’étude d’association entre un polymorphisme d’un marqueur
GXAlu localisé dans I’intron 27b du géne NF1 et la déficience mentale. Le marqueur GXAlu
est un microsatellite avec des répétitions AAAT en 3° d’une séquence Alu. Les données de la
littérature rapportent 6 alleles pour ce marqueur, correspondant a 11, 10, 9, 8, 7 et 6
répétitions AAAT. Notre équipe a montré que l’allele 5 (6 répétitions) était présent
uniquement chez des patients autistes (Mbarek et al., 1999) qui par ailleurs présentaient un
retard mental profond et que 1’allele 4 (7 répétitions) de ce marqueur était présent chez des
patients autistes ayant un retard mental profond (these de Mbarek O., 1999).

Le gene NF1 est localisé en 17q11.2, région de susceptibilit¢ dans 1’autisme et la
déficience mentale. Le géne NF1 code la neurofibromine qui interagit avec les protéines de la
famille Ras dont la protéine H-Ras. Un retard mental est associé a la neurofibromatose de
type 1 dans 7% des cas et plus particulierement chez les patients ayant une délétion dans le
géne NF1.

L’intron 27b du géne NF1 a la particularité de contenir 3 genes EVI-2A, EVI-2B et
OMGP qui sont transcrits en sens inverse du gene NF1 (Figure 24). Les génes EVI-2A et 2B
seraient des sites d’intégration de virus écotropes, et le gene OMGP est un inhibiteur de la

croissance axonale et un régulateur de la neurogénése (Wang et al., 2002, Martin et al., 2009).

Centr. — k0= py T Tel
27b
} ‘:t !_: "—‘ { ] L }
GXAlu OMGP EVI2B EVI2A

Skb

Figure 24 : Schéma du géne NF1 (haut) et grossissement de 1’intron 27b (bas).
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Nous avons étudié la répartition allélique du marqueur GXAlu dans une population de
68 patients ayant une déficience mentale non syndromique ainsi que chez 89 sujets sains. Pour
cela nous avons développé une méthode de génotypage par dHPLC. Nous avons ainsi pu
mettre en évidence une association positive entre ’alléle 4 du marqueur étudié et la déficience
mentale (Chi2=10,34 ; p=0,015). Afin de mettre en évidence un possible effet fonctionnel du
polymorphisme de ce marqueur, nous avons cloné chaque alléle dans un vecteur d’expression
en amont du promoteur contrdlant I’expression du géne CAT (chloramphénicol acétyl
transférase). Les analyses fonctionnelles du marqueur GXAlu par RT-PCR quantitative ont
ainsi révélé une augmentation de 1’expression du géne CAT en présence des alléles 4 et 5 du

marqueur GXALu.

Nos résultats montrent une association entre 1’allele 4 du marqueur GXAlu et la
pathologie, cette étude a fait 1’objet d’une publication dans la revue Neuroscience letters. La
pathologie semblerait étre directement liée a cet allele cependant des études complémentaires
sur un plus grand nombre de patients devront étre réalisées pour confirmer ces premiers
résultats. Le marqueur GXAlu pourrait réguler 1’expression des geénes situés a proximité

notamment le géne OMGP, déja associé a I’autisme par notre équipe (Vourc’h et al., 2003).
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ABSTRACT

Mental retardation (MR) is frequent in neurofibromatosis type 1 (NF1). Allele 5 of a tetranucleotide
polymorphism in an Alu element (GXAlu) localized in intron 27b of the NF1 gene has previously been
associated with autism. We considered that the microsatellite GXAlu could also represent a risk factor in
MR without autism. We developed a rapid method for genotyping by non-denaturing HPLC and assayed
the allelic variation of GXAlu marker on in vitro gene expression in Cos-7 cells. A French population
of 157 individuals (68 non syndromic non familial MR (NS-MR) patients diagnosed in the University
Hospital of Tours; 89 controls) was tested in a case-control assay. We observed a significant association
(#*=7.96; p=0.005) between alud carriers (7 AAAT repeats) and MR (OR: 7.86; 95% Cl.: 2.13-28.9). The
relative in vitro expression of a reporter gene encoding chloramphenicol acetyl transferase (CAT) was
higher for alu4 and alu5, suggesting a regulation effect for these alleles on gene expression in vivo. Qur
results showed an association with a polymorphism regulating the NFI gene or other genes during brain

development.

@ 2011 Published by Elsevier Ireland Ltd.

Mental retardation (MR) is a neurodevelopmental disorder charac-
terized by an intelligence quotient (1Q) below 70 with impairments
in social skills, self-care, and work. Non syndromic-MR (NS-MR)
is estimated to affect 2% of the population in developed coun-
tries. To date, more than 90 X-linked genes have been implicated
in NS-MR and many more genes remain to be identified [5]. It
is likely that an important number of autosomal genes are also
involved in NS-MR [19]. Neurofibromatosis type 1 (NF1) is a neuro-
cutaneous disorder with a prevalence of approximately 1 in 3000
people [4]. It is caused by point mutations or deletions of NF1
(17g11.2), a tumor suppressor gene (Genebank accession num-
ber AY7963.05.1). Both nonverbal and verbal learning disabilities
are present in 30-65% of children with NF1 [20]. Deficits in 1Q,
attention, executive function, and motor skills have been well
documented in NF1 patients [6]. 5-10% of patients, neurofibro-
matosis type 1 results from microdeletions that encompass the
entire NFI gene (containing three small genes: OMG, EVI2A and
EVIZB genes) and a variable number of flanking genes [16]. MR

* Corresponding author at; Laboratoire de Biochimie et Biologie moléculaire,
CHRU de Tours, 2 boulevard Tonnellg, 37032 Tours, France. Tel: +33 2 34 37 89
10; fax: +33 234 37 8613,
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0304-3940/5 - see front matter @ 2011 Published by Elsevier Ireland Led.
doi:10.1016/j.neulet.2011.01.019

is particularly present in NF1 microdeleted patients. These obser-
vations suggest that abnormalities in the expression or function
of NF1 or other genes in the deleted region may be implicated in
NS-MR [8]. We have previously shown that a particular allele of a
tetranucleotide repeats polymorphism (GXAlu) in an Alu sequence
in intron 27b of the NF1 gene was associated with autism, a neu-
rodevelopmental disorder characterized by MR in 70% of cases
[11]. In the present study, we analyzed the distribution of this
polymorphism in a French population with NS-MR using a new
non-denaturing HPLC (high pressure liquid chromatography) pro-
tocol. Human transcription factors binding sites (TFBS) derived
from repetitive DNA sequences including Alu sequences could have
regulatory effects on the human genome and especially on species-
specific regulatory phenotype [18]. Tetranucleotide repeats have
beendemonstrated to act asa transcriptional regulatory elementon
the tyrosine hydroxylase gene for example [12]. Thus, we studied a
possible effect of the different alleles of the GXAlu polymorphism
on the expression of a reporter gene in an in vitro system.
Subjects. Patients with NS-MR and aged from 2 to 16 years old
at the time of evaluation (ratio male:female, 7:2) were recruited
in the genetics unit of the university Hospital of Tours (France)
and were diagnosed as NS-MR (DSMIV) by an experimented clin-
ician (C. Moraine). Brunet-Lezine psychomotor development test,
behavior rating scale and DSM-IV were used to evaluate develop-
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Table 1
List of primers used for cloning, DHPLC and real-time RT-PCR experiments.

Primers (5'-37) Sequences (5-3) Tm (*C} PCR product sizes (bp)
Cloning; sequencing
GXAlu-F CAAGAAMAGCTAATATCGGC 52 302408
GXAlu-R GGAACCTTAAGTTCACTTAG 52
DHPLC
alu-F GATCGCACCACTGCATTCTA G0 138-154
alu-RI GTTCACTTAGAAACAAGCAA 60
alu-F1 AGCCAAGATCGCACCACTGCATTCTA G0
alu-R CCTTAAGTTCACTTAGAMACAAGCAA G0
Real-time RT-PCR
catF TOCGGCCTTTATTCACATTC G0 168
catR TCGTCGTGGTATTCACTCCA 60
gal F AGCTGGCGTAATAGCGAAGA G0 150
gal R GACAGTATCGGCCTCAGGAA G0

mental quotient and autistic behaviors [1,2]. Patients with autism
were excluded. All patients showed moderate to severe NS-MR and
were submitted to a careful clinical examination searching for signs
occurring in known specific syndromic mental retardation. Patients
were French Caucasian individuals and had no familial history of
MR and were thus considered sporadic. All patients tested negative
for fragile X mutation (FRAXA). All patients, or their parents, gave
their informed consent. The control group consisted of anonymous
and unrelated French Caucasian individuals without MR. DNA was
extracted from peripheral blood sample using a standard protocol
Cloning and sequencing. GXAlu marker was amplified by poly-
merase chain reaction (PCR) using the primers GXAlu-F and
GXAlu-R (Table 1). PCR products (392-408 bp, depending of the
GXAlu alleles) were sub-cloned in a pCR2.1-TOPO vector (Invit-
rogen, Carlsbad, CA, USA) before DNA sequencing on a 3130XL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster city, CA. USA) to iden-
tify the allelic forms and their orientations (sense or antisense ). The
pCR2.1-TOPO vectors were double digested (Kpnl, Xhol) and the
resulting GXalu inserts were cloned in a pCAT3-promoter® vector
(Promega, Madison, W1, USA) into a Kpnl/Xhol site before sequenc-

in

%enorypr’ng by non-denaturing HPLC. PCR was performed in
25 L reaction volume containing 10 pmol of alu-F/alu-R primers
(Table 1), 1.5 UTag DMA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
125 M dNTPs, 1,5mM MgCly, 1x buffer, and 25 ng of DNA from
patients or 50 ng'of plasmids (alu1 to alu5). Amplification included
an initial 94 °C denaturation step followed by 35 cycles at 94°C for
155,60°Cfor15s,and 72 =C for 15 s. Two external standards (128 bp

A ATOAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAGTTAATGTAACTGT
AN \' rll
| I\ Vi
VULRAAY
Bs E1 54321 E2
4 |'ﬁ'\ — Ladder
—— Patient (214
z? N . = Banck
;,,_ s N AV N\
9 10 min

Fig. 1. Analyze of GXAlu alleles by non denaturing HPLC. (A) Electrophoregram
of the alu4 sequence (7 AAAT repeats) with a putative hinding site (GTTAA) for
the transcription factor HNF1A. The tetranucleotide repeats of AAAT in the GXAlu
sequence start at position 197979 of the NF1 gene (Genebank accession number
AY79E3.05.1). (B) HPLC chromatogram of the ladder and a patient sample (GXAlu
genotype: alu/alud). Peaks elution times of GXAlu alleles were normalized using
the two external standard peaks E1 (132 bp) and EZ (160bp).

and 156 bp) were generated by amplification of alu1 (10 repeats)
insert {plasmid) with primers alu-F1/alu-R, and alu5 (6 repeats)
insert (plasmid) with primers alu-Ffalu-R1 (Table 1). An internal
sizing standard (ladder; alu5 138 bp to alul 150bp) was obtained
by mixing 10 L of both external standards and 10 pL of all alu
inserts (plasmids containing alul to 5) separately amplified with
primers alu-F/alu-R. Samples to be analyzed by non-denaturing
HPLC consisted in 20 L of PCR products mixed with 10 jLL of both
external standards. Seven L of ladder or patient samples were
injected in the WAVE DHPLC System, DNAsep cartridge and UV
measure at 260 nm, (from Transgenomic Inc., Ohama, NE, USA)
using a constant oven temperature of 50°C, which is recommended
for double strand DNA analysis in WAVEMAKER software (Transge-
nomic Inc., Ohama, NE, USA). The mobile phase consisted in Wave
Optimised buffer A containing 0.1 M triethylammonium acetate
(TEAA) (Transgenomic Inc., Ohama, NE, USA). PCR products were
eluted at a flow rate of 0.9 mL/min using a gradient (40-72%; Uni-
versal linear program, WAVE System) of buffer B (0.1 M TEAA, 25%
acetonitrile). Data were analyzed using the Navigator 1.5.3 software
(Transgenomic Inc., Ohama, NE, USA). The adjustment of all chro-
matograms on the peaks of the external standards enabled easy
software evaluation of Alu genotyping. Patients with various geno-
types of GXAlu characterized by direct sequencing were used as
external controls for non-denaturing HPLC analysis. The y? testwas
used to analyze data between the control and MR groups

Cell culture and transfection. Cos7 cells (fibroblasts) were cul-
tured in DMEM medium supplement with 10% foetal calf serum.
Transfection of Cos7 cells was performed by electroporation using
a rat neural stem cells Nucleofector kit® (Lonza, Basel, Swiss)
according to the manufacturer protocol. Cells were suspended in
Mucleofector solution (106 cells/mL) and co-transfected by one of
the pCAT3 promoter vectors (1 pg: GXAlu allele in sense or anti-
sense orientation) and a control pSV-B-galactosidase vector (1 jug;
Promega, Madison, W1, USA). pCAT3-promoter without insert was
used as control. Transfected cells were seeded at 104 cellsfwell in
6-well plates and incubated for 72 h before RNA extraction.

Real-time RT-PCR. Total RNA was extracted from cell cultures
using Trizol. After a DNase | treatment, a reverse transcription was
performed on 500 ng of total RNA using Superscript 1I® (all from
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Real-time PCR amplification was
performed on a LightCycler480 (Roche, Basel, Swiss) using 96-well
plates. Each sample was analyzed in duplicate in a 25 pL reaction
mixture: 25ng of cDNA template, 12.5 pL Platinum® SYBR® Green
gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 400nM of
primers cat-F/cat-R (reporter gene chloramphenicol acetyl trans-
ferase: CAT) or gal-F/gal-R (beta-galactosidase gene, Table 1). The
2-AAC method was used for analysis.

DHPLC is mainly used for rapid DNA mutation analysis. We
developed a rapid and simple protocol for microsatellite geno-
typing by non-denaturing HPLC. We first generated two external
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Table 2
Genotype and allele frequencies of GXAIu in MR and control groups. The 2 for the genotypes was calculated for one allele carrier versus the other.
Controls MR patients Fa p
Numbers Frequencies (%) Numbers Frequencies (%)
Alleles (size, bp)
Alul (154) 17 955 17 1250 1256 0.005
Alu (150) 110 G1.80 79 58.00
Alu3 (146) 49 2753 28 2059
Alud(142) 2z 112 12 B.82
Genotypes
Alul carriers 16 11.68 17 1478 0529 0.467
Alu2 carriers 76 5547 59 51.30 0.437 0.509
Alu3 carriers 43 3139 27 2347 1.049 0.163
Alud carriers 2 146 12 1043 7.06 0.005

standards to overcome inappropriate sizing of alleles caused by
slight time shifting between HPLC runs (Fig. 1A, B). The sizes of these
external standards (PCR products of 128 and 156 bp) were —6bp
compared to alu5 allele and +6 bp compared to alu1 allele. The num-
ber of tetranucleotide repeats in PCR products from patients were
determined by running a ladder consisting in a mixture of all alu
alleles (alul to alu5) and external standards in parallel (Fig. 1B).

We used our non-denaturing HPLC protocol to genotype the
GXAlu tetranucleotide repeats polymorphism in an MR and con-
trol population. We did not observe the alu5 allele (6 AAAT repeats)
that we previously described in four autistic patients [11] in either
of these two populations. Moreover we did not find the rare
alu0 allele (11 AAAT repeats) previously observed in two con-
trol individuals and in one MR patient [8]. Distribution of GXAlu
alleles followed the Hardy-Weinberg law in the control and NS-
MR groups. We compared the GXAlu alleles distribution between
controls and NS-MR (Table 2), and observed a significant differ-
ence [12-12.56'. df=3; p=0.005). Furthermore, we showed an
association between carriers of alud allele (7 AAAT repeats) (all
individuals were heterozygous) and MR (x* - 7.96; p- 0.005, with
a corrected significance of 0.05/4-0.013). The odds ratio (OR) was
7.86(95%C.1.: 2.13-28.9). Mean developmental quotient of patients
carrying GXAlu allele 4 was 43 +21.

We assayed the ability of the GXAlu alleles to affect gene expres-
sion in vitro. GXAlu repeats were inserted, in sense and antisense
orientations, upstream of an 5V40 promoter of a CAT reporter
gene in pCAT3 promoter vector. Theses constructs were transiently
transfected into Cos-7 cells. The relative expression of CAT gene
measured by real-time RT-PCR 72 h after transfection was higher
for alu4 and alu5 alleles both in sense and antisense orientations,
although it only reached significance for alu5 in the sense orien-
tation (Fig. 2A). The alud reached significance in both orientations
(Fig. 2A, B).

In this study, we described a genotyping protocol for microsatel-
lites by non-denaturating HPLC. PCR amplification of short
polymorphic repeats often generates artifacts called shadow bands
on electrophoresis gel. These artifacts are the consequence of Tag
DNA polymerase slippage during DNA amplification [15]. These
shadow molecules in our PCR products were not visible on HPLC
chromatograms, and thus did not interfere in the determination of
the GXAlu alleles. Altogether, the present protocol of microsatel-
lite genotyping by non-denaturing HPLC is rapid, efficient, and
cost-effective when compared to the frequently used direct DNA
sequencing or DNA sizing using fluorescent primers.

