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Préambule

La présente thése a été réalisée grace au concours de plusieurs structures hospitalo-
universitaires et de recherche dans lesquelles j’ai eu le privilége de pouvoir travailler :

- le Service de Psychiatrie de 'Enfant et de I’Adolescent du Pr Bouvard au CHS Charles
Perrens, 4 Bordeaux,

- le Service de Psychiatrie de 'Enfant et de I’Adolescent du Pr Delorme, au CHU Robert
Debré, a Paris,

- et le Laboratoire de Génétique Humaine et Fonctions Cognitives du Pr Bourgeron, a

I'Institut Pasteur, a Paris.

Cette thése a pour objet la mise en évidence de corrélations cliniques et génétiques
dans les Troubles du Spectre Autistique, rendant nécessaire I’exposition de nombreuses
notions et méthodes génétiques complexes. J’ai donc tenté de rendre celles-ci les plus

claires possibles, parfois sans doute au détriment de la syntheése.

Concernant les sources des informations exposées, elles sont annotées et compilées dans
la bibliographie. Certaines des figures présentées sont extraites d’articles publiés, j’ai pris

le soin d’annoter le cas échéant les sources dans la légende de celles-ci.

Une partie du travail effectuée durant ’année 2013-2014 a été financée par une bourse

de Master 2 Recherche par la Fondation Fondamentale.
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"After all, the really social people did not invent the first stone spear. It was probably
invented by an Aspie who chipped away at rocks while the other people socialized around

the campfire.”

- Temple Grandin
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Résumé

These n° 3070 soumise pour le
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Marie Ducloy

Les Troubles du Spectre Autistique (TSA) représentent un trouble neurodéveloppemen-
tal affectant environ 1% de la population générale, avec un sexe-ratio déséquilibré d’une
fille pour 4 garcons dans les cas d’autisme typique. Les patients montrent des difficultés
de communication sociale (verbale et non-verbale), des intéréts restreints, des compor-
tements stéréotypés et parfois des troubles du langage. Il existe des pathologies psychia-
triques et somatiques comorbides comme une déficience intellectuelle observée dans un

tiers des cas.

Les T'SA sont a ce jour considérés comme la pathologie psychiatrique la plus héritable (de
56 4 95%), argument trés en faveur d’une origine génétique a ces troubles. Diagnostiquées
chez plus de 25% des patients, les étiologies génétiques sont trés hétérogénes. De méme,
la trés grande hétérogénéité clinique des TSA est difficile & appréhender. L’étude de
familles ou plusieurs individus sont atteints de TSA (familles multiplexes (MPX)) vise &
établir une corrélation génotype-phénotype au sein d’une cohorte puis individuellement

pour chaque famille.

L’étude de 49 patients avec TSA et de leurs 88 apparentés issus de 17 familles multiplexes
recrutées dans la cohorte internationale PARIS (Paris Autism Research International
Sibpairs) montre au plan clinique une importante sur-représentation des comorbidités
psychiatriques tant chez les patients que chez les apparentés en comparaison avec les
données en population générale (respectivement 73,7%, 70% et 18,6%) (p-value=2,3e-
13).

Du point de vue génétique, I’étude des variants de novo exoniques dans cette cohorte
montre un taux similaire chez les patients et les apparentés (1,68 variants de novo par
individus contre 1,07 respectivement). Il n’existe pas d’enrichissement de ces variants
dans des génes a expression cérébrale ou dans des génes déja impliqués dans les TSA.
En comparaison avec les données déja publiées concernant la fréquence des mutations de

novo exoniques dans les familles avec un seul individu atteint de TSA (familles simplexes
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(SPX)), il apparait que les patients de familles SPX ou MPX présentent des taux de
variants de novo similaires. En revanche, les apparentés des familles SPX présentent un
taux plus faible (1,02 variants par individu) que les apparentés des familles MPX, faisant
évoquer des mécanismes biologiques différents dans ces deux types de familles. Méme si

les variants de movo ne peuvent & eux-seuls expliquer ces manifestations cliniques dans

les familles MPX.

Le "multiple hit model" décrit la complexité d’'un modéle polygénique de ces troubles. Il
s’agit de la traduction phénotypique de I'addition de l'effet délétére de variants de novo
et hérités chez un méme individu. Ceci peut étre proposé pour expliquer la récurrence
et I'hétérogénéité clinique de 'autisme au sein d’une famille MPX. L’étude d’une de ces
17 familles illustre la corrélation génotype-phénotype en fonction du statut clinique. La
mise en évidence d’un fond génétique commun d’une part et la sur-représentation des
pathologies psychiatriques chez les apparentés des familles MPX d’autre part suggére
la possibilité d’un recoupement physiopathologique des TSA et des autres pathologies
psychiatriques.

Une autre fagon de préciser les corrélations phénotype-génotype est de regrouper des
patients porteurs d’'une méme anomalie génétique et d’étudier leur phénotype. Les génes
de la famille des Neuroligines (NLGN1, NLGN2, NLGN3, NLGN4X, NLGN}Y') inter-
viennent dans l’adhésion cellulaire au niveau du systéme nerveux notamment, mais leur
role précis dans les TSA reste encore a préciser. Une méta-analyse vise & évaluer la cor-
rélation génotype-phénotype pour les génes des NLGN, et notamment pour NLGN4X et
NLGNJ4Y, et ensuite & comparer ces résultats avec les phénotypes de patients de familles
multiplexes présentant 1 délétion de novo et 1 duplication héritée de NLGN4Y et d’indi-
vidus présentant 3 microdélétions et 2 microduplications de NLGNJ issus d’'une cohorte

de 212 garcons atteints de T'SA.

Les TSA apparaissent comme un modéle de maladie neuro-développementale complexe
causée par la conjonction d’étiologies génétiques, épigénétiques et environnementales qui
rend difficile la prédiction des symptomes cliniques. Le travail conjoint des psychiatres
et des généticiens vise & améliorer nos connaissances des TSA, & mieux appréhender les
anomalies & 1’échelle du géne, de la fonction protéique et de la fonction cérébrale ou
synaptique. La connaissance plus approfondie de ces mécanismes physiopathologiques
a travers l'étude des familles MPX permettra a ’avenir de développer des approches

pharmacogénétiques spécifiques des anomalies génétiques de chaque patient atteint de
TSA.
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Chapitre 1

Introduction

Le Ministére des Affaires Sociales et de la Santé a déclaré en 2012 l'autisme comme
grande cause nationale. En 2013, un plan Autisme a été mis en place et reconduit pour
la 3éme fois jusqu’a 2017. A plusieurs reprises, la Haute Autorité de Santé a diffusé des
recommandations concernant les objectifs & atteindre pour le diagnostic et le soin de
cette pathologie. L’autisme et plus largement les troubles du spectre autistique (TSA)
font I'objet de nombreuses études qui ont conduit & reconsidérer les étiologies de ces

troubles.

La présente thése a plusieurs objectifs : d’abord la recherche de variants de novo et leur
implication dans les troubles observés dans plusieurs familles multiplexes (présentant
plusieurs individus atteints sur une ou plusieurs générations), ensuite une analyse plus
détaillée d’une de ces familles illustrant I'impossibilité d’expliquer le phénotype sans
considérer les variants génétiques hérités, enfin la recherche de variants dans les génes
des neuroligines impliqués dans ’adhésion cellulaire des neurones, la mise en évidence de
mutations génétiques et I’analyse clinique détaillée des patients présentant une anomalie
génétique donnée afin de mieux comprendre la physiopathologie des Troubles du Spectre

Autistique.

A plus long terme, ce travail vise & montrer comment la Recherche clinique et génétique
permet un service rendu aux patients. Néanmoins, ’ensemble des recherches présentées
sont & remettre dans leur perspective historique quant a la relativité des connaissances

scientifiques limitées au temps de leur découverte.
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1.1 Les Troubles du Spectre Autistique

1.1.1 Diagnostic clinique

Depuis la description sémiologique en 1943 de I’Autisme de Kanner [1] et du syndrome
d’Asperger [2], de nombreuses classifications nosographiques se sont succédées. Suite a la
parution du Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders-5 (DSM-5) en 2013,
le terme d’autisme a été élargi et remplacé par le diagnostic de Troubles du Spectre

Autistique qui rend davantage compte de la forte hétérogénéité clinique de ces troubles
3]

Les TSA se caractérisent par la survenue avant I’dge de 36 mois d’une altération ma-
jeure de la communication sociale (verbale et non-verbale), des intéréts restreints et des
comportements stéréotypés. Le sexe-ratio déséquilibré est de 1 fille pour 4 gargons a 1
fille pour 8 garcons selon I'importance du déficit intellectuel associé (respectivement sans
et avec déficience intellectuelle) [4]. Cependant, ces données épidémiologiques pourraient
tendre vers une rééquilibration du sexe-ratio selon l'idée qu’il existe un biais diagnos-
tique di en partie aux critéres diagnostiques établis & partir de cohortes de garcons,
ainsi qu’une meilleure adaptabilité symptomatique des filles présentant un autisme de
haut-niveau et de la plus grande tolérance sociétale en terme de timidité et de réserve

du comportement attendu chez les filles [5].

La fréquence de ces troubles est en constante augmentation et est actuellement estimée
a environ 1% de la population générale [6], [7], [8], voire & 1.5% en Finlande, en Suéde
et au Danemark [9]. Cette augmentation peut étre due a une réelle majoration de ces
troubles, & un faible taux diagnostic antérieur, ainsi qu’a un élargissement des critéres
diagnostiques ou a une conjonction des ces différentes hypothéses. Les études épidémio-
logiques longitudinales & venir permettront de quantifier I’augmentation de la prévalence

de ces troubles et préciser leurs étiologies.

1.1.1.1 Evolution sémiologique

Comme de nombreuses pathologies psychiatriques, les Troubles du Spectre Autistique

ont fait I'objet de plusieurs remaniements quant & leur définition sémiologique.

Au début du XIXéme siécle, les troubles de la communication sont les premiers symp-
tomes mis en évidence. Itard est le premier a publier des observations d’enfants mutiques
[10]. Puis Bourneville [11] décrit des tics moteurs et mouvements stéréotypés chez des

enfants atteints de ce qu’il nomme la sclérose tubéreuse.
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Au début du XXéme siécle, trois grandes hypothéses diagnostiques émergent pour re-

grouper les symptomes.

Initialement, se pose la question d’un trouble démentiel :
- Démence précoce de Kraepelin a la fin du XIXeéme siécle [12]

- Démence infantile d’Heller en 1906.

Puis, de troubles schizophréniques, appartenant au champ de la psychose dans la théorie
freudienne :

- Bleuler invente le premier le terme d’autisme pour décrire le repli de la schizophrénie
[13],

- Puis Mélanie Klein travaille sur la démence précoce et la schizophrénie infantile [14].

Il faut attendre 1943 pour que soient décrits les troubles autistiques du contact affectif par
Kanner comportant un isolement social extréme (« aloneness »), un besoin d’immuabilité
(« sameness »), une rigidité du comportement associé a un langage atypique. Il tire de
ces observations la notion de « méres réfrigérateurs » qui seraient a l'origine de 1’absence

de développement normal des patients [1].

La méme année, Asperger énonce a partir de ses observations cliniques la psychopathie
autistique qui comporte des perturbations du contact (empathie et anticipation limitées),
des difficultés de communication et d’adaptation sociale, ainsi que des exploits intellec-
tuels contrastant avec des capacités décrites comme lacunaires [2]. C’est Lorna Wing qui
en 1981, utilise le terme de «syndrome d’Asperger» & propos de 4 patients présentant ces

compétences sociales, linguistiques et cognitives particuliéres antérieurement décrites.

Le courant psychanalytique évoque le diagnostic de psychose infantile et de dysharmonie
évolutive pour décrire les différentes formes cliniques, réservant le terme d’autisme & la
description clinique "pure" de Kanner. Cette nosologie a été utilisée majoritairement
en France. Le terme d’autisme étant utilisé pour une symptomatologie plus large aux

Etats-Unis [15].

Pour certains écrits psychanalytiques, la cause principale de la survenue de l'autisme
chez un bébé s’installe a un stade trés précoce par I'impossibilité de mettre en place les
enveloppes psychiques par la co-construction relationnelle avec la mére. Il s’agit pour
les psychanalystes d’un développement anormal encore plus précoce que la psychose
infantile qui consiste en une impossibilité d’individuation du bébé, la relation mére-bébé
étant dans les deux cas la cause des traumatismes ne permettant pas de mettre en place

un développement névrotique [16].

Bruno Bettelheim tente d’expliquer I’autisme en faisant ’homologie entre son expérience

concentrationnaire durant la seconde guerre mondiale et les symptomes autistiques [17].
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Ensuite, a cette époque, parmi ceux qui considérent ’autisme comme un trouble spéci-
fique, on trouve Margareth Mahler qui oppose I'autisme infantile, caractérisé selon elle
par une "hallucination négative de la réalité", a la "psychose symbiotique ayant pour
but de maintenir un lien délirant & une mére archaique, projetée sur tous les objets"
[18]. On peut encore citer Creak (1961) qui tente d’apporter une définition plus large des
troubles autistiques en y incluant la schizophrénie infantile. Cette définition est par la

suite complétée par les travaux de Rutter et Schopler [19].

Parallélement, de précédents travaux ont cherché a doter la médecine d’une méthode
scientifique, tel qu’en témoignent les travaux de Louis Pasteur et de Claude Bernard,
fondateur de la médecine expérimentale [20]. Depuis cette avancée majeure qu’est 'in-
vention de la médecine basée sur les preuves ("evidence-based medicine”), les progrés
techniques majeurs ont permis ’accroissement des connaissances médicales notamment
dans le domaine des neurosciences, permettant une lecture nouvelle des pathologies neu-
rologiques et psychiatriques. Le développement des moyens de communication et des
outils de recherche a mis en lumiére la nécessité d’harmoniser les diagnostics afin que
I’homogénéisation puisse servir de base aux différentes études clinique et de recherche

internationales.

1.1.1.2 Evolution des classifications diagnostiques

De ce fait, plusieurs classifications diagnostiques ont été proposées.

En France, deux grands systémes validés de classification des pathologies psychiatriques
sont utilisés de fagon prioritaire. Il s’agit de la Classification Internationale des Mala-
dies (CIM) [21] et du Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM) [3].
Il existe également la Classification Frangaise des Troubles Mentaux de I’Enfant et de
I’Adolescent (CFTMEA) [22| mise & jour en 2000, établie & partir de la théorie psycha-

nalytique et globalement moins usitée sur le plan national et international.

La CIM-10 est une classification publiée par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS).
Elle sert de référence pour les études épidémiologiques portant sur les causes de mor-
bidité et de mortalité en médecine. Le DSM a été congu et publié par 1’Association
Américaine de Psychiatrie (APA) comme un manuel de référence catégorisant les pa-
thologies psychiatriques. La cinquiéme version (DSM-5) actuelle est la plus utilisée au

niveau international.

La figure 1.1 illustre les différents intitulés diagnostiques en fonction de I’évolution des

classifications.
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DSM-IIl (1980) DSM-III-R (1987)  |CIM-10 (1992) CFTMEA (2000) DSM-IV (1994) DSM-V
DSM-IV-TR (2000)
Trouble Global TED (1992) TED (1993) Psychoses précoces (TED) TED (1996) TSA (2013)
du Développement
Trouble autistique |Autisme infantile Autisme infantile précoce Trouble autistique Trouble du
Autisme infantile type Kanner spectre autistique
Autisme atypique Autres formes de "autisme : TED non spécifié
autres TED Psychose précoce déficitaire
Retard mental avec troubles autistiques |Syndrome de Rett
Syndrome complet Autres psychoses précoces ou autres
TED
Syndrome résiduel Dysharmonie psychotique
Syndrome de Rett Troubles désintégratifs Troubles désintégratifs
Autres troubles de l'enfance de l'enfance
désintégratifs
Syndrome d'Asperger Syndrome d'Asperger Syndrome d'Asperger inclus dans TSA

Troubles hyperactifs avec
retard mental et stéréotypies

TED non spécifié | TED sans précision TED non spécifié
(dont autisme atypique)

FIGURE 1.1: Evolution des intitulés diagnostiques des TSA en fonction des classifica-
tions

Les versions antérieures qui ont permis d’aboutir au DSM-IV tendaient & introduire des
catégories diagnostiques, tandis que le DSM-5 apporte une vision plus dimensionnelle,
puisque n’est retenue qu’une seule entité, les Troubles du Spectre Autistique (TSA),
dont le retentissement doit étre évalué par diverses échelles de fonctionnement. C’est
d’ailleurs ce que Rutter dans une revue de la littérature publiée en 2011 préconisait [23].
Il estimait que le nombre de diagnostics différents devait étre réduit et que les approches

catégorielles et dimensionnelles devaient étre combinées.

1.1.1.3 Critéres diagnostiques selon le DSM-5

Le DSM-5 définit les critéres diagnostiques des troubles du spectre autistique comme une
altération significative par rapport & ce qui est attendu pour ’age de :

- Altération qualitative de la communication sociale (verbale et non-verbale),

- Caracteére restreint, répétitif et stéréotypé des comportements, des intéréts et des acti-

vités [3].

Les symptomes doivent étre présents depuis la petite enfance, méme s’ils peuvent se
manifester pleinement uniquement au moment ol les demandes sociales dépassent les
capacités individuelles. Ces symptomes doivent limiter ou altérer le fonctionnement quo-
tidien. Et ces perturbations ne doivent pas étre mieux expliquées par une déficience

intellectuelle ou un retard global de développement (Annexe 1).

Le diagnostic de Syndrome d’Asperger a disparu du DMS-V, le diagnostic de TSA devant

préciser s’il existe ou non un retard de langage et une déficience intellectuelle associés.
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1.1.1.4 Hétérogénéité clinique et Comorbidités

Il existe une trés grande hétérogénéité clinique des TSA rendant difficile leur diagnostic.
En effet, les TSA représentent un ensemble de symptémes extrémement hétérogéne tant
du point de vue de leur expression que de leur intensité. Le terme de Troubles du Spectre
Autistique tend & prendre en compte ce caractére cliniquement contrasté en créant un

continuum clinique entre normal et pathologique.

Les premiers symptomes peuvent apparaitre trés précocement dans le développement
du bébé : dés les premiers mois des difficultés de sourire-réponse ou un contact visuel
fluctuant ou insuffisant. Les symptomes peuvent correspondre vers 4 mois & un défaut
d’attitude anticipatoire ou d’ajustement postural, vers 8-10 mois & un défaut d’attention
conjointe et un défaut d’orientation vers les stimuli sociaux, vers 14-18 mois & une absence

de pointage proto-déclaratif et vers 2 ans une absence d’accés au langage.

Dans une proportion non négligeable de cas, le développement précoce semble tout a fait
normal pour I’dge, mais se produit vers 18 a 32 mois une régression comportementale
et langagiére sans qu’une comorbidité somatique, notamment neurologique, soit apparue
et puisse expliquer le tableau régressif. Par ailleurs, apparaissent des intéréts restreints
et des comportements stéréotypés comme un intérét pour ce qui tourne, les détails des
objets avec une absence de jeu conventionnel, des stéréotypies motrices (flapping) ou
des comportements d’autostimulations visuelles, buccales, vestibulaires, vocales, sonores
[24].