We observed an association between N5-MR and the alu4 car-
riers. We have previously shown that the distribution of this allele
was not different in a French population of control and autistic
patients [11]. In the present study on NS-MR, we did not observe
the alu5 allele that we had previously found in few autistic patients
[11]. MR is frequently associated to autism and several genes are
mutated in MR with or without autism [14]. Autistic patients car-

rying alu5 allele in our previous study displayed development
quotients <35, All these data suggest that alu4 allele is a risk factor
in MR, and alu5 allele a risk factor in autism associated with MR.
The presence of the alu4 allele in a subgroup of MR patients
could result from a linkage disequilibrium between this allele and
amutation in the region of GXAlu, a microsatellite located in intron
27b of the NF1 gene. The locus associated with MR could either
be the NF1 gene itself or one of the three genes, OMG, EVI24 and
EVIZE located within intron 27b and transcribed from the oppo-
site strand [7,22]. Another possibility is that the GXAlu locus might
itself modulate the expression of a particular gene in this region.
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Fig.2. Effectof GXAlualleles on CAT gene expression. The relative expression of CAT
gene in Cos-7 cells was measured by real time RT-PCR 72 h after a co-transfection
by pCAT3 promater vector (containing one of the GXalu alleles in sense (A) or anti-
sense (B) orientations) and the pSV-B-galactosidase vector (at least six different
experiments for all constructs). The expression of beta galatosidase gene was used
for standardization, Values were analyzed using a Kruskal-Wallis test followed by
a Dunn's multiple comparison test (*p< 0.05).
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Indeed several studies have demonstrated that Alu sequences or
tetranucleotide repeats are capable of regulating gene expression
[12,13,17]). We searched for transcription factor binding sites in the
repeat region of GXAlu using the Match prediction software [9]. A
putative binding site for the transcription factor HNF1A (home-
odomain containing hepatocyte nuclear factor 1 alpha) starts 3
nucleotides 3' of the last AAAT repeat (Fig. 1A). This transcription
factor is expressed in a large number of tissues including the ner-
vous system (BioGPSportal). Our in vitre analysis in a non-human
primate cell line (Cos-7) supports an effect of alu4 and alu5 alleles
on gene expression, and these two alleles may be able to modify the
level of expression of adjacent genes. Thus this is the first demon-
stration that a tetranucleotide repeat in an Alu sequence could
regulate gene expression. Further experiments in human neural
cell lines will be necessary to confirm our observation and to pre-
cise which gene could be regulated by the Alu sequence. The OMG
gene is the most interesting gene because three mutations have
been found in its coding sequence in Italian patients with NS-MR,
and it is the closest gene to GXAlu (3 kb from GXAlu) [21]. OMG is
a developmentally regulated gene in the brain which encodes the
oligodendrocyte myelin glycoprotein (OMgp) [23]. OMgp is linked
to the external membrane of neurons and oligodendrocytes and
acts as an inhibitor of neural stem cell proliferation and on the
inhibition of neurite outgrowth [10,24]. EVI2A and EVIZB are the
human homologs of mouse genes, Evi-24 and Evi-2B, implicated
in retrovirus-induced murine myeloid tumors. They may act as
oncogenes [3].

MR is believed to result from sewveral causes including environ-
mental and genetic factors. Non syndromic sporadic cases of MR
still represent a challenge for clinicians and researchers. The genetic
models commonly proposed in these situations are neomutations
(punctual or CNVs), classical mendelian models with low pene-
trance, or more complex models involving imprinting for example.
We explored the hypothesis of a genetic risk factor in a polygenic
model and found an association with a potential regulatory poly-
morphism. While promising, this possibility needs to be replicated
on other MR populations.
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1. Approche gene candidat : NLGN4X et autisme

Article publié dans Biological Psychiatry 2009, 66(10): 906-10. (2009)

Autism and nonsyndromic mental retardation associated with a de novo mutation in the

NLGN4X gene promoter causing an increased expression level.

Daoud H, Bonnet-Brilhault F, Vedrine S, Demattei MV, Vourc’h P, Bayou N, Andres CR,

Barthelemy C, Laumonnier F, Briault S.

Le géne NLGN4X localisé en Xp22, a été impliqué dans 1’autisme par plusieurs

auteurs.

Terminaison axonique
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Figure 25: Localisation des NLGN3 et NLGN4 au niveau d’une synapse glutamatergique. Les
neuroliguines (NLGN), neurexines (NRXN) et NrCAM sont des molécules d’adhésion cellulaire
impliquées dans la formation des synapses et les interactions cellule/cellule. GRIK2 et NMDA sont
des sous-unités du récepteur au glutamate (adapté de Antonio M. Persico et Thomas Bourgeron,
2006).
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Ainsi chez deux fréres, ’un atteint d’autisme et I’autre du syndrome d’ Asperger, une
insertion entrainant 1’apparition prématurée d’un codon stop dans le géne NLGN4X a été
identifiée (Jamain et al., 2003). Des résultats similaires ont également été observés par notre
équipe dans une famille multiplexe, ou plusieurs garcons autistes avec ou sans retard mental
associé présentaient la méme mutation dans ce géne (Laumonnier et al., 2004). Les
neuroliguines sont des molécules d’adhésion cellulaire localisées au niveau de la membrane
post-synaptique des neurones (Figure 25). Ces molécules si elles ne sont pas indispensables a
la formation des synapses sont cependant cruciales pour le fonctionnement des réseaux
neuronaux. Depuis ces premiéres études, d’autres mutations ont été identifiées mais ces

altérations sont toujours différentes d’une famille a 1’autre et restent rares.

Notre équipe s’est intéressée a 1’étude de 1’effet fonctionnel des mutations dans les
régions régulatrices du gene NLGN4X. Pour cela I’analyse par séquencage des séquences
régulatrices et des séquences codantes du gene NLGN4X a été réalisée chez 96 patients
autistes.

Une mutation de novo (-335G>A) a été identifiée dans la région promotrice chez un
patient autiste présentant un retard mental profond.

Ma contribution a ce travail a été d’étudier I’effet fonctionnel de cette mutation, en
analysant le taux de transcrit NLGN4X par RT-PCR quantitative. Le niveau d’expression du
géne a été mesuré par RT-PCR quantitative a partir d’ARNs extraits de lignées
lymphoblastoides. Les niveaux d’expression du patient, des contrdles et des parents du
patient, ont été comparés. Nous avons ainsi pu mettre en évidence une augmentation du taux
de transcrit NLGN4X chez le patient (x 2,5) par rapport aux contréles ainsi qu’a son pére. Ces
résultats ont été confirmés par des tests d’expression et de retard sur gel réalisés au
laboratoire. Sous le contréle du promoteur du géne NLGN4X muté 1’expression est augmentée

de deux fois par rapport a I’effet du promoteur non mut¢.

Ces résultats impliquent une nouvelle fois le gene NLGN4X dans I’autisme et la
déficience mentale. Cependant pour la premiére fois un effet fonctionnel est rapporté en
liaison avec la mutation du géne. Les résultats de cette étude suggérent qu’il pourrait y avoir
une surexpression de la protéine NLGN4 au niveau des structures synaptiques. Ces résultats
vont dans le sens de plusieurs études relatant qu’une surexpression de NLGN4 pourrait étre

responsable d’autisme et/ou de déficience mentale et d’altération des fonctions cérébrales.
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Autism and Nonsyndromic Mental Retardation
Associated with a De Novo Mutation in the NLGN4X
Gene Promoter Causing an Increased Expression Level

Hussein Daoud, Frédérique Bonnet-Brilhault, Sylviane Védrine, Marie-Véronique Demattéi,
Patrick Vourc'h, Nadia Bayou, Christian R. Andres, Catherine Barthélémy, Frédéric Laumonnier,
and Sylvain Briault

Background: Pathogenic mutations in the X-linked Neuroligin 4 gene (NLGN4X) in autism spectrum disorders (ASDs) and/or mental
retardation (MR) are rare. However, nothing is known regarding a possible altered expression level of NLGN4X that would be caused by
mutations in regulatory sequences. We investigated this issue by analyzing these regions in patients with ASDs and no mutation in the
NLGN4X coding sequence.

Methods: We studied 96 patients who met all DSM-IV criteria for autism. The entire coding sequence and the regulatory sequences of the
NLGN4X gene were analyzed by polymerase chain reaction and direct sequencing.

Results: We identified a de novo 1 base pair (—335G=A) substitution located in the promoter region in a patient with autism and
nonsyndromic profound MR. Interestingly, this variation is associated with an increased level of the NLGN4X transcript in the patient
compared with male control subjects as well as his father. Further in vitro luciferase reporter and electrophoretic mobility shift assays
confirmed, respectively, that this mutation increases gene expression and is probably caused by altered binding of transcription factors in
the mutated promoter sequence.

Conclusions: This result brings further insight about the phenotypic spectrum of NLGN4X mutations and suggests that the analysis of the

expression level of NLGN4X might detect new cases.

Key Words: Autism, mental retardation, NLGN4X, overexpression,
regulatory sequences

utism (MIM 2089850) is a complex neurodevelopmental
A disorder characterized by impaired reciprocal social in-

teraction and communication and markedly restricted
repertoire of activities and interests (1). Twin and family studies
suggested the existence of a strong genetic background for this
condition (1). The high frequency of affected male subjects in
autism would suggest the involvement of X-linked genes (2).
This hypothesis has been reinforced by several observations in
which truncating mutations in the Newroligin 4X gene (NLGN4X)
(MIM 300427} were associated with autism spectrum disorders
(ASDs) and/or mild mental retardation (MR) (3,4). These findings
indicate that some autism cases might result from mutations with
a Mendelian transmission and that similar truncating NLGNEX
mutations result in a wide variety of phenotypes. Subsequent
mutational analyses in more than 400 patients showed that
mutations in the coding sequence of the NLGN4X gene seem o
be rare in the autistic population (5-9).
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Recently, the phenotypes spectrum associated with NLGN£X
mutations has been enlarged with the description of a family with
autism, severe MR, and Tourette syndrome caused by an inter-
stitial gene deletion probably leading to a truncated protein (10).

To further investigate the potential contribution of NLGN4X
gene mutations in ASDs, we have screened by direct sequencing
the entire coding sequence as well as promoter and 3" untrans-
lated (3" UTR) regions in 96 individuals diagnosed with ASDs.

Methods and Materials

Subjects

Autistic patients (80 male subjects and 16 female subjects)
were recruited through the Child Psychiatry Center at the University
Hospital of Tours (France) by a multidisciplinary team. All patients
were Caucasians. Written informed consent was obtained from
parents. Exclusion criteria included: severe sensory problems (e.g.,
visual impairment or hearing loss); significant motor impairments
(e.g., failure to sit by 12 months or walk by 24 months); and
identified metabolic, genetic, or progressive neurological disorders.
Genetic disorders have been excluded by clinics and cytogenetics.
Patients with FRAXA mutation were excluded.

Mutation Analysis of NLGN4X Gene

Genomic DNA was extracted from lymphoblastoid cell lines
(LCLs) with the Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) as per manufacturer’s instructions. The entire coding
sequence as well as 1 kilobase pair of the promoter and 3
untranslated regions of the NLGN4X gene were analyzed (primer
sequences and amplification conditions are available upon re-
quest). Polymerase chain reactions (PCRs) were performed with
the GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega, Madison, Wiscon-
sin). The PCR products were verified by agarose gel electro-
phoresis. Amplifications abnormalities were confirmed in a sec-
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ond independent PCR. Purified products were run on an
automated sequencer (XL3130 BioAnalyzer; Applied Biosystems,
Foster City, California).

Real-Time Reverse Transcription PCR

Total RNA was extracted from LCLs with Trizol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, California). The RNA concentrations were
determined by ultraviolet spectrophotometry, and integrity was
verified by agarose gel electrophoresis. One microgram of
DINAse-treated RNA from each sample was used to generate
complementary DNA (cDNA) with the Superscript 11 Reverse
transcriptase (Invitrogen) according to manufacturer’s instruc-
tions. Primers were designed to amplify a 214-base pair (bp)
fragment of the NLGN4X cDNA with a forward primer in exon 4
and a reverse primer in exon 5. The Glyceraldebyde-3-Phosphate
Debydrogenase (GAPDH) cDNA real-time amplification was used
for normalization, and the relative expression levels were calcu-

lated with the 8-& Ct method (11).

Luciferase Assays

To assess the consequence of the 1-bp substitution on gene
expression, 715 bp from wild-type and mutated promoter region
were subcloned into the HindI1l/Nhel sites of the pGLA.10(uc2)
promoter-less vector (Promegal, which contains the firefly lucif-
erase gene (F-luc). Human embryonic kidney (HEK) 293T cells
plated in 96-well format (2.10° cells/well) were transiently trans-
fected with Exgen300 (Furomedex, Souffelweyersheim, France)
with 80 ng of pGL4A.100/uc2) and 40 ng of pGLA.74(hRIuc/ TK)
Renilla vector (containing the Renilla luciferase [R-lucl) to serve
as an internal control for transfection efficiency. Luciferase assays
using the Dual-glo luciferase assay system (Promega) were
performed 24 hours after transfection. Sixty microliters of Dual-
Glo Luciferase reagent were added to the 60 pL of culture
medium and incubated for 30 min. The F-luc luminescence was
measured. Before measuring of R-lue, 60 pL of the Stop-and-Glo
reagent were added to each well to quench the F-luc reaction.
The R-luc luminescence was measured after an incubation of 30
min. Results were expressed as F-luc/R-luc means = SEM.

Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

All reactions included double-stranded, **P-labeled, oligonu-
cleotide probes corresponding to wild-type or mutated NLGN4X
promoter nucleotides —357 to —30. Electrophoretic mobility shift
assay (EMSA) was performed on human adult brain nuclear
proteins (Biochain, Hayward, California). Nuclear protein extract
(8 pg) was incubated at room temperature with or without 1003
molar excess unlabeled competitor probe and bovine serum
albumin for 30 min before addition of **P-labeled probe, then
incubated an additional 20 min at room temperature before
loading on a 6% nondenaturing acrylamide gel. Afier migration,
the gel was exposed for 10 hours and revealed with the Storm gel
imaging system (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckingham-
shire, United Kingdom).

Results

We did not detect any mutation or polymorphism in the
NLGN4X coding sequence of all patients. However, we identified
a 1-bp substitution G=A located in the promoter region se-
quence 335 bp upstream from the transcription initiation site in a
boy with autism and profound MR (Figure 1). The sequence
variation has been confirmed in a second independent PCR with
genomic DNA extracted from peripheral blood. This variation
ocourred de novo, and a paternity test using different indepen-
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Momal (father, mother)

Patiant
(-335G>A)
*

GGCTCTGGGGCCGE GGCTCT NGGEGCCG

Mt MWl

Sp1 binding site
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Figure 1. Sequencing analysis of the NLGN4X gene promoter region in the
patient. Representation of the normal and variant nuclectide sequences
between the bases —341 and — 329 upstream from the transcription start
site of the NLGN4X gene (NM_020742). Modifications involving transcription
factors binding sites on the promoter region with Matinspector and Match
prediction software are indicated (horizontal bars). The —335G=A substitu-
tion is predicted to suppress an SP1 binding site (ggGGCCGtgt) and to
create a Zing finger protein with Interaction Domain (ZID) binding site
(cGGCTCtagggee). *ldentification of a de novo 1-base pair substitution
(—335G=A) in the patient; this variation was not found in his parents or 450
control X chromosomes.

dent and informative markers excluded false paternity (data not
shown). Lastly, this variation was absent in 450 normal X
chromosomes as well as in the expressed sequence tags or single
nucleotide polymorphisms databases.

This patient has no particular familial history of pervasive
developmental disorders or psychiatric history. He had a history
of a preterm birth at 36 weeks of amenorrhea with birth weight
at 2350 g, height at 47.5 cm, and head circumference at 32 cm
(—2 5I2). There was an accelerated increase in head circumfer-
ence with 44 cm at 7 months (+1 SD), 46.5 cm at 1 year (+1 SD),
and 50 cm at 23 months (+2 SD). He had normal developmental
milestones in his first 2 years with sitting at 6 months and walking
at 10 months. Language development and efficient communica-
tion and socialization were observed. The first words appeared at
16 months with progression to 2 years. At 2 years old, parents
worried about poor eye contact and language stagnation. At 2.5
years old, language regression, absence of communication,
restrictive interests, sensory particularities, and behavior disor-
ders happened. Stereotypic movements appeared at 8 years old.
Clinical evaluation was conducted at 12 years old. His figures
were 40 kg, 152 cm, and 54 cm for head circumference (+.5 SD).
He met DSM-IV criteria for autistic disorder. His Autism Diagnos-
tic Interview scores (based on “ever” scores) were 27 in the social
domain (cutoff = 10), 14 in the communication (non verbal)
domain (cutoff = 7), and 7 in the repetitive/restrictive behav-
iors domain (cutoff = 3). Developmental abnormalities were
identified before 36 months. Developmental ages (Vineland
Adaptive Behavior Scale) were 12 months for communication, 24
months for daily living skills, 10 months for socialization, and 24
months for motricity. Childhood autism rating score was 40
(cutoff = 37.5 for severe autism). His intellectual quotient was
11, leading to an associated diagnosis of profound MR. Physical
examination revealed normal growth parameters with no dis-
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cernible dysmorphic features, but he was often walking on
tiptoe. Flectroencephalogram at 6 years old showed abnormali-
ties during sleep with posterior spikes and generalized spike
waves complexes without clinical seizures. Valproic acid did not
improve clinical features. Computed cerebral tomography and
morphometric magnetic resonance imaging showed no abnor-
malities. Standard karyotype was 46 XY, and FRAXA mutation
was excluded.

To test whether this mutation could alter the NMLGN4X tran-
script level, we performed a real time reverse transcription
(RT)-PCR on total RNA extracted from LCLs of the patient, his
father, and control subjects (six female subjects and five male
subjects). We identified an approximately 2.5-fold increase in the
NLGN4X transcript level in the patient compared with his father
and with male control subjects (Figure 2A).
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Figure 2. (A) Expression level of NLGN4X gene in patient and control subject
lymphoblastoid cell lines (LCLs). Specific reverse-transcription polymerase
chain reactions (RT-PCRs) were carried out on total RNA from LCLs. The PCR
reactions were performed with 1 pg of complementary DNA {cDNA) from
patient, his father, five male control subjects, and six female control subjects.
Quantitative PCR assays were performed with gPCR Supermix UDG 2X for SYBR
Green | detection (Invitrogen, Carlsbad, California) on an iCycler (BioRad, Her-
cules, California) in accordance with the manufacturer’s guidelines. Primers
were designed to amplify a 214-base pair (bp) fragment of the NLGN4X cONA
with a forward primer in exon 4 (5'-CGGETGGATTGAGGAGAATGT-3") and a
reverse primer in exon 5 (5"-TGTCTGCCAATATCCGAGTG-3"). Specific amplifica-
tion of NLGN4X transcript was verified by sequencing (data not shown). Real-
time AT-PCR showed an increased NLGN4X transcript level in a boy with autism
and nonsyndromic profound mental retardation, compared with male control
subjects and with his father. (B] Luciferase assay histograms. We subcloned two
reporter constructs containing 715 bp of the human NLGN4X promoter, differ-
ing only at the sequence variation. After transient transfections into human
embryonic kidney (HEK) 293T cells, the luciferase assays were performed with
the dual-Glo luciferase assay system, and the results gave a significant increase
(twofold) of the reporter gene expression under the control of the mutated
NLGN4X promaoter. F-luc, firefly luciferase gene; B-luc, Renilla luciferase. *p < 05,
Mann-Whitney test for the comparison wild-type (WT)/mutated, two indepen-
dent transfections with four replicates each.
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Figure 3. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) analysis on nuclear
proteins extracted from human adult normal brain tissue. An EMSA has
been performed with either wild-type (lanes 1-3) or mutant (lanes 4-6)
probe with or without 100 competitor. A difference in the DNA-protein
complex migration patterns (arrows), particularly a stronger band intensity
in lane 2, is observed with the wild-type probe (upper arrow) compared with
the mutated probe in lane 5. We also noticed a shift with the mutated probe
in lane 5 (lower arrow) compared with the wild-type probe in lane 2.