Un outil de dépistage clinique précoce, le M-CHAT (Modified-Check-List for Autism in
Toddlers) [25] peut étre utilisé pour les enfants agés de plus de 18 mois par tout pro-
fessionnel de la petite enfance. Le diagnostic clinique ne sera confirmé classiquement
qu’aprés ’age de 3 ans du fait de la trés grande variabilité développementale des en-
fants & cet dge. Il fera suite & une évaluation clinique spécialisée en pédopsychiatrie a
laide d’outils diagnostiques standardisés (ADI-R (Autism Diagnostic Interview Revi-
sed), ADOS (Autism Diagnostic Observation Schedulde), échelles de réciprocité sociale
(SRS), échelles de communication (ECSP, Mullen), bilan psychologique (Raven, WISC

en fonction de I’age et des compétences verbales des patients), bilan psychomoteur) [26].

Dans cette évaluation, il est fondamental de prendre en compte & la fois 'hétérogénéité
clinique des TSA, ainsi que les comorbidités psychiatriques (Trouble/Déficit de 1’ Atten-
tion avec ou sans Hyperactivité (TDAH), troubles anxieux, dépression, schizophrénie
principalement a 1’age adulte) troubles du sommeil (40-60%)[27]) et somatiques (épilep-
sie associée (12,5%) (28], troubles digestifs [29] ou métaboliques). Environ un tiers des

patients présentent une déficience intellectuelle associée [7, 30].
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Méme si la plupart des symptémes autistiques sont relativement stables entre 4 et 14 ans,
plusieurs études ont montré que la trajectoire clinique de certains patients pouvait ne
pas étre linéaire. Approximativement 10% des enfants clairement atteints dans ’enfance
accroissent rapidement leurs habilités sociales et de communication et ont une diminution

considérable de 'impact de leur handicap a I’age adulte [24].

Puisqu’il existe des trajectoires développementales différentes au sein de ces troubles,
mais que celles-ci sont peu prévisibles, on comprend l'intérét des stratégies d’inter-
ventions thérapeutiques précoces, adaptées et intensives qui montrent leur intérét dans
I’amélioration des fonctions cognitives et adaptatives des jeunes enfants atteints de TSA
(figure 1.2).

1.1.1.5 Diagnostics différentiels

La question des diagnostics différentiels dépend de 1’age auquel le diagnostic de TSA est

évoqué.

Chez les enfants, les principaux diagnostics différentiels & éliminer peuvent étre séparés

selon leurs causes somatiques ou psychiatriques.

Du point de vue somatique, on cherche a éliminer systématiquement :

- un trouble neuro-sensoriel (hypoacousie/surdité, troubles neurovisuels graves),

- une pathologie neurologique innée ou acquise (malformation, tumeur cérébrale, séquelles
d’accident vasculaire cérébrale néonatal, de méningite, encéphalopathie épileptique),

- un syndrome polymalformatif grave n’entrant pas dans le cadre d’autisme syndromique,

- une maladie métabolique de surcharge (phénylcétonurie), une maladie mitochondriale.

Sur le plan psychiatrique, les principaux diagnostics différentiels & évoquer sont :

une déficience intellectuelle sévére,

une retard global de développement,

une phobie sociale sévére,

un retard de langage isolé,

une carence relationnelle majeure (hospitalisme, maltraitance sévére).

Chez les adultes, on se pose la questions des diagnostics différentiels suivants :

- une schizophrénie principalement,

une phobie sociale séveére,

un trouble du langage expressif ou mixte

- un trouble grave de la personnalité.

Chez l'adulte, c¢’est la reprise anamnestique précise qui permet de faire la différence entre

TSA et schizophrénie, avec le risque de biais de mémorisation du patient et de sa famille.
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FI1GURE 1.2: Expressions géniques dans le cerveau humain en fonction du temps, trajec-
toires développementales observées chez les patients avec TSA (a) Les premiers symp-
tomes des TSA sont présents dans les 2 premiéres années de vie. (b-d) Trajectoires
développementales de 6975 enfants avec TSA suivis du diagnostic a 'age de 14 ans. 6
trajectoires distinctes étaient définies a partir de chaque signe cardinal de I'autisme (in-
teractions sociales, communication sociale, intéréts restreints). Les pourcentages entre
parenthéses indiquent la proportion de sujets qui montrent chaque trajectoire. (e-f)
Trajectoires d’expression des génes associés a la prolifération cellulaire, double-cortin
immunopositive cells (DCX), dendrites, synapses et myélinisation dans le cortex céré-
belleux et le néocortex humain. Source : Delorme, Nature medicine, 2012 [24]

1.1.1.6 Apport des recommandations récentes

Les recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS) concernant la prise en charge
des Troubles du Spectre Autistique visent & standardiser ’approche diagnostique et thé-
rapeutique de cette pathologie en fonction des connaissances médicales générées par
I’ "evidence-based medicine". La premiére version de ces recommandations datent de 2005,

avec un complément en 2012 [26].

Cet avis comporte des recommandations de bonnes pratiques. Pour porter le diagnostic de
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TSA, 'HAS recommande une évaluation clinique associée a 'utilisation d’outils standar-
disés (ADOS, ADI-R, CARS). Sur le plan psychiatrique, I’évaluation du retentissement
des troubles comprend un bilan cognitif, un examen du langage et de la communication,
ainsi qu'un examen du développement psychomoteur et sensorimoteur (Profil sensoriel

de Dunn [31]).

Il est ensuite recommandé de procéder & un bilan étiologique et un bilan des comorbidités
par l'interrogatoire des parents sur ’histoire de la grossesse, les antécédents personnels
et familiaux, un examen clinique neurologique, dysmorphologique, auditif et ophtalmo-

logique.

Un certain nombre d’investigations complémentaires doivent étre réalisées de maniére
systématique :

- examen de la vision et de I’audition : Potentiels Evoqués Auditifs, Audiogramme,

- bilans neurométaboliques,

- EEG de veille et de sieste pour dépister une éventuelle épilepsie infraclinique,

- bilan neuropédiatrique : IRM cérébrale morphologique et avec spectroscopie pour dé-
pister de facon non invasive un déficit en créatinine,

- examen génétique (c.f. Chap 1.3.2).

Ainsi ces investigations visent & éliminer un diagnostic différentiel, & déterminer une

étiologie au TSA et & dépister une éventuelle comorbidité.

1.1.2 Etiologies des TSA

Les étiologies des TSA sont controversées, méme si les théories analytiques sont aujour-
d’hui presque complétement exclues. Les TSA sont consisérés comme un trouble neuro-
développemental dans lequel intervient une conjonction complexe de facteurs génétiques,

environnementaux et épigénétiques [32, 33].

1.1.2.1 Hétérogénéité étiologique

Les TSA sont & ce jour considérés comme les troubles neuropsychiatriques les plus hé-
ritables (56 & 95%) [34], argument trés en faveur d’une origine génétique & ces troubles.

La figure 1.3 résume les catégories étiologiques actuellement connues dans les TSA.

1.1.2.2 Causes environnementales des TSA

Du fait de nombreux facteurs confondants et de la difficulté de mener des études de

cohorte longitudinales, les étiologies environnementales qui pourraient étre impliquées
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Etiologies
épigénétiques

,,,,,

dans les TSA sont difficiles & mettre évidence avec un bon niveau de preuve. A ce jour,

seules quelques hypothéses environnementales ont pii étre retenues.

L’age parental avancé représente un facteur de risque environnemental important pou-
vant étre dit & 'accumulation dans le temps de mutations dans la lignée germinale [35].
Egalement, I’absence de supplémentation en folates avant et durant le premier trimestre
de la grossesse et la prématurité sont associés & une augmentation du risque de dévelop-
pement d’'un TSA [36].

D’autres hypothéses environnementales comme les infections virales durant la grossesse
ou les premiers mois de vie, ainsi que d’autres facteurs néonataux (hypoxie néonatale,
exposition in utero ou précoce a des traitements) ou un déficit en vitamine D demeurent

controversées [37, 38|.

Certaines hypothéses n’ont pas a ce jour été retenues comme la vaccination, I'intoxica-
tion aux métaux lourds, les intolérances au gluten ou a la caséine. De méme, la relation
parents-enfant n’est pas une cause environnementale de TSA (méme si le TSA a néces-

sairement un retentissement sur la relation parents-enfant).
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D’autres hypothéses plus récentes d’interactions avec ’environnement émergent depuis
plusieurs mois, mais n’ont pas encore été infirmées ou confirmées compte-tenu du peu

d’études publiées. Il s’agit par exemple du déséquilibre du microbiote intestinal [39].

1.1.2.3 Etiologies génétiques

Les TSA sont & ce jour considérés comme la pathologie psychiatrique la plus héritable
[40]. Cette forte héritabilité des TSA fait envisager une forte composante génétique a ces
troubles. Cette héritabilité peut différer d’une famille a une autre. Les études familiales
ont été réalisées afin de mieux comprendre la transmission des TSA. La phylogénie, la
présence de traits autistiques chez les parents et de comorbidités psychiatriques dans
la famille peuvent donner des informations sur les modes de ségrégation. Les études de
jumeaux montrent un trés fort taux de concordance chez les gargons (61%), moindre chez
les filles (19%) et le risque relatif pour un enfant a naitre dans une fratrie ot un enfant

est déja atteint est de 2,25 [41].

Diagnostiquées chez plus de 25% des patients, les étiologies génétiques sont trés hétéro-
génes [24, 42]. Le diagnostic des anomalies génétiques présentes chez les patients atteints
de TSA dépend de I’évolution des technologies utilisées. Compte-tenu de leur évolution
constante, ce nombre est amené a croitre rapidement. Parmi les étiologies génétiques,
plusieurs pathologies monogéniques sont aujourd’hui bien repertoriées, les autres étiolo-
gies comprennent les anomalies chromosomiques microscopiques ou inframicroscopiques,

et les anomalies géniques.

Historiquement, les premiéres anomalies décrites correspondaient & des anomalies mono-
géniques dans le cadre d’autisme syndromique. Ensuite, ont été décrites des anomalies &

I’échelle chromosomique, puis & 1’échelle du géne.
Syndromes mendéliens : Autisme syndromique

Les cas d’autisme syndromique sont décrits chez des patients de méme phénotypes autis-
tique et dysmophique qui sous-tendent des anomalies génétiques récurrentes. Il s’agit le
plus souvent d’un modéle d’anomalies monogénétiques qui ségrégent de fagon dominante,

récessive ou liée a I’X selon un modéle mendélien.

— Le syndrome de Rett est un syndrome autistique particulier (dans le DSM-5)
qui se caractérise cliniquement, chez les filles uniquement, par la survenue, aprés
une période d’environ un an de développement normal, d’une régression rapide
des acquisitions. Le tableau clinique est dominé par des stéréotypies manuelles
majoritairement sur la ligne médiane associées a un retrait social, une absence de

langage et des troubles de la marche avec ou sans épilepsie associée. Il existe une
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atrophie cérébrale diffuse, affectant surtout la substance grise se traduisant par
une décélération de la croissance du périmétre crénien et a terme une microcépha-
lie. La mutation responsable est située sur le géne MeCP2 (methyl-CpG-binding
protein 2) situé sur le bras long du chromosome X, dans la région Xq28. La pré-
valence de ce syndrome est estimée & 1/15000 en Europe. Les mutations du géne
MeCP2 se produisant généralement de movo, le risque de récurrence empirique
est faible (estimé a moins de 1/300) [43|. Chez les garcons, des mutations du géne
MeCP2 sont associées & des encéphalopathies, tableau clinique différent n’entrant
pas dans le cadre du syndrome de Rett. Ce syndrome a récemment été associé a

des mutations des génes CDKL5, Nétrine G1.

— Le syndrome de I’X-fragile (FXS) est la cause la plus fréquente de retard
mental d’origine génétique, il peut aussi entrainer des symptomes autistiques. Sa
prévalence estimée est entre 1/2500 a 1/4000. Du point de vue développemen-
tal, il existe un retard des acquisitions psychomotrices et langagiéres. Le déficit
intellectuel et les troubles du comportement de type autistique y sont variables
et plus sévéres chez les gargons. Les filles peuvent ne présenter que des troubles
des apprentissages avec QI normal jusqu’a des symptomes autistiques d’intensité
généralement moins sévére. La plupart des garcons et environ 30% des filles ont
un déficit intellectuel significatif a 1’age adulte [44]. Chez les gargons et 50% des
filles, les troubles intellectuels s’associent a des troubles du comportement et/ou
a des signes dysmorphiques caractéristiques : visage étroit et allongé, oreilles et
front proéminents, hyperlaxité des doigts, pieds plats et macro-orchidie chez le
gargon apreés la puberté. Le FXS est dit & des anomalies du géne FMR1 (Xq27.3),
causées par 'expansion de la répétition de triplets (CGG)n dans sa région 5’ non
traduite. Ces mutations complétes proviennent d’alléles instables, prémutés (55 a
200 répétitions de CGG). La transmission est dominante liée a I'X, & pénétrance
incompléte chez les filles. De rares cas de mutations ponctuelles intragéniques de
FMR1 sans expansion de répétitions CGG ont été décrits. Le géne FMR1 code
FMRP, une protéine de liaison & TARNm qui régule la synthése protéique et
d’autres voies de signalisation dendritiques. L’inhibition transcriptionnelle de la
protéine FMR1 réduirait la plasticité et la modulation synaptique dans ’ensemble

du cerveau [45].

— La sclérose tubéreuse de Bourneville : De transmission autosomique domi-
nante, elle présente une prévalence de 8,8/100 000. Elle se caractérise par des

symptomes autistiques et une déficience intellectuelle variable dans plus de 50%
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des cas. Le diagnostic est évoqué cliniquement principalement par la présence de
lésions évocatrices : angiofibromes cutanéo-faciaux, tumeurs de Koenen, plaques
fibreuses du front et du cuir chevelu, angiomyolipomes rénaux, nodules sous-
épendymaires ou tubers corticaux multiples, hamartomes rétiniens. Il existe dans
60% des cas une épilepsie souvent résistante. Deux locus majeurs ont été identifiés,
I'un en 9q34 (TSC1), lautre en 16pl3 (T7'SC2) (génes suppresseurs de tumeur)

avec une grande variabilité dans leur expression [46].

Anomalies cytogénétiques

Les anomalies cytogénétiques sont classées en deux grands groupes : les anomalies chro-

mosomiques et les remaniements chromosomiques cryptiques.

Les anomalies chromosomiques détectées par le caryotype conventionnel comptent pour
3 & 7% des cas de Troubles du Spectre Autistique [47]. Tous les chromosomes ont été

impliqués au moins une fois chez les patients.

Il s’agit d’anomalies du nombre de chromosomes en particulier de trisomies ou de dé-
létions et de duplications de fragments de chromosomes. L’utilisation de la technologie
d’hybridation in situ (FISH) a permis de mettre en évidence des réarrangements de pe-
tits fragments chromosomiques dans de nombreux cas d’autisme syndromique comme

par exemple :

— Le syndrome d’Angelman : Anciennement appelé "Happy Puppet Syndrome",
le syndrome d’Angelman se caractérise cliniquement par une hypotonie précoce
avec retard global de développement. Aprés 2 ans, sont au premier plan une défi-
cience intellectuelle sévére, une absence de langage, des symptomes autistiques
avec flapping provoqués par des éclats de rire. Le développement moteur est
retardé avec une ataxie entrainant une démarche raide et dandinante de "pan-
tin". Des éléments dysmorphiques regroupent une microcéphalie, une macrosto-
mie, une hypoplasie maxillaire, un prognatisme, une hypopigmentation iridienne
(évocatrice d'une délétion de la région 15q11). Le comportement apparait souvent
joyeux, avec une hyperactivité sans agressivité, des troubles attentionnels et une
hyperexcitabilité. Souvent il existe une hypersensibilité a la chaleur, ainsi qu'une
fascination pour ’eau. Dans de nombreux cas, une épilepsie est associée avec des
anomalies EEG spécifiques (activité delta triphasique a prédominance frontale).
Sa prévalence mondiale est estimée de 1/20000 & 1/10000. Ce syndrome est causé
par différentes anomalies génétiques de la région 15q11.2-q13 : délétion de la ré-

gion dans 60 & 75% des cas, disomie uniparentale paternelle dans 2 a 5% des cas,
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défaut d’empreinte dans 2 a 5% ou mutation du géne UBE3SA dans 10% des cas
(et plus rarement UBE3B) [48].

— Le syndrome de Prader-Willi est une maladie génétique rare (1/25000 nais-
sances). Une hypotonie majeure pendant la période néonatale et les deux pre-
miéres années de vie entraine des troubles de la déglutition qui s’améliorent avec
le temps. Un syndrome dysmorphique est présent et comporte un front étroit, des
yeux en amande, une lévre supérieure fine avec des coins de la bouche tombants.
Les extrémités sont courtes, avec des petits pieds et des petites mains. Il existe un
retard statural di & un déficit en hormone de croissance et un développement pu-
bertaire incomplet. Aprés I'Age de deux ans, s’instaurent des troubles du spectre
autistique avec déficit intellectuel modéré, associés a des difficultés d’apprentissage
et des troubles du comportement, notamment alimentaires avec une hyperphagie
importante par absence de satiété entrainant un risque d’obésité morbide [49].
Ce phénotype est associé a des anomalies du chromosome 15 trés hétérogénes sur
le plan génétique apparaissant le plus souvent de fagon accidentelle et sporadique,
il est souvent retrouvé une délétion de la région 15ql1-q13 d’origine paternelle
(70% des cas), une translocation déséquillibrée de novo (5%), une disomie uni-
parentale maternelle (25-30%), un défaut d’empreinte (1-2%) [50] ou encore une

mutation des génes SnoRNA [51]. Les cas familiaux sont trés rares.

Les remaniements chromosomiques cryptiques comprennent les syndromes microdélé-

tionnels et microduplicationnels.
Parmi ces anomalies, on peut citer :

— Le syndrome de Digeorge, encore appelée syndrome de microdélétion 22q11.2,
quelque fois suspectée in utero se caractérise par ’association d’une cardiopathie
conotroncale congénitale (77% des cas) et une dysmorphie faciale mineure (ptosis,
hypertélorisme, épicanthus, base nasale proéminente, hypoplasie malaire), pou-
vant aller jusqu’a des formes complétes avec un syndrome vélocardiofacial. A la
naissance, se manifestent un déficit immunitaire en lien avec une hypoplasie du
thymus et une hypocalcémie néonatale due a une anomalie des parathyroides. Il
existe des troubles du comportement associé a des traits autistiques d’intensité
variable. Le retard du développement est fréquent.

Le syndrome est lié & une délétion de 3Mb récurrente (3% des cas), affectant no-
tamment le géne T'BX1. I’incidence de la microdélétion 22q11 dans la population

est estimée & 1/5 000 naissances. La microdélétion 22q11 est présente chez plus
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de 95% des patients et se transmet selon un mode dominant et dans 10 a 20%
des cas, I'un des deux parents est porteur de cette anomalie. Cependant, dans la

plupart des cas, l'accident chromosomique survient de novo [52].

— Le syndrome de Sotos : Le diagnostic clinique repose sur la présence de symp-
tomes cardinaux : croissance excessive pendant I’enfance, macrocéphalie, dysmor-
phie évocatrice (visage étroit et allongé, menton pointu, front large et bombé,
cheveux fins et parsemés, hypertélorisme, fentes palpébrales obliques, en bas et en
dehors) et des degrés variables de difficultés d’apprentissage. D’autres symptomes
inconstants peuvent étre présents comme des anomalies cardiaques, squelettiques,
une épilepsie, des retards du développement psycho-moteur, des symptémes au-
tistiques et un sur-risque de développement de tumeurs. Il est di dans 75% des
cas & des mutations ou des délétions du géne NSD1 situé sur le chromosome 5q35
et codant une histone-méthyltransférase impliquée dans la régulation transcrip-
tionelle. Les mutations surviennent dans la plupart des cas de novo. Mais des cas
de transmission autosomique dominant ont été décrit. Le risque de récurrence est
<1%.