To check the impact of the vanation on NLGN4X expression,
we performed in vitro transcription assays and found a significant
increase (twofold) of the luciferase gene expression under the
control of the mutated NLGN4X promoter (< .05) (Figure 213).
These functional analyses suggest that the mutation leads to an
increased messenger RNA expression.

We next wondered whether the overexpression caused by the
nucleotide substitution was due to an alteration in transcription
factors (TF) binding sites located in this region. We searched for
potential modifications involving TF binding sites on the pro-
moter region with MatInspector (12) and Match (13) prediction
software. The comparative analysis of the normal and variant
sequences indicated that the substitution would be associated
with the loss of an Spl and the formation of a Zing finger protein
with Interaction Domain (Z113) binding sites, respectively (Figure
1). Interestingly, ZID protein is highly expressed in brain struc-
tures (14).

In parallel, we performed EMSA with human adult brain
nuclear proteins extracts. Figure 3 indicates a different migration
profile when mutated probe was used, suggesting that DNA/TF
complexes are altered in presence of the mutation.

We noticed a less intense band (lane 5, upper arrow) for the
heaviest complex when using the mutated probe, suggesting a
weaker DNA/protein interaction. We also showed a shift in the
lower band of the mutated probe (lane 5, lower arrow) com-
pared with the wild-type one.

In conclusion, our concordant results from quantitative RT-
PCR, luciferase, and EMSA assays experiments indicate that the
nucleotide variation might be the cause of NLGN4X gene over-
expression.
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Discussion

We report here the first description of a de novo substitution
in the promoter region of the NLGN4X gene in a patient with
autism and nonsyndromic profound MR. This variation is asso-
ciated with an increased level of the NLGN4X transcript in the
LCLs of the patient compared with that of male control subjects
as well as that of his father. However, we acknowledge that the
presence of only one causative variation in our population of 96
autistic patients—the use of the nonneuronal cell line HEK 293T
for the luciferase assay—and the lack of functional evidences on
brain structures from the patient carrying the mutation constitute
limitations of this study.

Although the NLGN4X expression level seems to be variable
among male control subjects, suggesting a complex regulation of
NLGN4X expression, the patient still has a significant increased
expression (approximately 2.5-fold) compared with his father
and with the mean expression of NLGN4X in male control
subjects. Moreover, although this increased level in the patient
seems to be close to the level detected in female control subjects,
we should keep in mind the presence of NLGN4Y (the Y
homologue of the NLGN4X), which is normally expressed in
male subjects. This suggests that, in the patient carrying the
promoter mutation, there is an excess of expression of NLGN4
protein even compared with female subjects.

This result led us to hypothesize that the NLGN4X protein
could be overexpressed in synaptic structures. Because no
NLGN4X antibody was available to assess the protein level in the
LCLs of the patient, we could not verify our proposition.

Yet, several arguments from previous publications suggest
that NLGN4X overexpression might lead to autism/MR and have
an impact on brain function. Firstly, the recent report of a
genomic duplication that involves more than 100 genes, includ-
ing the NLGN4X gene, in a patient with severe MR and general
hypotonia  highlights that increased gene dosage involving
NLGN4X can be associated with severe to profound MR as well as
autism (15). The comparison of the phenotypes associated with
the truncating (loss-of-function) mutations with the phenotypes
caused by increased gene dosage (gain-of-function) would indi-
cate that the severity of MR is correlated with the excess of
NLGN4X gene expression. Secondly, overexpression of several
members of the neuroligins family in primary neuronal cultures
can cause a significant increase in the numbers of dendritic
spines and synapses as well as synaptic responses (16-18).
These results suggest that neuroligins might regulate the stabili-
zation and maturation of synapses rather than their initial forma-
tion. They also control the formation and functional balance of
excitatory/inhibitory synapses in hippocampal neurons, suggest-
ing that an abnormal ratio between these synapses might lead o
cognitive and communication alterations (19,20

Moreover, an interesting parallel exists with the SHANK3 gene
where autistic patients carrying inherited 22q13 deletions involv-
ing this gene have siblings with partial 22q13 trisomy affected by
Asperger syndrome with early language development (21)
and/or attention-deficit/hyperactivity disorder (22). Aliogether,
these results suggest that all synaptic proteins involved in the
neuroligin pathway are sensitive to gene dosage and that over-
expression of such genes could be as detrimental as a decreased
EXPression.

In summary, our results indicate that overexpressed NLGN4X
transcript is associated with autism and nonsyndromic profound
MR. Although loss of synaptic function of the NLGN4X protein
has been associated with autism and MR, we propose here that
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an overexpression of NLGN4X leading probably to a potential
gain of function is also responsible for autism and MR in some
cases and could alter the excitatory/inhibitory balance in neu-
rons. Moreover, our results bring a new insight regarding the
phenotypic spectrum of NLGN4X mutations and suggest that the
systematic analysis of regulatory sequences and transcription
level of this gene might reveal more individuals with mutations.
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I11. Exploration de la région chromosomique 22q13

dans 1’autisme

A. Introduction

La région 22q13 est une des régions chromosomiques ou des CNV ont été identifiés de
maniére récurrente. Le syndrome microdélétionnel 2213 a également été associé a 1’autisme.
La microdélétion 22913 correspondant au syndrome de Phelan-McDermid (OMIM #
6060232) est caractérisée par une délétion subtélomérique de 160kb a 9Mb. Un retard de
langage ainsi qu’un retard mental modéré sont les caractéristiques cliniques que I’on
rencontre fréquemment pour ce phénotype (Phelan et al., 2005). Un comportement de type
autistique, notamment avec une faible perception de la douleur ainsi qu'un mouvement de
mastication ou de mordillement permanent, est observé chez 50% des patients. Plusieurs
génes sont localisés dans cette région et notamment le géne SHANK3 pour lequel des
mutations ont été identifiées chez des patients autistes (Moessner et al., 2007, Durand et al.,
2007).

Nous avons utilisé la techniqgue de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) pour explorer la région 22913 chez des patients autistes. Le kit que nous avons

utilisé était constitué de 35 sondes couvrant une région de 19Mb et réparties dans 23 génes
(Figure 26).
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Figure 26 : Schéma de la région 22q13. Genes de la région 22q13 étudiés dans I’autisme par MLPA
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Parmi les 23 génes étudiés dans la région 22q13, certains ont déja été associés a des

troubles neurologiques (Tableau 16).

Tableau 16 : Liste des genes de la région 22g13 étudiés par MLPA.

Génes Fonction Remarques Taille du géne Références
EIF4ENIF1 [Facteur d'initiation de la traduction 57kb
LARGE Glycosyltransférase, intervient dans la glycosylation des protéines Mutalltlpns du gen.e’ ||e‘es a une forme de d\’/sFrophle 757kb Longman et al., 2003
congénitale associée a un retard mental sévere
Protéine similaire a la stargazine murine pour laquelle . .
CACNG2 Sous unité y d'un canal calcique voltage dépendant des mutations ont été associées aux troubles 140kb I:;Jaelt aé.o,ggos, Silberberg
bipolaires. Association avec la schizophrénie !
CARD10 Caspase active la voie NF-kappa-B 29kb Wang et al., 2001
CDC42EP1 _[Rho GTPase 9kb
GGA1 Protéine de I'appareil de Golgi 25kb
MAP3K7IP1 |Protéine régulatrice de MAP kinase kinase kinase MAP3K7/TAK1 Intéragit avec la voie de signalisation du TGF beta 37kb
Action sur la prolifération et la différenciation cellulaire.
EP300 Protéine régulatrice de la transcription Anomalies du géne EP300 responsable du syndrome 88kb Bartsch et al., 2010,
Rubinstein-Taybi. Role dans les cancers épthéliaux
R pl Polypeptide qui induit I'activité GTPase de la protéine Ran 57kb
DIA1 Cytochrome b5 réductase 31kb
ARHGAP8 _[Protéine de la famille Rho-GAP 110kb
GTSE1 Protéine intervenant en association avec p53 sur le cycle cellulaire 37kb
ALG12 Glycosyltransférase 15kb
Mutations associées a une leucoencéphalopathie,
MLC1 Possible canal cationique neuronal maladie autosomale récessive avec troubles 26kb Shukla et al., 2008
neurologiques
PLXNB2 Plgxine de classe B, récepteur transmembranaire qui participe a la 33kb
guidance axonale
SBF1 Probable pseudophosphatase 28kb
Stimule in vitro la croissance des cellules endothéliales.
ECGF1 Facteur angiogénique Mutations associées a une encéphalomyopathie 4kb Taanman et al., 2009
gastrointestinale mitochondriale
CPT1B Carnitine/choline acétyltransférase 14kb
MAPKS8IP2 |Régulateur de signal de transduction de la voie c-Jun 11kb
ARSA cérébroside sulfatase Mgtatlons responsablgs d’e.le.uchystrophle . 3kb Lugowska et al., 2009
métachromatique : démyélinisation progressive
Szatmari et al. 2007;
Organisation structurelle et fonctionnelle des synapses et des Sebat et al. 2007; Durand
SHANK3 . CNV del, mutations, association avec l'autisme 59kb et al. 2007; Marshall et
dendrites
al. 2008; Sykes et al.
2009
ACR Sérine protéase, acrosine, protéine de l'acrosome des kb
spermatozoides
RABL2B Protéine de la famille des Ras GTPases 16kb

B.

Resultats des analyses par MLPA

Nous avons analysé la région 22913 chez 131 patients autistes (dont 86 étaient issus de

la banque d’ADN de notre équipe et 45 étaient issus de la banque de la Fondation Autisme)

ainsi que dans un échantillon ADN témoin (mélange de 15 ADN « hommes » issus de notre

banque d’ADN témoins). Les résultats sont reportés sur la Figure 27.
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Figure 27 : Graphique montrant les données normalisées de MLPA. La zone de normalité est encadrée
par les lignes rouges, les seuils inférieur et supérieur (0,7 et 1,3) (SALSA P188, MRC-Holland).

Les patients dont les données normalisées présentaient un écart type supérieur a 0,2
ont été retirés de 1’é¢tude car ils reflétent une hétérogénéité entre les sondes probablement due
a un probléme de qualité de I’ADN. Plusieurs patients ont des valeurs en dehors de la zone de
normalité, seules les variations sur au moins deux sondes consécutives ont été considérées
comme pertinentes. Un patient (ligne verte foncée en dessous du seuil minimal sur la figure
27) presente une delétion pour les sondes ALG12-EX10 & RABL2B-EX9-2 (Figure 28).
Aucune des autres variations visibles sur la Figure 27 ne s’est révélée significative chez les

autres patients autistes.
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Figure 28 : Histogramme représentant les données de MLPA du patient ayant une délétion dans la

région 22q13. Les lignes rouges délimitent 1’intervalle de normalité.

C. Analyse par QPCR

La QPCR a été utilisée comme seconde technique pour la validation des résultats

pertinents obtenus par la technique de MLPA. Sur I’ensemble de la région 22913 nous avons
étudié 5 genes : EIF4ENIF1, EP300, MLC1, SBF1 et SHANK3. Parmi ces 5 genes, seuls 2
génes n’ont pas montré de délétion par les analyses MLPA (EIF4ENIF1 et EP300). Les

amorces de QPCR sont localisées dans les mémes exons que ceux étudiés par MLPA, excepté
pour les génes EP300 et SHANK3 (Tableau 17).

Tableau 17 : Liste des amorces utilisées pour les expériences de QPCR

Tailles des localisation des localisation des

Amorces (5'-3") Séquences (5'-3) Tm°C  amplicons amorces sondes MLPA
(bp) QPCR

EIF4ENIF1 F ATCTTCCAGGTGCAGAGCAT 60 103 Exon 2 Exon 2
EIF4ENIF1 R CAGGAGGCTTCTTCAGGTCA 60
EP300CNVf CAAGCGGCCTAAACTCTCAT 60 120 Exon1 Exon 29
EP300CNVr ATAAAGGCGCACCGAGTAGA 60
MLC1F CCCCTTGGCAGATCAACTT 60 122 Exon 6 Exon 6 et 13
MLC1R TGCACCCACCTTCTTTTTCT 60
SBF1F GTGGAGGATGCCACAGAGAG 60 119 Exon4 Exon4 et 16
SBF1R GACACCAGTACCAGCGTCTTC 60
SHANK3 F CAGGGATGTCCGCAACTAC 60 234 Exon 8 Exon2, 9, 16 et 20
SHANK3 R ACGAAGGGAACATCAACACC 60

Nous avons déterminé les conditions optimales de QPCR pour les couples d’amorces
correspondant aux genes EIFAENIF1, EP300 et SBF1 (Figure 29). Les efficacités de QPCR
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ainsi que les courbes de fusion correspondant aux génes MLC1 et SHANK3 sont présentées
dans le chapitre « Etude de polymorphismes de nombre de copie par PCR quantitative en

temps réel dans 1’autisme » et en Annexe 3.
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Figure 29 : Parametres de QPCR pour les génes étudiés dans la région 22¢q13. Détermination des
efficacités de QPCR avec 5 dilutions d’ADN témoin de 0,01ng a 100ng. En encart les courbes de
fusion des produits d’amplification de chaque géne. Le tableau reprend les valeurs d’efficacité
calculées.

Le patient pour lequel nous avions observé une délétion pour une partie des sondes
MLPA dans la région 22ql13 a été analysé par QPCR parallelement a 20 autres patients

autistes, aux parents de ce patient et a nos ADN témoins (cité précédemment dans ce

paragraphe).
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Figure 30: Analyse de la région 22913 par QPCR chez des patients autistes. Les données
correspondant aux produits d’amplification des génes EIFAENIF1, EP300, MLC1, SBF1 et SHANK3
ont été normalisées par rapport aux génes de référence HEM3 et ALB. Les lignes rouges délimitent la
zone de normalité. La courbe verte correspond au patient pour lequel les analyses par MLPA avaient
révélé une délétion dans cette région chromosomique.

Les données de la Figure 30 confirment les résultats que nous avions précédemment
observés par MLPA. Un des patients autistes étudiés présente une délétion dans la région
22913 incluant les genes ALG12 a RABL2B. Cette délétion n’a en revanche pas été observée
chez les parents de ce patient.

En conclusion nous avons pu identifier un patient présentant une délétion dans la
région 22q13 par MLPA et QPCR. La taille de la zone de délétion est d’environ 1Mb, mais
les techniques employées ne permettent pas de le déterminer avec précision. Le patient pour
lequel cette délétion a été identifiée appartenait a la banque d’ADN provenant de la banque de
la Fondation Autisme, laquelle est utilisée pour d’autres études et parallelement a notre
découverte, une autre équipe a mis en évidence une délétion en utilisant la méthode CGH-

array (Guilmatre et al., 2009).
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V. Etude des variations de nombre de copies par PCR
quantitative en temps réel chez une population

d’autistes.

A. Introduction

Nous avons sélectionné une trentaine de geénes candidats pour notre étude (30 génes
autosomiques et 6 génes du chromosome X). Ces génes ont été choisis pour trois raisons, soit
parce que des CNV Yy avaient déja été observés chez des patients autistes, soit parce que ces
génes étaient localisés dans une région chromosomique associée a I’autisme ou encore parce

gue ces genes étaient eux-mémes directement associés a 1’autisme ou au retard mental (Figure

31).
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Figure 31 : Cartographie des genes étudiés par QPCR.
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Tableau 18 : Liste des génes étudiés en QPCR et leur fonction

Genes Locus |Fonction/role Variation gé nomique Références
DISCL | 1qaz |CrOBSance des neurites et CNV del, association Kilpinen et al . 2008; Williars et al ., 2009
développement cortical
GABRD | 1p36 2‘2‘;:”“9 defta durécepteur |\ 1ag Jacquemont et al. 2006
NRXN 2p16 !\/Iole_cule d adh_e5|on cellulaire, CNV del, mutations, association, Szatmari et al . 2007: Marshall et al . 2008; Kimet al . 2008
jonction synaptique liaison
ITGA6 2931  [Adhésion cellulaire association région 2924-933 Ramozet al . 2008
Transporteur mithochondriale s .
SLC25A12| 2q24 Ca2+p association région 2¢24-933 Ramoz et al . 2008, Silverman et al. 2008
OXTR 3p25 [Récepteur a l'ocytocine association Wu et al . 2005
Protéine neuron ié .
TAGLN3 3013 Ot€ine neuronale associée au CNV dup région 3g13 Marshall et al . 2008
cytosquelette
Neuroliguine, interaction cellulair
NLGN1 | 3026-027 ,eu 0.gu €. E{ac on ceflulalre, CNV dup Glessner et al . 2009
régulation synaptique
AHI1 6023 (I:Dei\\/lzllce)fpement du cortex et du association, CNV dup Alvarez Retuerto et al . 2008; Marshall et al . 2008
PARK?2 6026 |Ubiquitine ligase liaison, association, CNV dup Szatmari et al . 2007; Glessner et al . 2009
HOXA1 7pl5 [Facteur de transcription association Ingramet al . 2000; Gallagher et al . 2004
FOXP2 7931  [Répresseur de transcription CNV del, association Gong et al . 2004; Vernes et al . 2008; Marshall et al . 2008
Récepteur, proto-
MET 7931  [oncogene,prolofération cellulaire, |CNV del, association Campbell et al. 2006; Marshall et al . 2008; Sousa et al. 2009
morphogénése
CNTNAP2| 7q35-q36 [Molécule d'adhésion cellulaire CNV del, association Rossi et al . 2008; Arking et al . 2008; Alarcon et al. 2008
SMARCA2| 9p24 [Facteur de transcription liaison région 9p24 Szatmari et al. 2007
KCNMA1 | 10922 |Canal potassique BKCa mutations, CNV del Laumonnier et al . 2006; Balciuniene et al. 2007
PTEN 10923  |Supresseur de tumeur mutations, association Buxbaumet al . 2007
HRAS 11p15 |Oncogeéne a activité GTPase association Hérault et al. 1993
7-dehydrocholesterol reductase, L -
DHCR7 11913 . v . . ase association Sikora et al . 2006
métabolisme du cholestérol
CACNAILC| 12p13 [Canal calcique association Splawski et al. 2004
MDGA2 14921 |Interactions cellulaires association Bucan et al . 2009
Lo .. Nurmi et al . 2001; Jacquemont et al . 2006; Szatmari et al . 2007;
UBE3A 15911 |Ubiquitine ligase CNV dup, liaison Christian et al . 2008: Glessner et al . 2000
Libération de neurotransmeteurs Sebat et al . 2007; Kumar et al. 2008; Weiss et al . 2008; Marshall et
DOC2A 16p11 Ca2+ dépendant CNV del/dup al . 2008; Christian et al. 2008
MAP kinase, régulation du cycle Sebat et al . 2007; Kumar et al. 2008; Weiss et al . 2008; Marshall et
MAPK3 16p11 cellulaire CNV del/dup al . 2008; Christian et al. 2008
DLG4 17p13 |Plasticité synaptique CNV ClineH. 2005
Interactions protéine/protéin -
RNF135 | 17quy |Meractions protéine/protéine et | . Abrahams B.S. et al . 2008
protéine/ADN
Récepteur périphéri X L
BZRAP1 (17g22-g23 ecep .eulp.e PRErque au association Bucan et al . 2009
benzodiazépines
Enzyme de conjugaison de
UBE2C |20q11-q13| - Yme ¢e conug CNV dup Marshall et al. 2008
I'ubiquitine
MLC1 22913 Transporteur ou canal cationique CNV del Szatmari et al . 2007; Sebat et al. 2007; Marshall et al . 2008
neuronal
Organisation structurelle et S etal 2007 Seb | 2007 detal. 2007 hal
SHANK3 [ 2213 |fonctionnelle des synapses et des |CNV del, mutations, association zatmari et_a - 2007; Sebat et a). 2007; Durand et al. 2007; Marsha
) et al. 2008; Sykes et al . 2009
dendrites
PTCHD1 | Xp22 |Récepteur a activité hedgehog CNV del Marshall et al. 2008
NLGN4X | xppp |Nevroliguine, interaction celluaire, | . ione cny gel Jamain et al . 2003; Marshall et al. 2008; Zhang et al . 2009
régulation synaptique
NLGN3 Xq13 Neurolpume, mte_ractlon cellukire, mutations, association Jamain et al . 2003; Ylisaukko-oja et al. 2005
régulation synaptique
GRIA3 Xq25 |Récepteur 3 au glutamate liaison Liu et al . 2001
Enzyme de conjugaison de - -
UBE2A | Xq25-g26 | —"Y™e g liaison Liu et al . 2001
l'ubiquitine
Appartient au complexe de
UPF3B | Xq25-g26 |dégradation des ARNm aberrants |liaison, mutations Liu et al . 2001; Tarpey et al . 2007
(& codon stop prématuré)