Dans un certain nombre de cas, des TSA ont été décrits chez des patients atteints
du syndrome de Sotos. Trois variants faux-sens ont été diagnostiqués, sans que
le domaine fonctionnel de la protéine soit touché. L’étude de la ségrégation des
alleles de ce locus a montré que les variants étaient hérités de parents porteurs
sains et dans deux cas, les fréres et sceurs n’étaient pas atteints pour un méme
génotype, faisant envisager dans ces cas une autre cause génétique. Ceci suggére
que le syndrome de Sotos est une cause rare de TSA et que ’absence de mutation
du géne NSD1 en cas de TSA avec macrocéphalie n’élimine pas le diagnostic de

syndrome de Sotos [53].

La figure 1.4 résume les principales étiologies génétiques syndromiques et non syndro-

miques connues dans les TSA.
Anomalies a I’échelle du géne
Plusieurs syndromes ont été décrits dans les TSA :

— Le syndrome de Smith-Lemli-Opitz : Les patients atteints du Smith-Lemli-
Opitz peuvent également présenter des symptomes autistiques, avec déficit in-

tellectuel et troubles du sommeil. Il existe au plan morphologique des anomalies
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Syndromes génétiq ! A lie généti correspond A ies non synd i Princi génes i
syndrome de Rett = géne MECP2 (Xq28) chrlg21.1 SHANK1/2/3
syndrome de I’X-fragile =>» géne FMRI (Xq27.3) chr2q37 NRNX1/2/3
sclérose tubéreuse de Bourneville = TSCI (9934), TSC2 (16p13) chr6p22.3-p23 NLGN1/2/3/4X/4Y
FRAXE = géne AFF2 (Xq28) chr7q31-q36 ANK3
syndrome d'Angelman => géne UBE3A (15q11-q13) chrllpl12-p13 AUTS2
syndrome de Prader-Willi => délétion 15q11-q13 chr15q11-13 CACNAIC
syndrome de Digeorge = microdélétion 22q11 chr15q24 CHDS8
syndrome de Sotos = géne NSDI (5q35) chrl6pl1.2 CNTNAP2
syndrome de Phelan-McDermid ~ =» délétion 22q13 chr17q12 DISC1
syndrome de Smith-Magenis => délétion interstitielle 17p12 chr17p13.1 HOXA1
chrXp22.2 a Xp22.3 PTEN
chrXp22.3-pter RBFOX1
chrXq12-q13.3 SYNGAP1

FIGURE 1.4: Principales étiologies génétiques syndromiques et non syndromiques
connues dans les TSA

telles qu'une microcéphalie (80%), un rétrécissement bitemporal, une ptose palpé-
brale, une racine du nez courte et élargie, des narines antéversées (90%), un petit
menton, une fente labio-palatine (30%) et une micrognathie. Une cataracte, un
strabisme et un nystagmus peuvent étre observés. Les extrémités présentent une
polydactylie des mains et des pieds, une syndactylie des 2e et 3e orteils (95%) et
un pouce court et proximalement implanté. Les garcons présentent trés fréquem-
ment des anomalies génitales (petit pénis, hypospade, organes génitaux ambigus).
Des anomalies cérébrales peuvent étre observées telles qu'une hypoplasie ou agé-
nésie du corps calleux ou une holoprosencéphalie. Des anomalies cardiovasculaires,
gastro-intestinales peuvent aussi étre présentes. Ce syndrome est lié & une anoma-
lie de la synthése du cholestérol die a des mutations du géne DHCR7 (11q13.4)
de transmission autosomique récessive. Il est plus fréquent en Europe centrale et
en Europe du Nord avec une incidence estimée a 1/20 000-1/40 000 naissances
[54, 55].

— Le syndrome de Phelan-McDermid : Aussi connu sous le nom de syndrome
de microdélétion 22q13.3, ce syndrome se caractérise par une hypotonie néona-
tale, un retard global de développement, une croissance normale ou accélérée, une
absence ou un retard sévére d’acquisition de la parole, un autisme, ainsi qu’une
dysmorphie mineure (oreilles grandes ou de forme inhabituelle, mains relativement
larges, ongles de pieds dysplasiques, sourcils épais, cils longs, dolicocéphalie, joues
pleines, nez bulbeux, menton pointu) [56]. Le sexe-ratio est équilibré, la prévalence
de cette anomalie est & ce jour inconnue. Le géne candidat est le géne SHANKS3,

responsable de TSA avec déficience intellectuelle [57].

Plus récemment, le développement des techniques de séquengage & haut débit ("next
generation sequencing” (NGS)) permet le séquengage de 1’exome et du génome complet

("whole genome sequencing” (WGS)) et donc la recherche d’étiologies a I’échelle du géne.
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Des études de cohortes de patients avec TSA ont confirmé que les mutations de novo
d’un seul géne peuvent étre responsables du trouble [58]. Ces technologies permettent

également la découverte de nouveaux geénes candidats pour les TSA [59].

Néanmoins, la plupart des études récentes mettent en évidence le caractére polygénique
complexe des anomalies génétiques dans les TSA. La physiopathologie évoquée résulte

alors de la combinaison pour un patient de facteurs hérités et de novo.

A ce jour, plus de 700 génes ont été impliqués dans le déterminisme des TSA & des degrés
différents [60]. Chaque anomalie présente une trés faible prévalence (souvent inférieures
a 1%). La figure 1.5 fait la revue de toutes les mutations de novo connues représentées
par chromosome. Certains génes sont impliqués dans un réseau d’interactions protéiques

a role synaptique.

1.2 Diagnostic génétique des TSA

1.2.1 Evolution des techniques en génétique

Les Troubles du Spectre Autistique représentent un ensemble phénotypique hétérogéne
qui peut étre mis en paralléle avec les étiologies génétiques hétérogénes et complexes qui
les sous-tendent. L’évolution des techniques génétiques permet de remettre en question
I'idée d’anomalie monogénique isolée permettant d’expliquer les maladies complexes que

sont les pathologies psychiatriques.

Mis au point en 1956, le caryotype standard, longtemps examen de référence, renseigne
sur les anomalies chromosomiques de nombre ou de structure de grande taille (de plus de
5 a 10 Mb). Cet examen est aujourd’hui réservé a quelques indications précises telles que
le diagnostic d’anomalies chromosomiques équilibrées familiales et éventuellement dans
I'urgence en cas de diagnostic prénatal. Il n’est plus 'examen de référence pour les TSA

et la déficience intellectuelle.

Les techniques de fluorescence par hybridation in situ (FISH) développées dans les an-
nées 1980 représentent une avancée indéniable dans la détection de petits réarrangements
chromosomiques. Cette technique cytogénétique consiste en l'utilisation de marqueurs
fluorescents présentant un haut degré de complémentarité de séquence avec la séquence
d’ADN d’intérét afin de mettre en évidence des CNV des régions étudiées. Aprés mar-
quage et intégration de marqueurs fluorescents associés a la séquence d’intérét, les chro-
mosomes sont observés en microscopie a fluorescence. La localisation et le nombre de
marqueurs fluorescents renseignent sur les anomalies de nombre et d’éventuelles translo-

cations équilibrées ou déséquilibrées (figure 1.6) [62].
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FIGURE 1.5: Mutations de novo dans les TSA représentées par chromosome (périphé-
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Source : Huguet, Ey, Bourgeron, Annu Rev Genomics Hum Genet., 2013 [61]

Ceci a permis aux cliniciens un accroissement du diagnostic génétique proposé aux pa-
tients par la mise en évidence de syndromes microdélétionnels ou microduplicationnels.

Cependant cette technique est une analyse ciblée du génome et ne permet donc de re-

chercher que des anomalies déja connues.

De fagon plus récente, 'utilisation des puces & ADN représente une analyse globale du

génome a haute résolution.

L’avénement de nouvelles techniques de biologie moléculaire (FISH et puces & ADN a
haute résolution) permet de mettre en évidence de petites anomalies chromosomiques

récurrentes chez les patients. Environ 10% des TSA sont imputables & des variations du
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Vysis Prader-Willi/Angelman Region(GABRB3) Probe

FIGURE 1.6: Exemple de diagnostic de duplication en FISH dans le cadre d’un syndrome
de Prader-Willi. Source : University of Wisconsin-Madison [63]

nombre de copies, qui peuvent étre des délétions ou des duplications, de taille variable

(de plusieurs kb a 1Mb) [64]. Mais chacune des anomalies est rare [65].

1.2.2 Les outils diagnostiques

1.2.2.1 Les puces & ADN

Deux types de puces & ADN sont utilisées en diagnostic pour la détection des variations

du nombre de copies (CNV), il s’agit des CGH-arrays et des SNP-arrays.

CGHe-array signifie "Array Comparative Genomic Hybridization”, il s’agit d’une tech-
nique de comparaison de 'ADN d’un patient marqué par un isotope fluorescent avec
ADN d’un sujet contrdle marqué par un second isotope fluorescent. Les échantillons
d’ADN sont hybridés a une séquence connue appelée sondes. Aprés hybridation, I'inten-
sité de la fluorescence de chaque spot est mesurée. Les différences de fluorescence des
deux isotopes (patient et controle) reflétent les différences de nombres de copies entre le
génome de référence et celui du patient. Les caractéristiques des sondes utilisées (taille

et nombre) permettent de connaitre la taille des CNV mis en évidence. Ceci permet de
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FI1GURE 1.7: Principe de la CGH-array.
Source : Laboratoire de cyogénétique, Hopital Robert Debré [67]

révéler un manque (délétion) ou un surplus (duplication) de fragments chromosomiques

par rapport a ce qui est attendu (figure 1.7)[66].

Les puces de type SNP-arrays utilisent une autre méthode, mais permettent de mettre
en évidence les mémes anomalies que la CGH-array. SNP-array signifie Single Nucleotide
Polymorphism genotyping-array. 1l s’agit de I’étude d’un site génique pour lequel deux
alléles sont présents en population générale. Le génotypage des SNP est une technique
basée sur la comparaison de l'intensité de fluorescence entre deux marqueurs. S’il existe
une délétion (perte d'un alléle), I'intensité de la fluorescence est inférieure au témoin
qui posséde les deux alleéles. Les duplications se manifestent par une sur-intensité. Les
SNP peuvent aussi étre utilisés afin d’identifier de grands fragments d’homozygotie dans
le génome pouvant révéler une consanguinité ou une disomie uniparentale impossible a

détecter avec la technique de CGH-array [68, 69].

Ces technologies permettent de détecter en routine de petites variations du nombre de
copies (CNV) qui sont impliqués chez environ 10% des patients avec TSA [64]. Il peut
s’agir de fragments d’un kilobase (kb) a quelques mégabases (Mb) ou encore toucher un
chromosome entier (trisomies, monosomies). Ces CNVs peuvent impliquer un ou plusieurs

genes.
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Les délétions peuvent étre présentes a 'état hétérozygote (une des deux copies man-
quantes), a I’état homozygote (deux copies manquantes) ou encore hémizygotes (délé-
tions sur I'’X chez un homme). Leur pouvoir pathogéne est variable selon les génes ou les

régions génomiques touchés.

Ainsi les CNV sont classés en fonction de leur pathogénie [70] :

- les CNV bénins peuvent se situer dans des régions codantes ou non-codantes, on les
considére comme des polymorphismes sans conséquence sur le phénotype;

- les CNV pathogenes sont le plus souvent des délétions (70% des cas) d’une taille de
plus de 1,5 Mb, ils surviennent souvent de novo ;

- les CNV pathogénes a pénétrance incompléte ou a expressivité variable qui pourrait a
eux-seuls expliquer la maladie, mais qui sont présents chez des apparentés sains;

- les VOUS ("Variant Of Unknown Significance”) dont le caractére pathogéne est in-
déterminé (10% des cas) et représentent des difficultés diagnostiques, la plupart sont

héritées d’un parent.

Ces techniques de microarrays sont maintenant largement utilisées pour le caryotype

moléculaire des patients avec déficience intellectuelle, anomalies congénitales et /ou TSA.

1.2.2.2 Le séquengage de ’exome

L’exome représente la proportion d’ADN qui code I'information protéique via les ARN
messagers, soit 1,5% du génome. Le séquengage de 'exome vise & mettre en évidence
des anomalies & ’échelle du géne comme des mutations ponctuelles ou des substitutions
d’acide aminé. Leur interprétation tient compte notamment de leur conséquence fonc-
tionnelle prédite [71] :

- les variants synonymes n’entrainent pas de modification de ’acide aminé traduit et sont
donc considérés comme bénins;

- les variants non-synonymes entrainent une modification d’un acide aminé et peuvent
donc étre & 'origine d’une modification de la fonction protéique, on parle de mutations
faux-sens ;

- les mutations non-sens entrainent un changement de nucléotides qui crée un codon stop
et entrainent un arrét prématuré de la traduction protéique, ces variants sont fortement
délétéres pour la fonction protéique car la protéine est tronquée ou absente ;

- les "indel" sont des insertions ou des délétions d’un seul ou plusieurs nucléotides qui
peuvent entrainer des modifications du cadre de lecture et la synthése d’une protéine

anormale ou tronquée.

L’ensemble de ces variations peuvent survenir de facon de movo ou étre hérité d’un des

deux parents. La fréquence en population générale, ainsi que les caractéristiques des



Introduction 22

variants vont permettre de déterminer la causalité de la mutation dans le phénotype

clinique.

De facon plus récente, des données de séquencage du génome complet sont disponibles
et se pose la question de 'analyse des régions non-codantes et des régions régulatrices.

Ces techniques sont aujourd’hui réservées a la recherche.

1.2.3 L’apport des données partagées

Les données informatiques liées a l'utilisation des nouvelles techologies (puces & ADN,
séquencage nouvelle génération (NGS)) représentent un volume trés important et néces-

sitent une forte capacité de calcul et d’analyse bioinformatique.

Concernant les données issues du séquencage, "1000 genomes" est un des premiers projets
de compilation des données du génome humain qui vise a explorer sa diversité dans son
ensemble [72]. Dans le domaine de la génétique des TSA, deux grands projets ont vu
le jour afin de compiler les données des études génétiques réalisées. Il s’agit de AutDB
[73] et SFARI ( "Simons Fondation Autism Research Initaitive”) [60]. Initialement pensés
comme des bases de données en ligne, ces sites permettent ’accés & I’ensemble des données
des articles de la littérature scientifique dans le domaine. Il existe & ce jour des 6082
articles référencés dans PubMed traitant de la génétique des TSA, dont 714 uniquement
durant 'année 2014 [74].

Ces bases de données référencent les publications en lien avec des CNV pathogénes et
génes impliqués dans les TSA chez 'Homme, ainsi que les publications correspondant
aux modeéles animaux de TSA et les interactions protéiques. Depuis la derniére mise a
jour en décembre 2014, AutDB référence 667 génes impliqués a des degrés différents dans
les TSA, 2087 loci de CNV, 187 génes étudiés par des modeles expérimentaux (modéles
murins, cellules souches neuronales (IPs cells), modeéles génétiques divers) et 314 protéines
impliquées dans les études d’interactions [73|. Depuis mars 2015, SFARI référence 706
génes impliqués, 2110 loci de CNV, 187 génes étudiés par des modéles animaux et 339
protéines impliquées dans 30780 interactions [60] (Figure 1.8).

Par ailleurs, Eichler et ses collaborateurs ont étudié les détermimants génétiques impli-
qués dans les TSA et la déficience intellectuelle et établi une "morbidity map" référengant
de nombreux génes responsables de ces troubles chez ’'Homme. Une premiére version a

été publiée en 2011 [75] et son actualisation est actuellement disponible depuis 2015 [76].

Un nouveau module du site SFARI est mis en ligne depuis décembre 2014 afin de créer de

fagon collaborative des catégories permettant de classifier les SNP et CNV en fonction de
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FIGURE 1.8: CNV et génes impliqués dans les TSA référencés dans AutDB : 2087 loci
et 667 génes. Source : AutDB [73]

leur "poids" génétique dans la survenue de cette pathologie chez un individu (Figure 1.9)
[77].

Ces bases de données mises au point & des fins de recherche initialement représentent des
aides précieuses pour linterprétation des données de nouvelles études génétiques, ainsi

que dans le domaine de la génétique clinique.

1.3 Geénes, fonctions et TSA

1.3.1 Les génes synaptiques

Ainsi les nombreux génes mis en évidence comme étant impliqués dans les TSA ne
présentent pas une responsabilité égale dans la pathogénie. Certains sont des génes connus
pour étre pathogénes lorsqu’ils sont mutés, d’autres sont des génes candidats, d’autres

sont associés aux TSA sans que le niveau de preuve soit encore suffisant.
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To encourage participation in our effort to assess the evidence for autism risk genes,
we have implemented a process for community-based gene scoring. Two short
tutorials will guide users through the site layout (Tutorial 1) and the scoring process
(Tutorial 2). To contribute your own gene scores, click here.
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FIGURE 1.9: Outil collaboratif permettant de donner un score a chaque géne impliqué
dans les TSA. Source : SFARI [60]

Pris dans leur intégralité, ces génes présentent un enrichissement statistiquement signi-
ficatif dans certaines voies métaboliques communes & :

- ’homéostasie cérébrale,

- au neurodéveloppement,

- la signalisation des neurones,

- la synapse (fonction et architecture),

- la régulation du remodelage chromatinien,

- ou a Porganisation du cytosquelette [78][79].

La figure 1.10 regroupe en quatre grandes voies les génes impliqués dans les TSA :
- I'adhésion cellulaire (voie du TGF-beta),

- la voie de neurodégénérescence,

- la voie de la communication cellulaire et de la transmission synaptique,

- et la voie de la régulation transcriptionnelle.

Ainsi certains génes ont une expression ubiquitaire, permettant d’émettre des hypothéses
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FIGURE 1.10: TSA et génes de réseaux neuronaux : Réseau d’interactions protéine-

protéine. (4 groupes sont délimités par des ellipses noires (C1 : Jonctions cellulaires et

voie du TGFbeta, C2 : Neurodégénérescence, C3 : Communication cellulaire et trans-

mission synaptique, C4 : Régulation transcriptionnelle) La taille des noeuds montrent
le degré de connectivité.) Source : Buxbaum, Nature, 2014 [7§]

quant a certaines comorbidités somatiques et psychiatriques présentées par les patients,
d’autres présentent une expression cérébrale exclusive. La figure 1.11 montre les princi-

paux génes synaptiques impliqués dans les TSA avec leurs interactions in situ.