Les genes étudiés ont été choisis par rapport aux loci d’intérét dans I’autisme et référencés par
Abrahams et Geschwind (2008). Nous avons également ajouté les genes MDGA2 et BZRAP1
suite a la publication de Bucan (2009). Les génes KCNMAL et HRAS associés a 1’autisme par
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notre équipe (Laumonnier et al., 2006, Hérault et al., 1995), ainsi que les genes UBE3A,
UBEZ2C, et PARK2 de la voie de I’ubiquitine ont aussi été étudiés (Tableau 18).

B.  L’optimisation de la méthode

1. Le choix du kit de QPCR

Un grand nombre de mélanges réactionnels (kit) a base de Sybrgreen existe
actuellement sur le marché. Avant de démarrer notre étude nous avons testé 3 kits : un kit
classique contenant du Sybrgreen (LightCycler®480 DNA Sybr Green 1 Master, Roche), et
deux kits composés d’intercalants nouvelle genération (LightCycler®480 High Resolution
Melting Master ou Resolight, Roche et le SsoFast™EvaGreen®Supermix, BioRad) ayant la
propriété de s’intercaler entre chaque paire de base de ’ADN double brin. Ces agents
intercalants liés a I’ADN sont capables d’émettre une fluorescence a 520nm apres excitation a
490nm.

Une premiere étape dans le choix du kit a consisté a analyser les courbes
d’amplification et les courbes de fusion obtenues pour 2 genes qui ont été utilisés par la suite
comme référence dans nos expériences (Figure 32), les genes HEM3 (dont le nom officiel est
HMBS) et ALB. Ces genes ont été sélectionnés comme génes de références pour normaliser
nos données de QPCR. Les genes HEM3 (code I’hydroxyméthylbilane synthase) et ALB (code
I’albumine) sont localisés respectivement en 11923.3 et 4913.3. Ces génes ont été choisis en
tant que génes de références pour deux raisons : aucun CNV englobant ces geénes n’a été
décrit a ce jour dans I’autisme, d’apres la base de données DGV et ces genes ont été
préalablement utilisés comme références dans d’autres études rapportées dans la littérature
(Weksberg et al., 2005, Rouleau et al., 2009).
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Figure 32 : Analyses QPCR des génes HEM3 et ALB. Courbes de fusion des 2 genes de référence
selon le kit utilisé, en encart les courbes d’amplification.

Les courbes de fusion mettent en évidence un produit d’amplification unique pour
chaque couple d’amorces de chaque géne quelque soit le kit utilisé, avec toutefois des pics de
fusion plus étroits en présence du kit Resolight®, de méme, en présence de ce Kit, la
fluorescence émise est plus importante ce qui est important lorsque I’on veut déterminer de

faible variation entre deux échantillons.
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La deuxiéme étape d’évaluation a consisté a étudier le nombre de copies de deux
génes GRIA3 et NLGN4X situés sur le chromosome X aprés normalisation, par rapport & nos

deux genes de référence.
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Figure 33 : Quantité relative d’ADN (ACp = Cp géne d’intérét-Cp moyen des 2 genes de référence)
évaluée par QPCR pour les génes GRIA3 et NLGN4X. Les données évaluées chez 4 échantillons
témoins ont été normalisées par rapport a deux génes de référence (HEM3 et ALB). L’échantillon
« Témoins homme » correspond & un mélange de 15 ADN témoins masculin, L’échantillon « Témoins
femme » correspond a un mélange de 15 ADN témoins féminin, 1’échantillon témoins homme
commerce est un ADN masculin fourni par la société Promega, |’échantillon témoins femme
commerce est un ADN féminin fourni par la société Promega.

Les variations du nombre de copies des génes GRIA3 et NLGN4X, nous permettaient,
en absence de témoins positifs, de discriminer des nombres de copies de 1 a 2 en comparant
des échantillons d’ADN d’hommes et de femmes (1 copie de ces deux génes chez I’homme et
2 copies chez la femme) (Figure 33). Les trois kits permettent de distinguer 1 a 2 copies d’un
amplicon, cependant la variabilité entre échantillons du laboratoire et commerciaux est moins
importante avec le kit EvaGreen®

En conclusion les kits Resolight® et EvaGreen® nous ont paru les plus approprié a
notre étude en terme de spécificité, d’émission de fluorescence, de discrimination du nombre
de copie d’amplicons. Le kit EvaGreen® a eu notre préférence du point de vue d’une moins
grande variabilité entre échantillons ainsi que d’une meilleure discrimination entre un « état »
une copie (homme) et un « état » 2 copies (femme) des génes du chromosome X. De plus ce
kit présentait une plus grande facilité d’utilisation (contrairement au Resolight®, le

fluorophore est inclus directement dans le mélange commercialisé).
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2. Validation méthodologique de la QPCR pour la recherche de

polymorphismes de nombre de copies.

a) Recherche de CNV dans 6 genes localisés sur le chromosome X.

Les polymorphismes de nombre de copies ont été explorés dans les génes GRIA3,
NLGN3, NLGN4X, UPF3B PTCHDL1 et UBE2A. La fonction de ces genes est référencée dans
le Tableau 18.

P22.33 NLGN4X

P22.2|

P22.12 PTCHD1
P21.3|
P21.1]
P11.3|

P11.22

q13.4}
NLGN3
q21.1)

q21.3
q21.33

q22.1}

q23]

UBE2A
UPF3B
GRIA3

q26.2)

q26.3)
q27.3

Figure 34 : Localisation des genes étudiés par QPCR sur le chromosome X.

La taille et la séquence des produits d’amplification sont vérifiées par une
électrophorése en gel d’agarose 1,5% TBE 1X ainsi que par sequencgage en électrophorése
capillaire. Puis la qualité des amplicons spécifiques a chaque couple d’amorces ainsi que les
efficacités des PCR ont eté évaluées respectivement a partir des courbes de fusion et des
courbes de dilution de matrice d’ADN (droites de mesure d’efficacité) (Figure 35).
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Figure 35 : Analyse des parametres de QPCR. Détermination des efficacités de QPCR pour les genes
de référence (A) et les génes cible localisés sur le chromosome X (B) avec 5 dilutions de I’ADN

« Témoins femme » de 0,01ng a 100ng. En encart les courbes de fusion des produits d’amplification
de chaque gene.

Les courbes de fusion de chaque produit d’amplification montrent un seul pic de
fusion synonyme d’une pureté des produits de PCR (absence d’amplification contaminante et
de diméres d’amorces). Les efficacités de PCR se situent entre 1,837 et 2,066 soit entre 92 et
103% ce qui est satisfaisant, la tolérance étant entre 80 et 110%. Nous avons choisi de
travailler avec 10ng d’ADN car cette quantit¢ d’ADN nous permettait d’étre situé¢ dans la
zone de plus grande lin€arité des droites standards de mesure d’efficacité de QPCR pour la
majorité des genes, c¢’est d’ailleurs la quantité rapportée par la plupart des publications.

Parmi les ADN de patients autistes étudiés 79 échantillons d’origine masculine et 27
échantillons d’origine féminine ont pu €tre analysés.

Les valeurs de quantification genique rapportées pour les 6 génes etudiés ont été
normalisées par rapport au « Témoin homme » (aussi bien chez les filles que chez les
garcons). On observe une certaine variabilité des valeurs normalisées pour chaque géne

(Figure 36). Plusieurs échantillons présentent des valeurs en dehors de la zone de normalité
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définie par la moyenne de I’ensemble des échantillons + 2 écarts types (une zone de tolérance
est ainsi définie pour le groupe fille et une autre pour le groupe gargon), cependant apres

vérification ces échantillons se sont avérés normaux.
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Figure 36 : Analyse de CNV par QPCR pour les génes GRIA3, NLGN4X, NLGN3, PTCHD1, UPF3B
et UBE2A chez 106 patients autistes (filles et garcons). Le nombre de copies des fragments d’ADN
étudiés a été comparé entre le groupe de filles et le groupe de garcons par un test de Wilcoxon
(p<0,0001 pour les 6 génes).
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Tableau 19 : Analyse statistique par le test de Wilcoxon des données normalisées de QPCR
des génes localisés sur le chromosome X.

Valeur minimale |Médiane| Valeur maximale | Moyenne|Ecart type| p

Filles 1,5000 1,9340 2,6173 2,0215 | 0,3043 0,0001
Gargons 0,5017 0,9617 1,3413 0,9663 | 0,1892

Filles 1,3190 1,9791 2,6175 1,9732 | 0,3233 0,0001
Gargons 0,6725 0,9480 1,3005 0,9638 | 0,1485

Filles 1,3620 1,8243 2,4876 1,8125 | 0,2703 0,0001
Gargons 0,6504 0,9955 1,2665 0,9971 | 0,1455

Filles 1,5103 2,1143 2,8270 2,1233 | 0,3319 0.0001
Gargons 0,6718 1,1418 1,5050 1,0944 | 0,2099 '

Filles 1,2755 1,7298 2,5640 1,7943 | 0,2988 0,0001
Gargons 0,7623 1,0145 1,3425 1,0399 | 0,1468

Filles 0,8544 1,3007 1,9313 1,3159 | 0,2221 0,0001
Gargons 0,6965 1,0440 1,3243 1,0348 | 0,1111

L’analyse des données par le test de Wilcoxon (

Tableau 19) met en évidence pour chacun des 6 génes étudiés que nous sommes en présence
de deux populations significativement distinctes (p<0,0001) de patients : une population
d’échantillons présentant des valeurs de nombre de copies proche de 2 correspondant & nos
patients autistes filles et une population d’échantillons présentant des valeurs proches de 1
correspondant a nos patients masculins. La valeur médiane de la population féminine pour le
géne UBE2A est faible par rapport a celle obtenue pour les autres génes, cependant 1’ensemble
des données de la population correspondant aux filles sont significativement différentes de

celles correspondant aux gargons.

b) Recherche de CNV dans le géne SOD.

Nous avions dans le laboratoire un patient non autiste mais atteint d’une sclérose
latérale amyotrophique (SLA) pour lequel un polymorphisme de nombre de copies était connu
dans le géne SOD1 (superoxyde dismutase 1, 21g22). Nous avons voulu vérifier si nos

conditions de QPCR permettaient de détecter la délétion SOD1 de ce patient.
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Figure 37 : Analyse de CNV dans le géne SOD1 par QPCR. Les données brutes ont été normalisées
par rapport aux deux genes de référence HEM3 et ALB, puis par rapport a 1’échantillon n°1 (« Témoins
Homme »). La barre d’histogramme en rouge représente le patient SLA présentant une délétion d’une
région du gene SOD1. Les lignes marron délimitent la zone de normalité (moyenne des échantillons
+/- 2 écarts types).

Une analyse QPCR du géne SOD1 a eté réalisée chez 32 patients autistes, chez le
patient n°10 ayant une délétion connue dans le gene SOD1 ainsi que chez 2 échantillons
témoins déja utilisés pour les expériences précédentes. Le graphique de la Figure 37 montre

une délétion dans le géne SOD1 chez le patient pour lequel elle était connue.

Les expeériences realisées sur les génes du chromosome X chez les hommes versus les
femmes ainsi que 1’étude sur le géne SOD1 chez un patient SLA, nous ont permis de mettre
en évidence des variations de 1 a 2 copies de segments d’ADN et donc de pouvoir valider
notre protocole de QPCR pour la recherche de CNV dans des genes répartis sur I’ensemble du

génome.
L’analyse des données de I’ensemble des échantillons ne nous a pas permis de mettre

en évidence de CNV dans notre population de patients autistes pour les 6 génes étudiés du
chromosome X (Figure 38).
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Figure 38 : Analyse des CNV par QPCR dans 6 génes du chromosome X chez 106 patients autistes
(27 filles et 79 gargons). Les lignes rouges représentent les valeurs théoriques de nombre de copies : 2
chez les filles et 1 chez les gargons. Les cercles rouges entourent les valeurs anormales.

Nous avons observé chez un patient fille et chez un patient garcon une valeur aberrante
respectivement pour les génes UPF3B et PTCHD1. Des expériences complémentaires de
QPCR n’ont pas confirmé ces premiers résultats.

C. Etude de CNV chez des patients autistes

Tableau 20 : Efficacités de QPCR des genes étudiés

o EFFICACITE | EFFICACITE | Taille du
GENES o
amorces 1 amorces 2 gene en kb

AHI1 1,94 2,04 214
ALB 2,00 17
BZRAP1 2,10 28
CACNAL1C 1,83 1,923 249
CNTNAP2 2,08 2,081 2300
DHCR7 1,94 14
DISC1 1,81 2,106 414
DLG4 2,04 30
DOC2A 2,10 6
FOXP2 1,88 2,172 276
GABRD 1,93 11
HEM3 2,07 9
HOXA1 2,08 3
HRAS 2,05 3
ITGA6 2,06 2,203 79
KCNMA1 2,00 760
MAPK3 1,99 9
MDGA2 1,94 2,164 835
MET 2,01 124
MLC1 2,04 27
NLGN1 1,94 2,189 888
NRXN1 2,01 1110
OXTR 2,05 19
PARK2 2,03 1380
PTEN 2,11 1,894 109
RFEN135 1,91 29
SCL25A12 1,92 110
SHANK3 1,97 59
SMARCA2 2,00 2,331 178
TAGLN3 1,98 15
UBE2C 2,01 4
UBE3A 2,00 1,935 102
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Les analyses par QPCR de 30 génes localisés sur les autosomes ont été réalisées sur un
panel de 106 individus autistes (hommes et femmes). Les « témoins homme » et « femme »
précédemment cités ont été analysés simultanément. Le « témoin » homme a été utilisé pour
la normalisation des donneées. Les genes pour lesquels la taille est supérieure a 50kb ont été
étudiés avec deux couples d’amorces.

Les efficacités de QPCR ont été déterminées pour chaque couple d’amorces (Tableau
20), elles se situent entre 80 et 110%. La pureté des produits d’amplification a été vérifiée par

analyse des courbes de fusion correspondant a chaque amplicon (Annexe 3).
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Figure 39 : Analyse des CNV par QPCR dans 30 genes autosomiques chez 106 patients autistes. La
valeur théorique correspondant a 2 copies de géne correspond a une quantification relative égale a 1
(ligne rouge). Les cercles rouges entourent des exemples de données qui sortent de la zone de
normalité (moyenne des échantillons +/- 2 écarts types).

L’ensemble des résultats visibles sur la Figure 39 permet de mettre en évidence des
variations du nombre de copies (a la fois des gains et des pertes de matériel génomique) dans
la plupart des genes étudiés et chez plusieurs patients. Ainsi 50 patients présentaient des CNV
dans 1, 2 voir plus de 5 génes. L’analyse précise de ces données a révelé un certain nombre de
faux positifs. 1l nous est apparu peu vraisemblable que certains échantillons présentent des
variations dans plusieurs genes. Nous avons décidé de conserver pour Vérification et ré-
analyse uniquement les échantillons qui ne présentaient qu’une seule et unique variation dans
I’ensemble des génes étudiés. Les Tableau 21 et Tableau 22 dressent le bilan des CNV que

nous avons identifiés dans notre population de patients autistes.
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Tableau 21 : Analyse de CNV et valeurs de QPCR. En bleue les ratios correspondant a une
perte de matéeriel genomique, en rouge les ratios correspondant a un gain.

Génes |Patients| Ratio Normalisé Int_el_'valle Ge tole:rance MOYENNE | ECART TYPE
minimum | maximum

154 0,298

GABRD 263.3 1,310 0,39 1,29 0,843 0,225
162 0,495

NRXN1 oA 1,692 0,58 1,61 1,091 0,258
5A 1,886

ITGA6 7A 1,914 0,53 1,68 1,106 0,289
8A 1,792

OXTR 216 1,465 0,25 1,39 0,820 0,286

TAGLN3 184 1,955 0,55 1,70 1,127 0,287

AHI1 215 0,579 0,65 1,52 1,085 0,220
180 1,574

HOXA1 > 1432 0,58 1,39 0,986 0,201

KCNMA1 168 1,900 0,34 1,81 1,078 0,367
204 1,977

PTEN 172 1,809 0,44 1,60 1,020 0,288
75 1,436

HRAS 120 0,393 0,43 1,40 0,915 0,242
231 1,735

CACNA1C 123 1,715 0,62 1,68 1,149 0,265
164 0,508

MDGA2 219 1,727 0,63 1,47 1,049 0,212

MAPK3 3A 1,570 0,41 1,54 0,975 0,283

DLG4 249 1,554 0,60 1,49 1,041 0,223

RNF135 119 1,956 0,26 1,57 0,916 0,329

BZRAP1 218 1,779 0,49 1,69 1,089 0,298
187 1,993

UBE2C 247 1,943 0,43 1,89 1,160 0,366

Les gains de matériels génomiques apparaissent majoritaires avec 22 duplications
contre 5 délétions. Ces variations génomiques sont réparties sur 17 genes parmi les 30 étudiés.
Elles concernent 9 sur 24 patients féminins et 18 sur 82 patients masculins. La proportion de
patients avec un autisme nu est équivalente a celle de patients avec autisme associé a un retard
mental (16 vs 11) (Tableau 22).

Les valeurs d’écart type sont parfois élevées, reflétant une variabilité entre les
échantillons. La plupart des moyennes sont proches de 1, ce qui correspond a deux copies de
fragment d’ADN, excepté pour les génes GABRD et OXTR ou elles sont proches de 0,8 et
pour les genes UBE2C, CACNALC, TAGLN3 et ITGA6 ou elles sont supérieures a 1,1
(Tableau 21). Les ratios de QPCR de chaque échantillon sont normalises par rapport au
« témoin homme ». Une moyenne inférieure a 1 reflete une majorité d’échantillons pour
lesquels les valeurs brutes de QPCR sont plutot inférieures a celle du témoin. A I’inverse une
moyenne supérieure a 1 refléte une majorité d’échantillons pour lesquels les valeurs brutes de
QPCR sont supérieures a celle du témoin. Les valeurs théoriques de ratios normalisés

voudraient que 1’on ait deux copies de géne avec un ratio de 1, une copie avec un ratio de 0,5
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(délétion) et 3 copies avec un ratio de 1,5 (duplication). Les valeurs expérimentales (qui
tiennent compte de la variabilité de nos échantillons) de nos intervalles de tolérance sont

situées au-dela de ces valeurs théoriques.

Tableau 22 : Bilan des analyses de CNV par QPCR dans notre banque de patients autistes (A=autisme,
RM-=retard mental, dup=duplication, del=délétion)

Patients diagnostique Préléevement Sexe Génes Locus CNV
. M d
263.3 A’ ‘ sang GABRD 1p36 up
154 A/RM sévere sang F del

M
2A A sang NRXN1 2p16 dup
162 A/RM modéré lignée M del
5A A sang M dup
7A A sang M ITGA6 2g31 dup
8A A sang F dup
216 A lignée M OXTR 3p25 dup
184 A/RM modéré sang M TAGLN3 3q13 dup
215 A lignée M AHI1 6923 del
- M
180 A/RM m?d‘ere sang HOXA1 7p15 dup
27 A/RM sévere sang M dup
168 A/RM sévére sang F KCNMA1 10g22 dup
Aré M d
174 A/RM modére .san’g PTEN 10923 up
204 A lignée M dup
V7 F d
75 A/RM seve’re, sang HRAS 11p15 up
120 A/RM modére sang F del
V7 F d
123 A/RM severe .san’g CACNALC 12p13 up
231 A lignée M dup
igné M d
219 A lignee MDGA?2 14q21 up
164 A sang M del
3A A sang F MAPK3 16p11 dup
249 A lignée M DLG4 17p13 dup
119 A/RM sévére sang F RNF135 17g11 dup
218 A lignée M BZRAP1 17922-q23  dup
igné F du
187 A lignee UBE2C  20q11-q13 P
247 A lignée M dup

En conclusion, ce travail reste une premiére approche, il nécessite des expériences
complémentaires afin de valider les résultats observés notamment en réalisant de nouvelles

QPCR avec des couples d’amorces différents et en utilisant une autre technique d’exploration.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Au cours de ce travail nous avons cherché a mettre en évidence des régions de
susceptibilités et des génes candidats dans I’autisme et la déficience mentale. Un point crucial
pour ce travail était de réunir des groupes de patients pour lesquels nous avions a la fois des
données cliniques précises et pour lesquels nous avions un ADN de bonne qualité. Les
prélevements de nos banques de patients sont issus des services de génétique et de
pédopsychiatrie du CHRU de Tours ou le diagnostic est réalisé par des cliniciens spécialistes
de la déficience mentale et de I’autisme. Les prélévements de nos banques (témoins et
patients) ont été réalisés au cours des 15 derniéres années. Certains ADN n’étaient pas de
qualité suffisante pour realiser une étude de CNV, d’autres n’étaient plus en quantité
suffisante et nous n’avions pas la lignée cellulaire de tous les patients pour pouvoir ré-extraire
I’ADN. Enfin, pour certains patients les données cliniques n’étaient pas complétes. Ainsi nous
avons dd eliminer un certain nombre de prélévements. Il serait intéressant de poursuivre ces
études sur d’autres prélévements afin d’accroitre le nombre d’échantillons pour réaliser des

tests statistiques plus robustes.

La premiére partie de notre travail concerne une étude d’association entre un
polymorphisme d’une séquence Alu et la déficience mentale.

Nous avons exploré¢ un marqueur microsatellite GXALu situé dans ’intron 27b du
gene NF1 chez des individus déficients mentaux sans syndrome associé et chez des contréles
d’origine caucasienne. Nous avons ainsi pu démontrer une association entre 1’alléle 4 du
marqueur (chi2=10,34 ; p=0,015) et la déficience mentale non syndromique. Ce marqueur
polymorphe est constitué d’une série de répétitions AAAT a I’extrémité 3’ d’une séquence
Alu. Le génotype des patients et des témoins a été déterminé par dHPLC. L’amplification par
PCR de séquences de courtes répétitions polymorphes génére outre le produit d’amplification,
des produits surnuméraires liés au glissement de la taq polymérase lors de 1I’amplification
I’ADN (Olejniczak et Krzyzosiak, 2006). Ces artéfacts de PCR rendent le génotypage plus
compliqué lorsqu’il est réalisé a partir d’échantillons d’ADN issus d’électrophoréses en gel
d’agarose ou de polyacrylamide. L’exploration par la technique de dHPLC évite ce probléme
car ces molécules « fantdmes » ne sont pas visibles. Habituellement la technique de dHPLC
est employée pour la détection de mutation ou de SNP par la formation d’hétéroduplex (Xiao
et Oefner 2001). Nous avons développe notre protocole a partir des experimentations réalisées
par plusieurs auteurs pour la détection de microsatellites notamment pour ceux impliqués dans
le cancer (Kim et al, 2003, Kleibl et al, 2007). Les profils d’élution des produits de PCR
permettent d’attribuer un pic d’élution spécifique par allele. La dHPLC permet aisément de
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discriminer des fragments différents de seulement 3pb. Par ailleurs la technique de dHPLC
offre ’avantage d’étre rapide (10min par échantillon) et peu coliteuse par rapport a 1’étude par
séquencage direct ou par rapport a ’analyse de fragment a 1’aide d’amorces fluorescentes.
Antérieurement, notre équipe a étudié 1’association entre le marqueur GXAlu, les marqueurs
Ex5 et E39, (marqueurs RFLP) situés respectivement dans 1’exon 5 et I’intron 39 du gene
NF1 et I’autisme (Mbarek et al, 1999). Aucune association n’a été observée pour CesS
marqueurs. Cependant un nouvel alléle (allele 5) constitué de 6 répétitions AAAT a été
observé chez quatre patients autistes qui présentaient tous un retard mental associé. L’all¢le 4
(7 répétitions AAAT) a également été observé chez des témoins et chez des patients autistes
(au nombre de 4, thése de Olivier Mbarek, 1999), les autistes porteurs de I’alléle 4 avaient
tous un quotient de développement faible (1 patient avec un QD de 45 et les 3 autres avec un
QD de 19 a 25). Par ailleurs, le marqueur GXAlu est localisé dans 1’intron 27b du géne NF1;
la plupart des patients NF1 ayant une délétion du gene présentent un retard mental ; ces deux
observations font qu’il était intéressant d’étudier la variation de cette région chromosomique
dans une population d’individus déficients mentaux. Aucun individu porteur de I’all¢le 5 n’a
été identifié dans notre étude. Les alléles 2 et 3 sont les plus fréquents dans les deux
populations (témoins et déficients). Deux autres études de ce marqueur ont mis en évidence
une répartition similaire aux noétres des alleles 2 et 3 dans des populations controles d’origine
caucasienne, africaine et japonaise (Plank et al, 2001, Marui et al, 2004). L’association entre
I’alléle 4 et un groupe de patients déficients mentaux ne semble pas corrélée avec la sévérité
du retard mental, entre autre, les quotients de développements sont tres hétérogenes, ils
varient de 20 a 70. L’association de 1’allele 4 avec la déficience mentale pourrait provenir
d’un déséquilibre de liaison entre cet allele et une mutation localisée dans la région du
marqueur GXAIlu puisque ce marqueur est intronique non codant. Un biais de recrutement
peut difficilement étre incriminé car les patients porteurs de 1’allele 4 ne proviennent pas d’un
méme foyer géographique. Une autre possibilité serait que le locus GXAIlu lui-méme
interagisse sur la régulation de I’expression des genes situés dans la région, sur le géne NF1
mais aussi sur les génes situés dans I’intron 27b : OMGP, EVI2A et EVI2B. Les analyses in
Vitro que nous avons menées montrent une augmentation de 1’expression du géne rapporteur
CAT en présence des all¢les 4 et 5. L’effet est significativement présent quelque soit le sens
d’insertion pour ’all¢le 4. Concernant I’allele 5 ’orientation antisens du marqueur par rapport
au gene rapporteur augmente 1’expression de ce dernier mais de fagon non significative par
rapport aux contréles. Ces résultats vont dans le sens d’une augmentation de 1’expression d’un

gene en présence des alléles 4 et 5. Nos résultats sont en accord avec 1’étude de Meloni et al.
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(1998) qui a montré que des répétitions de tétranucléotides situées dans le géne de la tyrosine
hydroxylase augmentaient 1’expression du gene de la luciférase in vitro. Par ailleurs il a éte
démontré que les séquences Alu pouvaient réguler I’expression de génes (Mighell et al., 1997,
Piedrafita et al. (1996). L’analyse in silico via le serveur TRANSFAC, du locus incluant les
répétitions AAAT nous a permis d’identifier un site potentiel de fixation pour un facteur de
transcription HNF1A (TRANSFAC T00368) localisé 3 paires de bases apres la derniere
répétition AAAT. Les alleles GXAIlu pour lesquels nous avons observé une augmentation de
I’expression de géne in vitro sont les alléles les plus courts (6 et 7 répétitions AAAT). Il est
possible que la fixation d’un facteur de transcription dans la région soit perturbée en présence
d’un faible nombre de répétions AAAT ou qu’un facteur nouveau puisse se fixer dans ce cas.
Les séquences Alu elle mémes possédent également des sites de fixation de facteurs de
transcription (Polak P. et Domany E., 2006). On peut imaginer un encombrement stérique au
niveau de ce locus, le faible nombre de répétition AAAT responsable d’une séquence plus
courte induirait une perturbation dans la liaison des facteurs de transcription et par voie de
conséquence 1’expression des génes les plus proches pourrait étre modifiée. Le gene OMG
situé a 3kb du marqueur GXAlu pourrait voir son niveau d’expression perturbé en présence
des alléles 4 ou 5 du marqueur GXALu. Le géne OMG est un bon candidat de par sa
proximité avec le marqueur GXALu mais aussi de part son réle au cours du développement
du systéme nerveux central (Vourc’h P. et Andres C.R., 2004). Une des fonctions connues de
la protéine OMgp est de contribuer au processus de myélinisation du systéme nerveux central.
La protéine OMgp agit en tant qu’inhibiteur de la prolifération et inhibiteur de la croissance
axonale (Wang et al., 2002, Martin et al., 2009).

En conclusion, nous émettons I’hypothése d’un modele polygénique d’approche de la
déficience mentale non syndromique ou le facteur de risque représenté par 1’alléle 4 du
marqueur GXALu, associé¢ a des modifications d’expression de géne pourrait contribuer a la
pathologie, avec un odds ratio de 7,86 (95% ClI : 2,13 a 28,9).

La deuxiéme partie de ce travail a consisté a participer a 1’étude du géne NLGN4X
dans I’autisme.

Le sex ratio en faveur des gar¢ons dans 1’autisme a constitué un argument en faveur de
I’implication des genes situés sur le chromosome X dans cette pathologie. Deux études
indépendantes ont renforcé cette hypothese. Des mutations dans les génes NLGN3 et
NLGN4X ont été décrites chez des patients Asperger et autistes d’une part et chez des patients

déficients mentaux avec ou sans autisme d’autre part (Jamain et al., 2003, Laumonnier et al.,
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2004). Ces deux études ont montré que des mutations tronquantes du gene NLGN4X
pouvaient étre associées a un large spectre phénotypique incluant le syndrome d’Asperger,
I’autisme et la déficience mentale. Par la suite d’autres études ont montré que les mutations de
la séquence codante du gene NLGN4X étaient rares chez les patients autistes (Vincent et al.,
2004, Gauthier et al., 2005, Ylisaukko-oja et al., 2005, Blasi et al., 2006).

Dans cette étude notre équipe a montré pour la premiére fois qu’une mutation de novo
de la région promotrice était associée a un effet fonctionnel chez un patient autiste présentant
un retard mental séveére. Une augmentation d’expression (2,5 fois), par rapport aux contrdles,
du gene NLGN4X a été observée par QPCR a partir des ARN extraits de la lignée
lymphoblastoide d’un patient. Cette observation a été renforcée par les tests d’expression de
la luciférase placée sous le contrdle du promoteur sauvage ou muté et par les expériences de
retard sur gel en présence de sondes d’ADN portant la mutation du promoteur et de sondes
non mutées.

Les résultats de cette étude suggerent qu’une surexpression du géne NLGN4X peut étre
responsable de cas d’autisme. Une étude récente rapportant une duplication génomique de
plus de 100 génes dont le gene NLGN4X chez un patient atteint de retard mental, souligne
qu’une augmentation de dosage génique du géne NLGN4X peut jouer un réle important aussi
bien dans la déficience mentale que dans I’autisme (Froyen et al., 2007). Des variations de
I’expression du géne NLGN4X conduisant aussi bien & une perte qu’a un gain de fonction de
la protéine, peuvent entrainer un déséquilibre des synapses excitatrices/inhibitrices conduisant
ainsi a des anomalies cognitives et ou comportementales (Chih et al., 2005). Ainsi la
comparaison des phénotypes associant une perte ou un gain de fonction, correle la sévérité du
retard mental & une augmentation d’expression du gene. Il a par ailleurs été montré que le
gene SHANKS dont la protéine interagit avec les neuroliguines au niveau des synapses
glutamatergiques, était également sensible au dosage génique. Au sein d’une méme famille,
des gains ou des pertes de fonction du géne SHANK3 peuvent induire de I’autisme, un
syndrome d’Asperger ou un déficit de ’attention et de ’hyperactivité (Durand et al., 2007,
Moessner et al., 2007).

Ces résultats ont mis en évidence une nouvelle mutation du gene NLGN4X au niveau
des sequences régulatrices, dans I’autisme associé a la déficience mentale. Ceci élargit le

spectre et la fréquence des mutations de ce gene dans I’autisme.

La troisieme partie de notre travail a consisté a explorer la région chromosomique

22q13 dans l’autisme. La délétion 22q13 représente 1’'un des réarrangements les plus
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fréguemment associés a des déficits cognitifs. Les réarrangements chromosomiques
représentent environ 10% des cas d’autisme. La région 22q13 représente, avec les régions
15q, et 7q, des zones de CNV récurrents dans 1’autisme (Vorstman et al., 2006, Marshall et
al., 2008).

Plusieurs études ont rapporté que des haploinsuffisances du gene SHANKS3, localisé
dans la zone subterminale de la région 22q13, seraient responsables des déficits neurologiques
rencontrés dans le syndrome délétionnel 22913 (Wilson H.L., 2003, Bonaglia MC, 2001). Des
délétions de novo du géne SHANK3 ont été decrites dans des familles d’autistes (Durand et
al., 2007, Moessner et al., 2007). Pour cette étude, nous avons choisi la technique de MLPA
associée a la QPCR. La MLPA est une méthode alternative a la CGH-array permettant un pré-
criblage de CNV. C’est une méthode peu colteuse, rapide a mettre en ceuvre, qui permet
I’analyse simultanée de plusieurs patients au niveau de régions ciblées du génome, candidates
dans I’autisme. Les 35 sondes MLPA couvrant la région 22q13 nous ont permis d’explorer les
CNV de la région avec une résolution moyenne de 570kb & 50kb pour la partie g terminale.
L’association de la QPCR et de la MLPA permet de mettre en évidence des CNV de petite
taille par rapport a la technique de FISH. Nous avons ainsi recherché des CNV dans la région
22013 chez 131 patients autistes. Nous avons pu détecter une délétion de la région
subtélomérique 22q13, correspondant a une région couverte par les sondes MLPA ALG12-
EX10 a RABL2B-EX9-2, c'est-a-dire au moins 1,1 Mb chez un patient. Ces résultats ont été
confirmés par une QPCR réalisée sur les genes MLC1, SBF1 et SHANKS. Cette délétion est
de novo, nous ne 1’avons pas observée chez les parents de ce patient. Le patient pour lequel
nous avons identifié une délétion dans la région 2213 est issu de la banque d’ADN de la
Fondation Autisme. Cette cohorte de patients autistes est utilisée en recherche par plusieurs
équipes de la communauteé scientifique francaise. Conjointement a notre recherche, une étude
de CNV a été réalisée et publiée par I’équipe de D. Campion (Guilmatre et al., 2009) sur les
patients de cette cohorte. Les auteurs ont rapporté une délétion de novo dans la région 22913
pour le méme patient, confirmant ainsi ce que nous avions observé, ils n’ont pas observé par
CGH-array d’autres CNV chez ce patient, ceci suggere que ce CNV puisse étre causal dans la
pathologie. Afin de définir un réle potentiel des génes situés dans la région délétée, il serait
nécessaire de faire une recherche de mutation dans ces genes par sequencage. Une étude
d’expression permettrait également de mettre en évidence une eventuelle haploinsuffisance de
certains d’entre eux.