Parmi les génes les plus fréquemment cités dans les TSA et intervenant dans ces voies
neuronales, on peut évoquer :

- SHANKS, qui code une protéine d’échaffaudage post-synaptique, et qui a été un des
premiers génes décrits dans les TSA [80][81], a ensuite été découvert le role de SHANK1
et SHANK?2 dans 'autisme ;

- NRXN, une famille de génes impliqués dans ’adhésion cellulaire, et en particulier
NRXNI1, codant une molécule d’adhésion pré-synaptique et interagissant avec les neuro-
ligines (82| ;

- NGLN, une famille de génes interagissant avec les NRXN, dont le géne NGLN4X qui
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FIGURE 1.11: b. Protéines synaptiques codées par des génes impliqués dans les TSA
Source : Buxbaum, Nature, 2014 [78]

F1GURE 1.12: Interactions protéiques des génes de la famille SHANK, NRXN, NLGN
(Image obtenue avec l'outil String)

code la protéine Neuroligine 4 et qui a été décrite par Jamain dans le laboratoire du Pr

Bourgeron [83] (Figure 1.12).
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ebral
ression

NLGN1 NLGN2 NLGN3 NLGN4X NLGN4Y

F1GURE 1.13: Profil d’expression des génes des Neuroligines au sein des différents or-
ganes chez 'Homme (& 1’age adulte)

Type Ancestral taxonomy Gene name Location Target %id Query %id
Paralogue Euteleostomi NLGN4X neuroligin 4, X-linked ~ ChrX:5758678-6146904 63 64
Paralogue Euteleostomi NLGN4Y neuroligin 4, Y-linked _ChrY:16634518-16957530 67 69
Paralogue Euteleostomi NLGN3 neuroligin 3 ChrX:70364681-70391051 73 72
Paralogue Euteleostomi NLGN2 neuroligin 2 Chr17:7308193-7323179 72 71

F1GURE 1.14: Comparaison de I'homologie des protéines NLGN2, NLGN3, NLGN4X
et NLGN4Y par rapport a la séquence protéique de référence de NLGN1

1.3.2 Les génes codant les Neuroligines dont NGLN/

Les Neuroligines (NLGN) sont une famille de protéines transmembranaires de type 1
impliquées dans I'adhésion cellulaire et exprimées notamment au niveau de la membrane
post-synaptique. Elles sont composées d’un large domaine extracellulaire, une région
transmembranaire et d’une région cytoplasmique contenant un "PDZ-binding domain".
Elles sont exprimées majoritairement dans le systéme nerveux central. Les profiles d’ex-

pression protéique dans les différents tissus sont représentés en figure 1.13.

Les protéines Neuroligines sont impliquées dans la morphologie neuronale, la neuroplas-
ticité, elles influencent la physiologie synaptique et restent exprimées tout au long de la

vie.

Il existe 5 geénes différents codant les protéines correspondantes : NGLNI1, NGLN2,
NGLN3, NGLN4X sur I'X, NGLN4Y sur I'Y. Ces 5 génes sont dits des génes para-
logues, c’est-a-dire que du point de vue évolutif, ils sont apparus aprés duplication d’un
géne ancestral commun et ont ensuite évolué pour leur propre compte vers des fonctions
différentes, méme si ’homologie des séquences protéiques se situe autour de 70%. Cette

famille de génes est bien conservée au sein des mammiféres (Figure 1.14).

Chaque protéine NLGN présente un réseau d’interactions comme le montre la figure 1.15.
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FIGURE 1.15: Interactions des différents génes NLGN (réalisé avec 'outil Genemania)

(Les NLGN sont représentées en gris anthracite rayé, les interacteurs en gris clair,

la taille des points est proportionnelle au nombre d’interactions connues pour chaque
protéine, les couleurs des liens détaillent la qualité de I'interaction.)
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De nombreuses études sont disponibles concernant les génes NGLN1, NGLN2, NGLNS3,
NGLN/X, méme si aucune méta-analyse n’a été publiée, a ce jour. Seul le géne NGLN,Y
demeure trés peu étudié et notamment dans les TSA. La fréquence des mutations et

CNV impliquant NGLN4Y chez les patients avec TSA n’est pas connue.






Chapitre 2

Objectifs

2.1 Objectif 1 : Analyse clinique et identification de variants

de novo dans plusieurs familles multiplexes

L’analyse de la phylogénie, la présence de traits autistiques chez les apparentés des
patients atteints de TSA et les autres pathologies psychiatriques présentes a travers
les générations renseignent sur les modes de ségrégation des étiologies qui sous-tendent
les TSA. Ainsi, pour l'étude génétique, on distingue les familles simplexes (SPX) et
multiplexes (MPX).

Dans les familles simplexes, un seul individu est atteint par une pathologie, tandis que
plusieurs individus sont affectés sur une ou plusieurs générations au sein des familles
multiplexes. Dans ces familles, une anomalie génétique donnée peut étre partagée par
différents membres a travers les générations, mais 'expression phénotypique observée

peut étre extrémement différente d’un individu a l'autre [84].

Des études récentes montrent ’apport des technologies nouvelles en particulier le NGS
pour la mise en évidence de mutations de novo chez les patients atteints des familles
simplexes [58, 59]. La fréquence de ces mutations est d’environ 1,02 par patient [85];
elles affectent préférentiellement les génes & expression cérébrale chez les patients par
rapport aux sujets controles [86]. Les données ne sont pas encore aussi précises pour les

familles multiplexes.

Il semble que les mutations de movo ne peuvent expliquer & elles-seules I'hétérogénéité
phénotypique observée dans une famille MPX. La complexité de la ségrégation phénoty-
pique intrafamiliale fait évoquer un modéle dans lequel les effets délétéres ou protecteurs
de variants génétiques s’additionnent. Ceci peut étre résumé par le "Multiple Hit Model"

évoqué par le Pr Bourgeron [87]. L’hypothése d’un "multiple-hit" également connue sous

31
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le nom d’hypothése de Knudson [88] a été décrite en 1971 dans la physiopathologie du
cancer. Il s’agit d’expliquer le cancer comme une accumulation de mutations de ’ADN
qui, arrivant & un seuil, confére un potentiel de malignité aux cellules. Cette hypothése,
translatée aux TSA, peut permettre d’envisager la maladie par ’accumulation de variants
délétéres transmis aux sujets atteints et de variants protecteurs chez les sujets sains. Ce
modéle pourrait expliquer ’hétérogénéité au plan clinique des TSA au sein d’une méme

famille.

Le premier objectif de la présente thése est de tenter d’appréhender les dé-
terminants génétiques responsables des symptomes autistiques au sein de
familles multiplexes et de les mettre en lien avec les phénotypes cliniques
observés. Elle consiste d’abord en la recherche des variants de novo dans ces
familles, puis en I’analyse détaillée des symptémes des patients et des appa-
rentés afin de tenter d’établir une corrélation génotype-phénotype. Une de ces
familles sera analysée plus en détail (variants de novo et hérités) pour tenter

d’expliquer I’hétérogénéité intrafamiliale des phénotypes psychiatriques.

2.2 Objectif 2 : Etude phénotypique de patients avec ano-
malies des génes NLGN/X et NLGN/,Y : Analyse de

réplication

Parmi les génes d’architecture synaptiques impliqués dans les TSA [80-83], les génes
de la famille des neuroligines pourraient aussi représenter des génes candidats. Mais
I'implication de ces génes n’est pas clairement démontrée, en particulier pour NLGN4X

et NLGNJY portés respectivement par les chromosomes X et Y.

Parmi les familles multiplexes incluses dans la cohorte PARIS (Paris Autism Research
International Sibpairs), deux présentent un CNV affectant le géne NLGN/Y. Leur im-
plication dans le phénotype du patient reste incertaine, car peu d’articles étudient la

clinique des patients porteurs d’une anomalie de ce géne .

La seconde partie de cette thése vise a procéder a une étude de réplication
concernant la présence de CNV impliquant les génes NLGN4X et NLGN4Y
au sein de 212 patients atteints de TSA de sexe masculin issus de la cohorte
PARIS afin d’estimer la fréquence des anomalies touchant les génes NLGN

et de comparer les données cliniques de ces patients a celles de la littérature.
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Patients et Méthodes

3.1 Meéthodes 1 : Analyse des familles multiplexes

3.1.1 Critéres d’inclusion des familles, caractérisation clinique

La premiére analyse est réalisée chez 17 familles multiplexes recrutées au sein de la
cohorte multicentrique et internationale PARIS (Paris Autism Research International
Sibpairs) a laquelle participent le service de Psychiatrie de I'Enfant et de I’Adolescent du
Pr Delorme au CHU Robert Debré et le laboratoire de Génétique Humaine et Fonctions
Cognitives du Pr Bourgeron a 'Institut Pasteur de Paris. Une famille bordelaise est
incluse grace a la collaboration du Service de Psychiatrie de 'Enfant et de I’Adolescent

du Pr Bouvard au CHS Charles Perrens & Bordeaux.

Les patients présentant un TSA sont évalués cliniquement & 'aide de :

- I'"Autism Diagnosis Interview-Revised" (ADI-R) : un hétéroquestionnaire réalisé avec
les parents du patient,

- I""Autism Diagnosis Observation Schedule" (ADOS) : une évaluation réalisée par des
pédopsychiatres ou des psychologues,

- la « Social Responsiveness Scale » (SRS) : un hétéroquestionnaire réalisé avec les parents
du patient,

- et la « Repetitive Behaviour Scale » (RBS) : un hétéroquestionnaire réalisé avec les

parents du patient (Annexe 3).

Les membres de la famille non atteints sont explorés sur le plan de leurs comorbidi-
tés psychiatriques et somatiques, et du QI (Echelle de Raven). L’examen clinique est
complété par un examen morphologique et neurologique. Les patients présentant des

anomalies chromosomiques ou un diagnostic d’X fragile sont exclus de la cohorte. Un

33
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Repartition of individuals according to their sex and status
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I Affected Female with ID
I Affected Female without ID
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FicUure 3.1: Distribution des individus en fonction de leur genre et de leur statut
clinique

électroencéphalogramme et une IRM cérébrale sont réalisés avec 'accord des patients et

des apparentés.

Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique national et un consentement écrit a

été signé pour chaque participant.

L’ensemble des données cliniques est recueillie et compilée afin de décrire les caractéris-

tiques phénotypiques des patients et de leurs apparentés.

La cohorte est composée de 49 individus provenant de 17 familles multiplexes. Les pa-
tients avec TSA représentent 67% de la cohorte (n=33) et les fréres et soeurs non atteints
33% (n=16). Au sein des patients, 36% présentent une déficience intellectuelle modérée
a sévére, tandis que 64% ont un QI dans la norme. Le sexe-ratio est de 1 fille pour 5,4

gargons, comme ce qui est retrouvé dans la littérature (Figure 3.1).