Aucun CNV dans la région 22q13 n’a été identifié sur les ADN de notre banque (86

patients). Le faible nombre de patients inclus dans cet étude pourrait en étre la cause et ne
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permettait peut étre pas d’identifier des CNV dans cette région contrairement a d’autres
études menées sur de plus grandes cohortes (Sebat et al., 2007, Moessner et al., 2007, Durand
et al., 2007, Christian et al., 2008, Marshall et al., 2008, Guilmatre et al., 2009).

Tableau 23 : Fréguence des CNV dans la région 22913

Références ASD CNV 22g13 de n.ovo CNV 22q13 hé.rité Fq %
Nombre Taille Nombre Taille

Marshall 2008 427 2 del 3Mb, dup 1,4Mb 2 del 80kb, dup 600kb 0,94

Christian 2008 | 397 (agre) 1 dup 570kb 0,25

Sebat 2007 | 264 (agre) 1 del 4,3Mb 0,38
Moessner 2007 400 2 del 277kb et 4,4Mb 0,5

Durand 2007 227 1 del 142kb 0,44
Sykes 2009 76 0 0 0

Guilmatre 2009 260 2 del 2,26Mb et ND 0,77

D’apres ces études, on peut estimer une fréquence moyenne de CNV dans cette région
a 0,47% (la fréquence la plus élevée est celle de 1’étude de Marshall avec 0,94%). Une étude
de CNV de la région 22q13 et du géne SHANKS réalisée chez 76 patients autistes italiens n’a
pas permis d’identifier de CNV ni de mutation du géne SHANKS3 (Sykes et al., 2009). Ceci
suggere que les variants identifiés dans cette région restent rares. Les CNV rapportés au
niveau du gene SHANK3 ont principalement été observés chez des autistes présentant un
retard mental sévére. Nous envisageons de poursuivre cette étude en augmentant le nombre de
patient et en identifiant des sous groupes de patients en fonction de leur QI. 1l serait également
intéressant d’étendre cette étude & notre cohorte de patients déficients mentaux ceci
permettrait de mieux comprendre le réle de SHANK3 dans la physiopathologie de 1’autisme et

de la déficience mentale.

La derniére partie de notre travail a consisté en 1’étude de polymorphismes de nombre
de copie par PCR quantitative en temps réel dans I’autisme.

A D’¢ére de la CGH-array, nous avons choisi d’explorer le génome de nos patients
autistes par QPCR. Plusieurs raisons ont dicté ce choix, tout d’abord I’absence sur site de
plateforme CGH-array, ensuite la spécificité et la sensibilité de la technique de QPCR, son
colt et sa rapidité de mise en ceuvre. La CGH-array permet de balayer I’ensemble du génome
pour la recherche de CNV, cependant les sondes ne sont pas systématiquement localisées dans
les régions géniques d’intérét. L’avantage de la QPCR est de pouvoir rechercher des CNV

directement au niveau des génes d’intérét mais aussi de pouvoir rechercher dans des régions
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de susceptibilité des CNV de petites tailles (<50kb) qui restent actuellement peu explorés par
la CGH-array. Il est difficile de comparer les deux techniques en termes de colt, on peut
cependant estimer que 1’analyse par CGH-array des variations de plus de deux millions de
marqueurs, chez un patient, revient a 500 euros. Le protocole de QPCR employé dans ce
travail nous permet d’estimer que 1’analyse de 30 génes chez 24 patients revient a 220 euros,
par ailleurs celle-ci peut étre réalisee en une journée. Une étude par CGH-array nécessite trois
jours d’expérimentation. Les colts de ces techniques sont modulés en fonction du nombre de
patients a analyser et different selon le fabricant de réactifs. La CGH-array est une technique
qui génére tres rapidement un grand nombre de données et qui nécessitent un traitement
informatique et statistique approprié. Enfin un des avantages de la QPCR est que la recherche
de genes candidats est directement ciblée dans des régions liées a la pathologie. L’exploration
du génome entier par CGH-array peut révéler des CNV dans plusieurs régions du génome et
le lien avec la pathologie n’est pas toujours aisé a établir.

Apres le choix de la technique d’exploration des CNV, nous avons été confrontés au
choix des genes contrdles, indispensables pour la normalisation des données de QPCR.
Plusieurs génes de référence ont été préconisés par la littérature le plus souvent dans le cadre
d’études d’expression par RT-QPCR, ainsi un guide des bonnes pratiques en matiere
d’expérimentation par QPCR (le MIQE) a été publié (Bustin et al., 2009). Certaines consignes
de ce guide peuvent étre utilisées dans la cadre d’une recherche de CNV par QPCR, mais
concernant le choix du ou des genes de référence, la plupart des genes contrles recommandés
par le MIQE sont localisés dans des régions connues de CNV d’apres la base de donnée des
variants genomiques (DGV). Il en est de méme pour les génes publiés dans la plupart des
études de recherche de CNV par QPCR, cependant la majorité de ces études ne sont pas
réalisées pour une recherche en aveugle de CNV mais pour la validation des données de
CGHe-array. Notre choix s’est porté sur le géne HEM3 localisé en 11g23 qui a été publié par
Weksberg (2005) lors d’une étude de CNV de la région 22q11 par QPCR. Le géne HEM3
code une hydroxyméthylbilane synthase qui intervient dans la production de 1’héme des
érythrocytes. Ce géne n’est pas dans une région génomique ou des CNV ont été référencés par
la DGV, il n’est pas non plus dans une région de susceptibilité¢ de I’autisme. Nous avons par
ailleurs suivi les recommandations du MIQE, qui préconise l’'utilisation de deux genes de
réference pour la validation des données de QPCR. Nous avons donc choisi un deuxieme
géne, ALB, localisé en 4q13 et publié par Rouleau (2009), car lui non plus n’est pas situé dans

une région chromosomique liée a I’autisme.
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Lors de notre approche de recherche de CNV par QPCR, nous avons €té confrontés a
un autre probléme qui était 1’absence de témoins positif pour les génes étudiés. C’est pour
cette raison que dans un premier temps, notre recherche a porté sur des génes localisés sur le
chromosome X. Notre méthode devait au moins nous permettre de discriminer les patients
masculins (ayant une copie de géne) des patients féminins (ayant deux copies de génes), afin
que lorsque 1’étude porterait sur des génes autosomiques, nous puissions faire la différence
entre 1, 2 et 3 copies de gene.

L’¢tude réalisée sur le chromosome X a porté sur 6 genes : NLGN4X, PTCHD1,
NLGN3, GRIA3, UPF3B et UBE2A. Nous avons choisi ces génes parce que certains des CNV
avaient déja été décrits dans I’autisme ou la déficience mentale (Laumonnier et al, 2004,
Marshall et al., 2008, Chiyonobu et al., 2007). Pour les autres, des mutations avaient été
décrites chez des patients autistes ou deficients mentaux (Nascimento et al., 2006, Tarpey et
al., 2007). Parmi ces 6 genes, 4 étaient déja étudiés au laboratoire (NLGN4X, PTCHD1,
UPF3B et UBE2A), notamment pour la recherche de mutation chez des patients autistes et
déficients mentaux ; ainsi les genes NLGN4X et UPF3B ont fait 1’objet de publications
(Laumonnier et al., 2004, 2010).

Certains patients présentaient des valeurs normalisées extrémes de QPCR souvent
difficiles a interpréter ; c’est le cas lorsque, par exemple, des filles ont un nombre de copie
proche de celui des valeurs maximales des garcons ou vice versa. La QPCR est une technique
trés sensible a la qualit¢é de ’ADN utilisé dans les analyses. La variabilit¢ des données
observées pourrait provenir d’une dégradation de certains ADN notamment parmi les plus
anciens, ceci malgré une sélection qualitative rigoureuse. De plus, nous avons travaillé sur de
faibles dilutions, elles ont été refaites régulicrement au cours de 1’étude, les ADN dilués
restent plus sensibles a la dégradation que des solutions plus concentrées. La fiabilité des
QPCR nécessite gque tous les ADN aient été extraits selon le méme protocole, ce qui a été le
cas des ADN de notre banque, cependant ils n’ont pas tous €té extraits simultanément, ceci
peut aussi induire un biais. Enfin nous avons travaillé avec des QPCR ayant une efficacité
comprise entre 80 et 110%. Nous avons pu observer de légéres variations d’efficacité de
QPCR d’un échantillon a I’autre, ce qui peut également expliquer la variabilité des résultats.
Afin de nous affranchir au mieux des faux positifs, nous avons décide de fixer un intervalle de
tolérance correspondant a la moyenne des valeurs de ’ensemble des échantillons + 2 écarts
types (adaptée de Kindich et al., 2005). Dans le cas des genes situés sur le chromosome X un

intervalle a été déterminé pour les deux populations, garcons et filles.
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Ainsi les données normalisées obtenues avec notre protocole expérimental nous ont
permis de distinguer sans ambiguité 2 populations de patients pour les genes NLGN4X,
PTCHD1, NLGN3, GRIA3 UPF3B et UBE2A. Notre approche méthodologique de recherche
de CNV par QPCR nous permet de pouvoir distinguer des variations de 1 a 2 copies d’un
fragment d’ADN. Aucun variant suspect de CNV n’a été détecté dans notre cohorte sur ces 6
geénes.

Nous avons ensuite étudié un premier géne autosomique chez une trentaine de patients
et ainsi pu mettre en évidence une délétion dans le gene SOD1 chez un patient du service de
neurologie du CHRU de Tours pour lequel cette délétion avait déja été identifiée par le
service de biochimie du CHRU de Tours pour le diagnostic de sclérose latérale
amyotrophique.

Notre travail nous permet donc de proposer une approche méthodologique par QPCR
pour la détection de CNV dans des régions ciblées du génome. Cette approche présente un
certain nombre d’avantages :

- Sa flexibilité, un criblage de plusieurs genes est possible dans des expériences

indépendantes.

- Sarapidité de mise en ceuvre, une expérience dure moins d’1 heure.

- Sasensibilité, des variations de 1, 2 ou 3 copies de fragments d’ADN peuvent étre

détectées.

- Son colt.

Cette méthode pourrait étre une bonne alternative a la CGH-array en pré-exploration,
pour des génes candidats dans 1’autisme ou la déficience mentale. En effet, compte tenu de
son codt, il semble difficile de proposer une étude systématique du génome complet de
chaque patient par CGH-array. En revanche, en présence d’un CNV, la CGH-array permet
une caractérisation plus fine de ce dernier.

Au cours de ce travail nous avons recherché des CNV par QPCR sur 30 génes répartis
sur ’ensemble du génome. Ces genes ont été choisis essentiellement par rapport a la
publication d’ Abrahams et Geschwind (2008) qui ont référencés des régions chromosomiques
et des génes impliqués dans 1’¢étiologie de cette pathologie. Par la suite nous avons ajouté les
genes MDGA2 et BZRAP1 suite a la publication de Bucan (2009). Les genes KCNMAL et
HRAS avaient déja été associés a I’autisme par notre équipe (Laumonnier et al., 2006, Hérault
et al., 1995). Par ailleurs la voie de I’ubiquitine semble se dessiner comme une voie

importante dans 1’étiologie de 1’autisme (Glessner et al., 2009, Tai H.C. et Schumann E.,
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2008, Vourc’h et al., 2003), c’est pourquoi les génes UBE3A, UBE2C, et PARK2 ont été
étudiés.

L’étude de CNV sur les autosomes nous a permis de mettre en évidence 27 CNV
répartis en 22 duplications et 5 délétions sur 17 génes localises sur 15 chromosomes. Au cours
de cette étude, nous avons été confrontés, comme pour 1’étude précédente sur les geénes du
chromosome X, & une variabilité entre échantillons rendant souvent les données difficiles a
interpréter. Les ADN a partir desquels nous avons travaillé étaient issus soit de prélevements
sanguins soit de lignées lymphoblastoides, or ces derniéres sont susceptibles d’induire des
faux positifs (Craddock et al., 2010), ceci a peut étre contribué a la variabilité constatée.
Compte tenu du faible nombre d’échantillons et de locus étudi€s, plusieurs résultats ne
semblaient pas cohérents, en effet des patients présentaient des variations de copies pour
plusieurs genes étudiés. Comparés aux résultats décrits dans la littérature sur de grandes
cohortes par CGH-array, il paraissait peu vraisemblable que nous puissions détecter par
QPCR un patient présentant plusieurs CNV. Afin d’éviter les faux positif, seul les patients
présentant une variation de copie unique pour I’ensemble des génes étudiés ont été conserveés
pour des explorations plus approfondies. Seulement 27 CNV sur les 50 préalablement
observés ont ainsi été conserves dans le bilan final.

Plusieurs études ont rapporté I’importance des CNV dans 1’étiologie de 1’autisme. La
majorité des auteurs s’accordent sur une proportion d’environ 10% de CNV de novo
impliqués dans les cas d’autisme sporadique et de 2% de CNV dans les cas familiaux (Sebat
et al., 2007, Marshall et al., 2008, Morrow et al., 2008). Si nous faisons le paralléle avec notre
¢tude, nos données rendent compte d’une fréquence plus €levée. Les observations que nous
avons faites ne sont que préliminaires et nous ne savons pas si les variations décrites sont de
novo. Nous avons travaillé dans des régions chromosomiques déja identifiées comme des
zones de CNV impliquées dans I’autisme. Plusieurs auteurs pensent que le nombre de CNV
serait supérieur a celui qui est actuellement rapporté, notamment le nombre de CNV de petite
taille (<50kb) serait sous évalué (Lupski 2010). Notre étude fait état d’un nombre de
duplications plus important que celui de délétions. Cook E.H. et Scherer S.W. (2008) ont
rapporté que la plupart du temps les délétions étaient associées a des caractéristiques
cliniques, notamment a des dysmorphies, facilement identifiables. Vraisemblablement les
caractéristiques phénotypiques des individus porteurs de duplications seraient plus subtiles et
entraineraient une sous-estimation des syndromes micro-duplicationnels. De ce fait, les CNV

associés a des duplications seraient moins soumis a la pression de sélection que ceux liés a
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des délétions et pourraient donc se maintenir au cours des générations (Cook E.H. et Scherer
S.W., 2008).

Parmi les CNV répertoriés dans notre étude, il est intéressant de noter que plusieurs
sont portés par des génes dans lesquels aucun CNV n’a été référencé par la base de données
des variants génomiques (DGV, mise & jour de 2009). Ainsi aucun CNV n’a été décrit dans la
population générale pour les génes ITGAG6, TAGLN3, HOXA1, DLG4 et UBE2C. Ces genes
constituent des genes candidats intéressants pour la poursuite de notre étude. Des mutations
homozygotes du géne d’HOXAL sont responsables du syndrome de Bosley-Salih-Alorainy
(BSA) caractérisé entre autre par un strabisme, des malformations cardiovasculaires et parfois
des signes autistiques (Bosley et al., 2008). Le gene HOXAL appartient a la famille des
homéogenes, ces genes sont extrémement conservés au cours de 1’évolution. Ils ont une
importance primordiale au cours du développement embryonnaire. Le géne ITGA6 codant
I’intégrine alpha 6 est impliqué dans 5% des cas d’épidermolyse bulbeuse (Pfender E.G. et
Lucky A.W., 2008), maladie rare caractérisée par une peau extrémement fragile. Le géene
ITGAG est localisé dans la région 2q31 qui a été lice a I’autisme (Buxbaum J.D., 2001). Le
gene TAGLN3 ou NP22 code la transgeline 3, qui est une protéine neuronale associée au
cytosquelette ; une diminution d’expression de cette protéine a été observée chez des patients
atteints de schizophrénie (Masayuki Ito et al., 2005), pathologie partageant des genes
communs avec l’autisme (Guilmatre et al., 2009). Le gene DLG4 ou PSD95 code une
guanylate kinase qui intervient notamment au niveau des synapses glutamatergiques, cette
protéine interagit avec les neuroliguines et les neurexines qui ont été associées a 1’autisme et a
la déficience mentale (Cline H., 2005). Le gene UBE2C qui code une enzyme de conjugaison
de I’ubiquitine est localisé dans une région de liaison a 1’autisme (Marshall et al., 2008), par
ailleurs d’autres membres de cette famille de protéines (UBE2A et UBE2H) ont été associés a
I’autisme et a la déficience mentale (Nascimento et al., 2006, Vourc’h et al., 2003). La
protéine UBE2C jouerait également un réle dans le développement de plusieurs cancers.

Cette étude de CNV par QPCR menée sur 30 génes localisés sur ’ensemble du
génome reste préliminaire. Les variations observées sont situées dans une des extrémités des
genes étudiés de part le choix des amorces de QPCR. Aprés confirmation de ces premiers
résultats, en réalisant de nouvelles expériences de QPCR avec de nouveaux couples
d’amorces, nous envisageons une étude par CGH-array pour les patients pour lesquels un
CNV est confirmé. Ceci nous permettra de valider les CNV observés mais aussi rechercher la

présence éventuelle de nouveaux CNV.
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L’objectif principal de cette étude de CNV était de rechercher de nouveaux génes
candidats dans 1’autisme. Pour les raisons évoquees précédemment les génes ITGAG,
TAGLN3, HOXAL, DLG4 et UBE2C nous paraissent intéressants. Nous envisageons une étude
de ces geéenes sur une nouvelle cohorte de patients recrutés au laboratoire. L’évaluation
clinique plus détaillée de ces nouveaux patients nous permettrait de travailler sur des groupes
d’échantillons plus homogenes et peut étre d’associer une anomalie a un profil phénotypique.
Une recherche de CNV sera faite au niveau de ces génes. Si une anomalie est constatée elle
pourra étre complétée par une étude d’expression par RT-QPCR sur la lignée lymphoblastoide
du patient que nous avons a disposition, ce qui n’était pas systématique pour les patients de la
cohorte précédente. Les modeles de culture de cellules souches neurales et de culture de
neurones embryonnaires murins développés au laboratoire nous permettent d’envisager des
explorations fonctionnelles de ces genes afin de mieux comprendre leur rdle dans la
physiopathologie de I’autisme. Des expériences de surexpression ou d’inhibition de ces genes
dans ces modéles in vitro nous renseigneraient sur leur implication dans croissance et la
maturation neuronale. La prolifération cellulaire, la différenciation cellulaire ou la croissance
des neurites pourraient étre évaluées.

Le deuxieme objectif de notre étude de CNV était de proposer une alternative a la
CGH-array pour la détection rapide de CNV récurrents dans 1’autisme.. Nous proposons de
réduire le nombre de locus explorés mais pour chacun d’eux d’étudier au moins 5 génes.
Ainsi pourraient étre analysés chez chaque nouveau patient les régions 15q11-13, 16p11.2,

22913, 7931, 2p16 et Xp22 qui apparaissent étre les plus fréquentes dans la littérature.
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CONCLUSION
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Les études portant sur la composante génétique de I’autisme se sont multipliées au
cours de ses dix dernieres années, elles ont mis en relief la complexité de ce syndrome. Les
études de liaisons et les études d’association ont contribué a identifier des régions du génome
susceptibles de jouer un réle dans la pathologie. La communauté scientifique a d’abord émis
I’hypothése de génes ou d’alleles fréquents dans I’autisme. Or actuellement avec le
développement des nouvelles techniques d’exploration de 1’ensemble du génome a permis
I’identification de nombreuses variations rares impliquées dans I’étiologie de 1’autisme.
Chacun de ces évenements n’est présent que chez un petit nombre d’individus mais la somme
de ces variations expliquerait la fréquence élevée de causes génétiques.

L’autisme peut également étre lié a des modifications génétiques présentes chez des
sujets sains, mais plus fréquentes chez les patients et dans ce cas un deuxieme évenement voir
un troisiéme serait necessaire au developpement de la pathologie. Plusieurs études ont
démontré que des variations génomiques couvraient un large spectre phénotypique. Ainsi
I’autisme, la déficience mentale, le syndrome d’Asperger et la schizophrénie partagent
certains facteurs de susceptibilité. La notion de continuum est largement évoquée entre
I’autisme et la déficience mentale. Sachant que 70% des autistes ont un QI<70, il est
vraisemblable que ces deux pathologies soient liées a des génes ou des variants qu’ils
partagent comme le démontrent les études réalisées sur les génes NLGN4X, UPF3B et
SHANK3.

Plusieurs familles de génes intervenant dans certaines voies biologiques sont
actuellement mises en cause dans 1’autisme et la déficience mentale. Ainsi plusieurs études
ont impliqué des génes de la synapse glutamatergique notamment les génes NLGN4X,
NLGN3, SHANK3 et NRXN1. La voie de I’'ubiquitine est également souvent mise en cause
dans I’autisme notamment avec les genes UBE3A, UBE2H et PARK2. Les genes NF1 et
HRAS intervenant dans la voie GTPase/Ras ont également été associés a 1’autisme ou a des
déficits intellectuels ; une étude récente du consortium européen sur I’autisme a souligné
I’importance de cette voie dans 1’autisme.

Les résultats de notre travail s’intégrent dans les concepts actuellement développés
dans la physiopathologie de 1’autisme et de la déficience mentale. Il semble maintenant admis
que I’impact des variants rares soit prépondérant dans les maladies complexes. L’expressivité
de ces variants conduirait a une variabilité phénotypique englobant 1’autisme, la déficience
mentale, la schizophrénie ou encore les troubles de I’attention et de 1’hyperactivité (ADHD).
Nous avons montré que de rares variants impliqués dans les voies biologiques précédemment

citées, pouvaient étre associés a la déficience mentale et a I’autisme.
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Nos travaux ont mis en évidence une association entre un polymorphisme AAAT
d’une séquence Alu et une population de patients atteints de déficience mentale non
syndromique. Ce polymorphisme pourrait réguler le locus du géne NF1 ou d’autres loci au
cours du développement cérébral. Néanmoins ces travaux suscitent des questions et meritent
de plus amples investigations. Quel est le role de 1’allele 4 du marqueur GXAlu en tant que
facteur de risque dans la déficience mentale ? Comment peut-il agir sur la régulation de
I’expression génique et sur quels genes agit-il ? Existe-t-il une autre anomalie génétique chez
les porteurs de 1’alléle 4 qui puisse expliquer I’effet observé ? Une exploration du génome
des patients et des témoins, porteurs de cet alléle, par CGH-array permettrait de savoir si
d’autres variations pourraient étre impliquées. L’effet régulateur du marqueur GXAlu sur
I’expression génique pourrait étre évalué par une étude avec des puces d’expression sur les
lignées des patients.

Les mutations du gene NLGN4X identifiées chez des patients autistes ou déficients
mentaux sont généralement associées a une perte de fonction de la protéine. Nous avons
montré qu’une mutation de ce gene était associée a un gain de fonction chez un patient autiste
avec retard mental. Quelles peuvent étre les conséquences fonctionnelles des mutations
NLGN4X ? Quel phénomeéne va faire pencher la balance perte/gain de fonction de la protéine
dans un sens ou dans 1’autre ? Comment des déficits cognitifs peuvent ils étre liés a la fois a
des gains et des pertes de fonction de la méme protéine ? Le séquencage du génome complet
de ce patient permettrait de savoir s’il existe d’autres variants. Cela permettrait de renforcer
ou non notre hypothése selon laquelle la mutation du promoteur seul suffit a provoquer une
variation d’expression du transcrit. Des expériences de doubles hybrides nous permettraient
d’identifier les facteurs se fixant préférentiellement sur le promoteur NLGN4X muté. Elles
nous informeraient sur la voie de régulation de la protéine mise en jeu chez ce patient.

Nous avons exploré la région 22913 liée a I’autisme chez 131 patients. Nos travaux
ont mis en évidence une délétion de novo chez un patient. Bien que inférieures a 1%, les
délétions de la région 22913 apparaissent parmi les plus fréquentes dans I’autisme et la
déficience mentale. C’est une région qui mérite d’étre étudiée de manicre plus approfondie,
afin de comprendre 1’implication des genes de cette zone dans la pathologie et de pouvoir par
la suite proposer aux familles de patients des stratégies de diagnostic voire de traitement. Nos
travaux méme s’ils n’ont révélé pour le moment qu’une délétion dans la région q terminale du
chromosome 22 chez un seul patient, vont nous permettre de poursuivre notre recherche sur
les génes touchés par cette délétion. Une exploration par des techniques de reséquencage des

genes délétés reste nécessaire avant de pouvoir affirmer si ce CNV est causal. Nous allons
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également poursuivre 1’exploration chez de nouveaux patients recrutés au laboratoire. En
associant les données cliniques aux données génétiques, nous esperons pouvoir mieux définir
un profil phénotypique des patients présentant une délétion 22g13.

Nous avons également developpé une méthodologie de recherche de CNV par QPCR
ciblée sur des génes candidats dans I’autisme. Vingt sept variants concernant 17 génes ont été
identifiés. Une étude plus approfondie des régions portant ces anomalies par CGH-array nous
renseignerait sur la taille de ces CNV, leur localisation et nous indiquerait s’ils contiennent les
genes entiers voir plusieurs genes. Le caractere de novo de ces CNV reste également a
confirmer. Nos travaux ont mis en évidence des variations dans les génes ITGA6, TAGLN3,
HOXAL, DLG4 et UBE2C chez lesquels, & ce jour, aucun CNV n’est référencé dans les
données de la base des variants génomiques (DGV). Ces génes pourraient étre alors de bons
candidats dans I’autisme.

L’identification de nouveaux CNV fait progresser les connaissances sur la structure du
génome des patients autistes, la neurobiologie moléculaire et les causes éventuelles de la
pathologie. Il ne faut cependant pas perdre de vue que cette identification ne suffit pas a
prouver leur implication, elle n’est qu’une premiére étape vers la compréhension de la
maladie et dans les réponses a donner au patient et a sa famille pour la compréhension de sa
maladie. Des explorations plus poussées sont nécessaires pour savoir s’ils sont de novo ou
pas, s’ils sont récurrents dans la population étudiée, s’ils ne sont pas associes a un syndrome
monogénique, s’ils existent dans la population générale, s’ils contiennent des genes candidats
pour la pathologie étudiée. La clinique apporte des éléments importants qui permettent avec la
corrélation des données génomiques de définir des sous-groupes de patients plus homogenes
et ainsi de mieux comprendre la physiopathologie de la maladie.

Des avancées considérables ont été réalisées dans la génétique de 1’autisme et de la
déficience mentale. Elles ont permis de lancer les premiéres pistes pour une meilleure
compréhension de ces deux maladies complexes. Il reste cependant un immense travail
d’exploration et de validation a poursuivre, dans la perspective de proposer des stratégies de

prévention et des traitements aux patients et a leur famille.
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Annexe 1: Tableau des amorces de QPCR avec

localisation

leur

Géne [Localisation| Exon/Intron | Nom de I'amorce séquence des amorces . Té'”e de deeo Cp moyen
I'amplicon en pb |QPCR en °C| en QPCR
GARDF 60
GABRD 1p36 INT3-EX4 gtgccacctccacagGAGTA 194 28
GARDR AGCTTGTTCTCCACCGTCAC 60
DISC1F 60
e e e I
DISC1 142 e G GCATGTCACGCTCTG -
EX11 CAGGGGAAGCCTGTCTGTAG 143 %
DISC1R2 GGGATGAGGTGAGTCTTCCA 60
NRXN1F 60
EX2 Ao TGATGTGCTGGCATCTTAGC 128 - %
NRXN1 2p16 S CACGGCAACAGTAGGACTCA -
EX22 TTGGTGAAGTGCCTTCCTCT 172 %
NRXN1R2 TTTCCTCTTCTGGCTGTGCT 60
SLC25A12F 60
SLC2sA12 | 2q24 INTS cctgactgttttecacagea 177 24
SLC25A12R aatgcagcaaacaggaggtt 60
ITGAGF 60
e
ITGAG 2031 CTCCCAC GG CAGG
Exa ITGA6F2 GGCGGTGTTATGTCCTGAGT 11 60 27
ITGA6R2 GGCAAGAGCCAAATTTCTCA 60
OXTRF 60
OXTR 3p25 INT1-EX2 tggggcgagtaggtagttty 196 27
OXTRR TCTGAGCCACTGCAAATGAG 60
TAGLN3F 60
TAGLN3 3q13 INT3 gcaggtgetteagagtttee 176 24
TAGLN3R ctcctgcectgttgtatggt 60
NLGN1F
EX3 NLgNlR CCACTGGTGGCTACCAACTT 143 28 %
NLGN1 3926-927 TGGTTCTGGAGGCTGAAAAC
EX6 NLGN1F3 GTTGGCCACAAAAGTTGGTT 166 60 %
NLGN1R3 CTGGGGGTCGTCTGGTATTA 60
INT3 2::1; TGACGGAGGAGCTAAAGGAA 106 gg 2%
AHI1 6923 e AGGGCTCCATACCTCCTGAT -
INT24 gaccagcctgggcaatataa 111 2
AHI1R2 gcttcagaggtctggcectttg 60
PARK2F 60
PARK2 6926 EX4 TGACCCAGGTAAGGAAATGC 179 28
PARK2R AAGACAAAGGCGCATAAACG 60
CNTNAP2F
INT1 e ggcaagagcttggctagaga 173 Zg 25
CNTNAP2| 7935-7936 o caaccccgtgctcattaagt -
INT13 gcttgttttctggggaatga 137 25
CNTNAP2R2 |tgtcccacagccactactga 60
FOXP2F 60
N | roxem |amaccrcocracccacacan ] o
FOXP2 7931 P CCTCGCTAGCCACAG -
INTS actggacctcagtgggaatg 103 27
FOXP2R3 gcaatggactagtgccaaca 60
HOXA1F 60
HOXA1 7p15 EX1 GGGTGTCCTACTCCCACTCA 162 25
HOXA1R GGACCATGGGAGATGAGAGA 60
METF
MET 731 INT1 caccaaagacatggcaacac 215 60 2%
METR gaaagcgtagatggctctgg 60
SMARCA2F 60
EX28 Y GCAATTTGGAGGAAATGGAA 173 - %
SMARCA2 9p24 AGCGTTCATCTGCTTTGTCA
Exa SMARCA2F2 CCACACCCATCTCCATTAGG 170 60 27
SMARCA2R2 AGCTGGACAGGACTGAAAGG 60
KCNMA1F 60
KCNMA1L 10922 INT3 AGGAGGTCCCTCATCCTCAT 107 25
KCNMA1R CAGGTCTGCCACAAAAGACA 60
PTENF2 60
INT1 e aacgtgigagtagacggatg 210 - 25
t
ETEN 10023 o agccctcaggaagiiicca =
INTS ccagggtgaaagca aagal 124 26
PTENR3 gggagggaggaacacaagat 60
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Gene |Localisation| Exon/Intron | Nom de I'amorce séquence des amorces \ Té%'”e eE deeo Rl
I'amplicon en pb [QPCR en °C| en QPCR
DHCR7F 60
DHCR7 1113 INT2 AGCCGTCTATTGGGAAGGAT 157 27
DHCR7R AAGCCACTGGGAGAATGTTG 60
HRAS 11p15 EX3 HRASF CCTGTTCTGGAGGACGGTAA 152 60 27
HRASR ATGACCCAGTGATGGGAAAA 60
CACNAICF 60
INT1 TR aaatgggtagccctttgcett 208 - 25
CACNA1C 12p13 — cttgtgccaccagaatagca =
INT32 cgtgcctgctctaacactca 191 25
CACNA1CR2 gaaaaggggaaggcctaatg 60
Ex7 MDGA2F GCTGTTCCTTCTGAGGAGCTA 197 60 25
MDGA2R 60
MDGA2 14921 N TCAGATATTCCTCCTCCCTTC =
INT1 tttttgcctgtcagcagttg 183 2%
MDGA2R2 tcccaccagacctcaaaaac 60
BE3AF
EXS Ll]'BE:AR AACTGAGGGCTGTGGAAATG 145 28 25
UBE3A 15q11 e GGAGGGATGAGGATCACAGA -
INT1 gcttggcaaccttgaaagag 116 %
UBE3AR2 agcaccctcgccacttaata 60
RNF135F 60
RNF135 17q11 INT2 GATGGGCTAGGATCACTCCA 128 2%
RNF135R AAAGGCTGCTGAAAGGTCAA 60
BZRAP1F 60
BZRAP1 17922-23 INT16 ACCAGAGAGGATGGCACTCT 157 25
BZRAP1R AGAGGACCCAGGGAAAAGAA 60
DLG4F 60
DLGA 17p13 X2 CACTCCTCACAGTGCTGCAT 107 25
DLG4R agcccccgaagttcagtaat 60
MLC1F 60
MLC1 22q13 EX6 ccccttggcagATCAACTT 122 25
MLCIR tgcacccacCTTCTTTTTCT 60
SHANK3F2 60
SHANK3 22q13 EX8 ACAGGGATGTCCGCAACTAC 935 25
SHANK3R2 ACGAAGGGAACATCAACACC 60
GRIA3F 60
INT1-EX2 e caatcccacaccccagtatc 152 = 25
GRIA3 Xq25 CTGTGCTCCTGCACTGTGTT
EX13 GRIA3EX13F GCGAAAGTCCAAGGGAAAGT 129 60 27
GRIA3EX13R  [GTTGCCACACCATAGCCTTT 60
NLGN4XF 60
INTS T GGAGGCCGTAAGATGACAAA 119 - %
NLGN4X Xp22 TGTAGGGGGAGGGTATTTCC
EX6 NLGN4XEX6F CTGTTTCCTCCCCAACAAAA 121 60 %
NLGN4XEX6R CTGGGTCTTCTGTGGGACAT 60
NLGN3F 60
NLGN3 Xq13 INT2 CTGTGTAGTGGGGCCTTTGT 123 %
NLGN3R GGTTCAGTGCTCAGGAAAGC 60
PTCHD1F2 60
PTCHD1 Xp22 INT1 CCACGGTTCAGACCTTCATT 180 2%
PTCHD1R2 ACTGCGAGCCAGTCAAAGAT 60
UPF3BF2 60
UPF3B Xq25-26 EX1-INT1 CCTCCARCCCEGARCATAAG 200 25
UPF3BR2 AACCAGGATGATGCGACTTC 60
MAPK3F
MAPK3 16p11 INT1 TGGGTTAAGGAGCCTTTCCT 128 60 28
MAPK3R GCCCTTCGGTGACTTTACAA 60
DOC2AF2 60
DOC2A 16p11 INTE CCGCTGGTTGGTTGATCTAT 179 27
DOC2AR2 CTCCCAAAGTGCTGGGATTA 60
UBE2CF 60
UBE2C | 20q11-13 INTL tggtgggcctagatgaagac 209 25
UBE2CR tcaggctcagctcagggtat 60
UBE2AF3 60
UBE2A Xq24-25 EX3 CAGATGAAGCAGGGAGAAGG 158 27
UBE2AR3 AGGATGACTGGGAACCCTTT 60
HEM3F 60
HEM3 11923 EX14 TGCACGGCAGCTTAACGAT 201 2%
HEM3R AGGCAAGGCAGTCATCAAGG 60
ALBF TGTCATCTCTTGT T 60
ALB 4913 INT12 CCTCTCATCTCTICTEECCTG 139 25
ALBR ACTCATGGGAGCTGCTGGTT(] 60
Annexe 1
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Annexe 2 : Séquence des amplicons de QPCR

GRIA3

1°* couple d’amorces dans 1l’intron 1 et 1l’exon 2
caatcccacaccccagtatcattgagaggtatccggtatctatattgttceccccaattcectaactggecctagtgtgggggaacac
aagccaaatctccgttcecectttgettatagGTGGACTTTTCATGAGAAACACAGTGCAGGAGCACAG

2%™ couple d’amorces dans exon 13
GCGAAAGTCCAAGGGAAAGTTCGCCTTCCTGCTGGAGTCAACCATGAATGAGTACATTGAGCAGAGAAAACCATGTGATACGATG
AAAGTTGGTGGAAATCTGGATTCCAAAGGCTATGGTGTGGCAAC

NLGN4X

ler couple d’amorces dans 1’intron 5
GGAGGCCGTAAGATGACAAAGACACAGAGTGGGATGGTGCACCTGCAAGGTAGGAATGCCAAAGACTGCACCCAAACACCAGTAA
CTAAGAAGGAGCAAGGAAATACCCTCCCCCTACA

2eme couple d’amorces dans exon 6
CTGTTTCCTCCCCAACAAAAGAGGCTTTTCTTCTTAATTACTTGTGGTAAACAAAGACATGGGATTTTCTTACATGAGATTCTCA
TTTGTAGGAGGATGTGATGTCCCACAGAAGACCCAG

NLGN3
CTGTGTAGTGGGGCCTTTGTTGTTTTGTTGCCCAAAGCATCCCAGAACAGGTGGTTTGTTTTGGACCCCAGTCACAGGCATTCAT
TCACTCTCCTTCCCATCAGCTTTCCTGAGCACTGAACC

UPF3B
GCTCCAAGGGGGAAGATAAGCAGGATCGCAACAAGGAGAAGAAAGAAGCGCTGAGCAAGGTGCCCGGTCGGCCGCTGGCCCGGGA
GAGGGCGGGACGAGTCCGCAGCGCGGGGAGGATGGCTGGGAATGGGGCTGCCCCCTTTCTTTCTCAGGTTCTCCTTCTATCTCTT
CGCCTGAATGGAAGTCGCATCATCCTGGTT

PTCHD1
TTCGCAGTTCCTTCGTCTTTCACAGTAGCTCCTCAAGAAATGCCAAAACTTTGGGAAAAGAGGGAACCGATCAATCCACTTTTAT
TTGGGTGCATCTGAGCATGGGGGTGAGGGGCAGAGCCCGAAGGGTGAGAACAGAAGCCAGGCTGTGTGACCCCGAGAAGAGCACA
GGAAACCG

UBE2A
CAGATGAAGCAGGGAGAAGGGGGCCCCTTAAGTGGGAACTGACCATTTTTCTCTGTGTTGCAGGCCTGAAGGGACCCCGTTTGAG
GATGGTAAGAGAGAGTTTCTTTACCCACTTTTCAGGAGCCTGGTCATCTGGGGAAAGGGTTCCCAGTCATCCT

GABRD
cctccacagGAGTACACCATGACGGTGTTCCTGCACCAGAGCTGGCGGGACAGCAGGCTCTCCTACAACCACACCAACGAGACCC
TGGGTCTGGACAGCCGCTTCGTGGACAAGCTGTGGCTGCCCGACACCTTCATCGTGAACGCCAAGTCGGCCTGGTTCCACGACGT
GACGGTGGAGAACAAGCT

DISC1

ler couple d’amorces dans 1l’exon 2
GAACGTGGAGAAGCAGAAGGCTGCCCACCATCCAGAGAGGCTGAGTCCCATTGCCAGAGCCCCCAGGAGATGGGAGCCAAAGCTG
CCAGCTTGGACGGGCCTCACGAGGACCCGCGATGTCTCTCTCGGCCCTTCAGTCTCTTGGCTACACGGGTCTCTGCAGACTTGGC
CCAGGCCGCAAGGAACAGCTCCAGGCCAGAGCGTGACATGCATTCT

2eme couple d’amorces dans exon 11
CAGGGGAAGCCTGTCTGTAGAAGATGAGAGGCAGATGGATGACTTAGAGGGAGCTGCTCCTCTATTCCCCCCAGGCTCCACTCCG
AGGATAAAAGGAAGACCCCTTTGAAGGTATTGGAAGAATGGAAGACTCACCTCATCCC

ITGA6

ler couple d’amorces dans 1’intron 1
Gactgggggcctccttataggagataaaaacactcggctggggagaagaaggaatattacagtgcecctagtacataagtggagcecta
caccagttgtccctgaatcctttgtgggag

2eéme couple d’amorces dans exon 4
GGCGGTGTTATGTCCTGAGTCAGAATCTCAGGATTGAAGACGATATGGATGGGGGAGATTGGAGCTTTTGTGATGGGCGATTGAG
AGGCCATGAGAAATTTGGCTCTTGCC

NRXN1

ler couple d’amorces dans 1l’exon 2
TGATGTGCTGGCATCTTAGCTTGGCCCTGCAGAGGCAGAGAGAAAAGAAGAGGAGCTGTTGCGATTTCCACATCTAACAGCTTCT
GGCTATTTCGCAACTGCTGGGTTTGAGTCCTACTGTTGCCGTG
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2eme couple d’amorces dans exon 22
TGGCAGCCGAAAACGATGCCAACATCGCCATAGTGGGAAATGTGAGACTGGTTGGTGAAGTGCCTTCCTCTATGACAACTGAGTC
AACAGCCACTGCCATGCAATCAGAGATGTCCACATCAATTATGGAGACTACCACGACCCTGGCTACTAGCACAGCCAGAAGAGGA
AA

SLC25A12
Cctgactgttttccacagcagctgcaccattttecctgttgtttecctcacctgecttcagggccagaageccagactgtgtaagetceca
ctgcataggagtcattctgtgatcacccttcacttttaccttggagaatccatttgectgttctgttacgttgaacctecctgtttg
ctgcatt

NLGN1

ler couple d’amorces dans 1l’exon 3
CACTGGTGGCTACCAACTTTGGAAAGATAAGAGGGATTAAGAAGGAACTCAATAATGAAATTTTGGGGCCTGTTATTCAATTTCT
TGGGGTTCCATATGCAGCCCCACCAACAGGGGAACGTCGTTTTCAGCCTCCAGAACCA

2eme couple d’amorces dans exon 6
GTTGGCCACAAAAGTTGGTTGCAATGTTTCAGATACAGTAGAGTTAGTGGAATGCCTACAGAAGAAGCCTTACAAAGAACTTGTT
GACCAAGATATTCAACCAGCTCGATACCACATAGCCTTTGGACCTGTGATTGATGGTGATGTAATACCAGACGACCCCCAG

OXTR
tggggcgagtaggtagtttggagattccctecggggaggtgatttggttttagattecccactecccggaggaacgttgetgattttg
accctececcttecteccccagTGGAAGCCGCTGAACATCCCGAGGAACTGGCACGCTGGGGGCTCTGGGCTTGTGGCCGGTAGAGGA
TTCCCGCTCATTTGCAGTGGCTCAGA

TAGLN3
Gcttcagagtttccaaatggccccaagaggceccccagggtcectggtggectgactctatggaatggccaaagtccagggagattecatt
ataagttggaggggatatctgatattccccaggatcactgtctgaagcttaggccaatgctggtcaccatacaacagggcaggag

AHI1

ler couple d’amorces dans 1l’intron 3
TGACGGAGGAGCTAAAGGAAGGGTATTATAGCTAGAACATAGGCATCTAAGGGGATATTTGTCTTGATTTGAAGCCCTGGAGATA
GATCAGGAGGTATGGAGCCCT

2eme couple d’amorces dans exon 6
Gaccagcctgggcaatataacaagactccatctccacaaaagataaattttttttaaaagctaataaaatttgttcttctteccat
gatgatcaaagccagacctctgaagc

PARK2
TGACCCAGGTAAGGAAATGCAGTGTCAGCATGAGACTGCCAGGAAAATGAATGTGTACTAACACATTGCCTTTCAGTTTTTCTAA
TGATGTATCACCCGTCTTTGAAAAGAAAAGACATTCTCTTCTGTGGTTGTGATAGTTAATGATAGCCGAAGTTTCGTTTATGCGC
CTTTGTCTT

CNTNAP2

ler couple d’amorces dans 1’intron 1
ggcaagagcttggctagagagactgatgtagatggcagcttcttaggagttgtttgtgcagggagagttaactgcatttggctta
ggtaggtcagtgaatgaaaagtgaagaccatggcaaaaccaagtttcttatttttatttatggttataacttaatgagcacgggg
ttg

2eme couple d’amorces dans intron 13
gcttgttttctggggaatgaagctaagaaagaatgattttgaggaaaaaatagtccattgttttaaacttacggatttttaaatt
gtatgtgcatatatgtttctagtgcttaactgtcagtagtggctgtgggaca

FOXP2

ler couple d’amorces dans 1’intron 1
GGACTGGTGAGAGGGAATGACAACATAAATCAGCCCTCCAACATAATGACCCTAATCAGCTAGAAATAACTGGAAACGTCATGAT
GAGCTATGTCTCTGTATTACTTCGGCAAGATTCTGTGGCTAGCGAGGTTT

2eme couple d’amorces dans intron 9
Actggacctcagtgggaatgcatgaagtgtgtagacaatcctggcaggcactttgctttgagaacccttcacceccttcacagetg
ttggcactagtccattgce

Annexe 2
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HOXA1
GGGTGTCCTACTCCCACTCAAGTTGTGGTCCAAGCTATGGCTCACAGAACTTCAGTGCGCCTTACAGCCCCTACGCGTTAAATCA
GGAAGCAGACGTAAGTGGTGGGTACCCCCAGTGCGCTCCCGCTGTTTACTCTGGAAATCTCTCATCTCCCATGGTCC

MET
Caccaaagacatggcaacacccccatggtgagcacagttcctcacacattcagattacctcecccatttectectgtectecttectect
caaccctttcceccttggtttggtcagagectgectttcaaggecttececgtgececcecatttecteccageccagtttgetegtttettett
taggcattaggcttagtgattctcgccagagccatctacgettte

SMARCA2

ler couple d’amorces dans 1l’exon 28
GCAATTTGGAGGAAATGGAAGAGGAAGTACGGCTTAAGAAGCGAAAAAGACGAAGAAATGTGGATAAAGATCCTGCAAAAGAAGA
TGTGGAAAAAGCTAAGAAGAGAAGAGGCCGCCCTCCCGCTGAGAAACTGTCACCAAATCCCCCCAAACTGACAAAGCAGATGAAC
GCT

2eéme couple d’amorces dans exon 4
CCACACCCATCTCCATTAGGAGCCCCAGAGCACGTCTCCAGCCCTATGTCTGGAGGAGGCCCAACTCCACCTCAGATGCCACCAA
GCCAGCCGGGGGCCCTCATCCCAGGTGATCCGCAGGCCATGAGCCAGCCCAACAGAGGTCCCTCACCTTTCAGTCCTGTCCAGC

KCNMA1
AGGAGGTCCCTCATCCTCATTCCTCAGGAAAGGATGCTGAGGCTCAGAGAACAGTGGCACCAGTTGGGATCCAATGCCTCTTTGA
CTCTAATACTATATTCTACAGTTGTCTTTTGTGGCAGACCTG

PTEN

ler couple d’amorces dans 1l’intron 1
Aacgtgggagtagacggatgcgaaaatgtccgtagtttgggtgactataacatttaaccctggtcaggttgectaggtcatatatt
ttgtgtttcctttctgtgtattcaacctagggtgtgtttggctagacggaactcttgecctggttgcaagtgtcaageccaccgatt
gctttcttaggctatctatatggtctcttecctgagggeta

2eme couple d’amorces dans intron 5
Ccagggtgaaagcatttaagatctacaagctacaattttcaattatacaatgttattattaactatagtcactatgctgtccagt
agagcttcagatcttgttcatcttgtgttcctcectece

HRAS
CCTGTTCTGGAGGACGGTAACCTCAGCCCTCGGGCGCCTCCCTTTAGCCTTTCTGCCGACCCAGCAGCTTCTAATTTGGGTGCGT
GGTTGAGAGCGCTCAGCTGTCAGCCCTGCCTTTGAGGGCTGGGTCCCTTTTCCCATCACTGGGTCAT

DHCRY
AGCCGTCTATTGGGAAGGATGTTACTTAGATGTTTATTGCACAACTCAATGCTTGTGGCTAAAGAGCTGACTCCTGGGTGAATGA
ACTCTGTAATAAGCTAAAAGTACTTCTTTGGTCTTGTTTTAATCCCTTTTGACAACATTCTCCCAGTGGCTT

CACNA1C

ler couple d’amorces dans 1’intron 1
aaatgggtagccctttgcttcecctgtgtctcttggaaaatatctgectateccttggeccecctettetgtagetgtaggggaaggttt
ctcctggectcecccacaaagctgggggagcectaactcaccctagagaaaggtggacctgectgectactgectgagtgeccaggetyg
agagcctcatctctgcattgctattctggtggcacaag

2eéme couple d’amorces dans intron 32
Cgtgcctgctctaacactcatttgeccttttcececggtttgttteccttcattttattttectecteccccaccttettattttttttttt
taatttgtttgtttgaattggtttgaaggtttttttttccttgttgctttattttgaaatctttttttttttttaactttggaac
gcattaggccttcceectttte

MDAG2

ler couple d’amorces dans 1l’exon 7
GCTGTTCCTTCTGAGGAGCTAACATTTAGTTGGTTTAAAAATGGTCGTCCATTAAGAAGTTCTGAGCGGATGGTCATTACACAGA
CTGATCCTGATGTCTCTCCGGGAACAACAAACTTGGACATCATTGATTTAAAATTCACGGATTTTGGGACGTACACATGTGTAGC
ATCTCTGAAGGGAGGAGGAATATCTGA

2eéme couple d’amorces dans intron 1
Tttttttgcctgtcagcagttggcacccttagectttcaggatggaagcacacacacacacacacacacacacacacacacacaca
tccaggtcatagttaatagtggactaaaatgtatgtcttctcttgggacaagcaggtggtgcccaaaaaataacttctgtgtttt

tgaggtctggtggga
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UBE3A

ler couple d’amorces dans 1l’exon 5
AACTGAGGGCTGTGGAAATGAAGCCTGCACGAATGAGTTTTGTGCTTCCTGTCCAACTTTTCTTCGTATGGATAATAATGCAGCA
GCTATTAAAGCCCTCGAGCTTTATAAGATTAATGCAAAACTCTGTGATCCTCATCCCTCC

2eme couple d’amorces dans intron 1
Gcttggcaaccttgaaagagaatttagcgtctacattttttaaatgactttttatggatatgctaaattagtaacagtccaaaat
ctgtttgagattattaagtggcgagggtgcet

DOC2A
CCGCTGGTTGGTTGATCTATGTCCCATTAAGCCCGTACCTCTCTGATGCTCAAGAACCATCAGCGGCTCCCTAGCCCCTTTGGCA
GCAGGCCAAAATTCTTCCCTGCCATTCCTGCCCCTCAATATCTCCTGCCTGCCAGGTGTGGTGGCTCACACCTGTAATCCCAGCA
CTTTGGGAG

MAPK3
TGGGTTAAGGAGCCTTTCCTGGGAATGGGGGCGAAGGGTTCAGGGCCAGTAGAATGGAAGGGGATTGAGGAGAGGGGAAGTCAGT
GAGCGGTCAGTCTCTTCCTCTGTTTGTAAAGTCACCGAAGGGC

BZRAP1
AGCAGAGAGGATGGCACTGTGTAGAGAATTGGATGGGGCATGGACAGGGCAGGGCGAGAGCCGCAGCTGTGTGTAGAGATTTAGG
AACAGGCTTAGCTCTGAATCTGTAACCCTGGAAGCTTGGGAGCCTGCTCAGTTTCTTTTCCCTGGGTCCTCT

DLG4
CACTCCTCACAGTGCTGCATAGCGACCTCTTCCAGGCCTTGCTGGgtgagtagccecgttttectgagggacctgggeccteccaaggg
ccattactgaacttcgggggcet

RNF135
GATGGGCTAGGATCACTCCACCTAACAAGCTGTCTCTAAGATCACCAGTGACCTCTGTGTATAACGTTCTGGTGCCTGTCTCTAT
AAGCGTTCTGGTGCCTGTCTTCATTGACCTTTCAGCAGCCTTT

UBE2C
Tggtgggcctagatgaagacgctcaaggaccctcecgtgacttggeccgagacaggggaagggagaagttgagtcgggcaaggaagag
atgctaaagcctggggaattaagaacatgccagaatcatcccgagggagtctggaattagggagggtgaggactcgectaggateg
tcctgtggatctggtgagtataccctgagctgagectga

MLC1
CcccttggcagATCAACTTCAACCTCATCCTGCTGCTCCTGCTGGAGCTGCTCATGGCGGCCACGGTGATCATCGCTGCACGGTC
CAGCGAGGAGGACTGCAAGAAAAAGAAGgtgggtgca

SHANKS3

ACAGGGATGTCCGCAACTACAACAGCCAGACAGCCTTCCAGGTACACCGGTGGTTTACAGGAGCTCAAGGCTGCCCCAGAGGTGT
CTGTCTCTGTGTCCATGTGACTTGACTTCTCTGAACCTTGGTTCTTCCCTGGAAGGCCCTAAGGGAGCACCTCCCCCAGGACTGC

CCACAGGAGGTGTTGGGGGACGAGCCCAGCACGCGAGGGGTATTTGGTGTTGATGTTCCCTTCGT.
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Annexe 3 : Parametres de QPCR pour les 30 genes

autosomiques étudiés.
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Etudes des variations structurales chromosomiques
dans ’autisme et la déficience mentale

Résume

L’autisme et la déficience mentale sont deux syndromes neuro-développementaux impliquant des
facteurs génétiques. Notre travail a consisté a rechercher de nouveaux genes candidats ou facteurs
de susceptibilité chez 106 patients atteints d’autisme et 68 de déficience mentale non syndromique
sporadique.

Nous avons observé une association entre I’alléle 4 d’un marqueur microsatellite GXAlu localisé en
17q11.2 dans P’intron 27b du geéne NF1 et des patients atteints de déficience mentale non-
syndromique.

Nous avons contribu¢ a la mise en évidence d’une augmentation d’expression du transcrit
NLGN4X, chez un patient autiste avec un retard mental non-syndromique présentant une mutation
dans le promoteur du géne NLGN4X.

L’étude de la région 22q13 par MLPA, nous a permis de mettre en évidence une délétion de novo
d’au moins 1Mb chez un patient autiste.

Les variations de nombre de copies (CNV) ont été étudiées chez des autistes par QPCR. Nous avons
identifié 27 variations réparties sur 17 génes parmi les 36 explorés. Les CNV observés dans les
genes ITGA6, TAGLN3, HOXAL, DLG4 et UBE2C sont intéressants en raison de 1’implication de
ces genes dans le développement cérébral ou la fonction neuronale.

L’ensemble de ces résultats nécessite des expériences complémentaires de validation.

Mots clés : autisme, déficience mentale, microsatellite, étude d’association, étude d’expression,
géne NLGN4X, région 2213, variations de nombre de copies de I’ADN (CNV), MLPA, QPCR.

Résumeé en anglais

Autism and mental retardation are two neurodevelopmental syndromes involving genetic factors.
Our work consists in finding new candidate genes or susceptibility factors. 106 autistic patients and
68 sporadic non-syndromic mentally retardated patients were studied.

We have shown an association between allele 4 of a microsatellite marker GXAlu locasized in
17g11.2, in intron 27b of the NF1 gene and patients with non-syndromic mental retardation.

We contributed to the study on the NLGN4X gene. We demonstrated an increase of expression of
NLGN4X transcript, in an autistic patient with non-syndromic mental retardation linked to a
mutation in the NLGN4X gene promoter.

We study the 2213 region with MLPA method, we have demonstrated a deletion de novo of at
least 1Mb in an autistic patient.

The copy number variations (CNV) have been investigated in an autistic population by QPCR. We
identified 27 variations on 17 genes among the 36 investigated. The CNV observed in ITGAS,
TAGLN3, HOXAL, DLG4 and UBE2C genes are interesting because of the involvement of these
genes in brain development or neuronal function.

These results require further experiments for validation.

Keywords : autism, mental retardation, microsatellite, association study, expression study, NLGN4
gene, 22q13 region, copy number variations (CNV), MLPA, QPCR.
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