Les familles MPX recrutées pour ’étude des variants de movo sont réprésentées fi-
gures 3.2, 3.3 et 3.4.
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FIGURE 3.2: Présentation des familles multiplexes de la cohorte (Les délétions de CNT-

NAP2 et SHANK?2 et les mutations dans les génes NLGN/X et SHANKS avaient déja

été décrites par SNP arrays. Le Whole genome Sequencing a été réalisé pour tous les
individus en rouges.)

3.1.2 Analyse de ’exome : Méthodes de séquencage, Alignement de

séquence, Variant calling

Un prélévement de sang périphérique est obtenu pour les patients inclus et leurs apparen-
tés dans les différents centres d’investigation. L’ADN est extrait des leucocytes sanguins

et conservé dans la banque de I'unité INSERM U679 (IFR des Neurosciences, Hopital

Pitié Salpétriére, Paris).

Le séquencage de 'exome est réalisé par une machine Illumina. La longueur moyenne
des fragments est de 313 pb, et la couverture moyenne de 44X. Les séquences obtenues
par IlluminaHiSeq 2000 sont alignées au génome humain de référence (version hgl9) a
l’aide du logiciel "Isaac Alignment Software" et un fichier d’alignement binaire est généré
("*.bam"). Le "Variant Calling" est réalisé¢ avec le logiciel "Isaac Variant Caller" pour
obtenir un fichier final gVCF. Le "Variant Calling" est un fichier final qui répertorie

I’ensemble des variants trouvés chez au moins un individu & la suite de ’alignement.

Ces analyses sont réalisées grace a la contribution des bioinformaticiens de 'unité de

recherche. Les analyses générent trois type de fichier : un fichier VCF par individu,
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avaient déja été décrites par SNP arrays. Le Whole genome Sequencing a été réalisé
pour tous les individus en rouges.)

un VCF par famille et un pour la cohorte entiére. Les variations identifiées peuvent étre

visualisées grace au logiciel Illumina Genome Viewer (IGV) a partir des fichiers "*.bam".

3.1.3 Traitements des données d’exome, Pipeline d’analyse

Dans un soucis de simplification initiale, seules les données d’exome sont analysées. L’in-
terprétation des données tient compte de critéres de qualité conformes aux publications
récentes dans le domaine :

- score de qualité : GQX <30 et couverture <10X,

- conservation uniquement des variants de simple nucléotide (SNV) (les indel pouvant

correspondre & des erreurs de lecture).

Ensuite, pour minimiser les faux-positifs liés & des erreurs d’alignement, les variants

présents dans des régions de duplication segmentaires sont exclus. Puis seuls les variants
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présents chez le probant et absent chez les parents (variant de novo) sont analysés. Parmi
les variants identifiés, ceux déja répertoriés dans les bases de données génomiques : Exome
Variant Server [89], 1000 Genomes Project [72], dbSNP (build 137) [90] sont considérés
comme polymorphiques (Figure 3.5).

Ensuite, chaque variant restant est visualisé manuellement & partir des fichier BAM sur

le visualisateur IGV pour confimer le caractére de novo (Figure 3.6).

3.1.4 Confirmation des variants de novo

Pour confirmer le caractére de novo des variants avec une méthode indépendante, un
séquengage des exons d’intérét par la méthode de Sanger est réalisé. Les amorces d’am-
plification des régions correspondantes sont choisies sur le site Primer3plus [91] et com-
mandées 4 la société Sigma. La spécificité des amorces est testée a ’aide de I'outil "UCSC
in silico PCR" [92]. Les séquences des amorces, ainsi que le protocole d’amplification sont

détaillées dans ’annexe 4.
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FIGURE 3.5: Pipeline d’analyse des données de séquengage

Les variants de novo confirmés sont filtrés avec les bases de données de génes impliqués
dans les TSA (SFARI et AutismKB) (c.f. chap.1.4.1).

3.1.5 Interaction Protéine-Protéine

L’implication fonctionnelle des génes mutés est prédite par ’étude des voies biologiques
dans lesquelles le géne est impliqué. Cette analyse est réalisée par la confrontation des
données avec les outils en ligne "Dapple" [93]| et "10000permutations” pour mettre en

évidence d’éventuels enrichissements des grandes voies (pathways analysis).

3.1.6 Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées a ’aide du logiciel JMP Pro 10.0.0. Du fait d’une
distribution non-gaussienne des données, les tests statistiques utilisés sont non para-
métriques et catégoriels : test de Wilcoxon & deux échantillons, Fisher exact test, test
ANOVA et test du chi2 de Pearson. Une correction de Bonferroni n’est pas appliquée car

un seul test statistique est effectué pour chaque comparaison et ce de fagon indépendante.
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FIGURE 3.6: Exemple de validation visuelle (Logiciel IGV) et de chromatogramme de
confirmation par méthode Sanger

3.1.7 Détail de la famille MPX 11 : hypothéses de ségrégation

La famille MPX11 est étudiée plus en détail du point de vue phénotypique et génétique.
L’arbre généalogique de la famille MPX11 est présenté en figure 3.3. Cette famille re-
groupe sur trois générations 7 patients avec TSA (1 avec un TSA sévére et 6 présentant
un syndrome d’Asperger) et une personne avec un autre diagnostic psychiatrique, tous
issus de la branche paternelle de la famille. Un autre individu est décédé par suicide dans
une génération antérieure. Tous les sujets atteints sont de sexe masculin. [’analyse de
I’exome a été réalisée chez 8 individus. Les mémes filtres de qualité sont utilisés pour
la sélection des variants de la famille MPX11. Les variants sont ensuite sélectionnés en

fonction de leur ségrégation.
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3.2 Meéthodes 2 : Anomalies des génes des Neuroligines

3.2.1 Meéthodes de la méta-analyse des génes codant les Neuroligines

Dans un premier temps, une méta-analyse portant sur les patients présentant des ano-
malies impliquant I'un des génes de la famille des neuroligines est réalisée. La recherche
se fait sur les bases de données PubMed [74] et SFARI [60]. Dans PubMed, les mots-clés
utilisés pour la recherche sont : « neurologine », « neurologine and autism», « neuroligine
1 and autism », « neuroligine 2 and autism », « neuroligine 3 and autism », « neuroligine
4 and autism », « neuroligine 4X and autism », « neuroligine 4Y and autism ». Dans
SFARI, tous les articles référencés en lien avec une anomalie du géne d’intérét ou un

CNYV de la région chromosomique correspondante sont pris en compte.

Parmi les articles sélectionnés dans SFARI et PubMed avec ces mots-clé, les critéres
d’inclusion des articles portent les termes évocateurs présents dans le titre de ’article,
le résumé, le corps du texte ou les figures et tableaux de données brutes de chaque
article. Les articles inclus sont des études cas-témoins (patients atteints de TSA versus
contrdles), des rapports de cas (case-report), des études de cohorte de témoins, des études

cas-témoins d’autres pathologies psychiatriques.

Les articles ne sont pas retenus si :

- aucun élément évocateur du sujet d’intérét n’est présent dans le titre, ’abstract ou le
corps du texte,

- aucune anomalie génétique des génes des neuroligines dans les cohortes de patients
et/ou de témoins n’est détectée,

- les articles traitent de modéles animaux, de cellules souches neuronales ou d’études

scientifiques fondamentales.

3.2.2 Analyse d’une cohorte de patients présentant une anomalie du
géne NLGN/

3.2.2.1 Inclusion, analyse des données cliniques des patients

Pour I'étude de petits CNV des génes NLGN4X et NLGNJY, la cohorte comportait 212
garcons atteints de TSA issus de la cohorte PARIS et inclus selon les mémes modalités

que celles décrites précédemment.

L’ensemble des données cliniques est recueillie et compilée afin de décrire les caractéris-

tiques phénotypiques des patients. Afin d’homogénéiser un sous-groupe de patients, seules
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les données cliniques des patients présentant une anomalie de NLGN4X ou NLGN4Y

sont réanalysées.

3.2.2.2 Détection des CNV impliquant NLGN/X et/ou NLGN4Y par la
technique de ddPCR

Les variations du nombre de copie des génes NLGN/X et NLGNJY sont recherchées
a l'aide de la technique de "Droplet Digital Polymerase Chain Reaction" (ddPCR). Le
principe de cette technique consiste en la comparaison du nombre de copie des génes
d’intérét et d’un géne de référence en mesurant la fluorescence de chaque géne. Le géne

HMBS est utilisé comme référence, du fait de I’absence de CNV connu pour ce géne dans

les bases de données (DGV, [94]).

Le protocole est testé a ’aide des deux familles MPX avec une délétion ou une duplication
du géne NLGNJY comme témoins positifs. Les amorces sont congues pour éviter les
zones de polymorphisme, de sorte qu’aucun primer ne vient se fixer sur un variant déja
répertorié (rs), et ce pour minimiser les faux positifs. De méme, deux couples de primers
sont utilisés de fagon systématique afin d’éviter les faux positifs. Et lorsque qu’un CNV
était mis en évidence parmi les 212 patients testés, une duplication de I’expérimentation
est réalisée. De méme, les résultats discordants sont considérés comme des erreurs de

lecture et 'expérimentation est renouvelée.

Deux paires de primers sont générées dans les régions d’homologies des deux génes d’inté-
rét, une seul paire est utilisée pour HMBS. Le premier couple d’amorces amplifie ’exon 2
de NLGN4Y et 'exon 2 de NLGN/X, tandis que le second couple amplifie respectivement

les exons 7 et 6.

Le détail des séquences des amorces et du fluorochrome et du protocole de ddPCR est

consutable en annexe 5.

A Tissue de cette expérience, les données des patients pour lesquels un CNV sont mis
en évidence sont réévaluées afin de caractériser leur phénotype précis et de comparer les

patients entre eux.

3.2.3 Analyses statistiques

Pour cette partie, la significativité des différences observées entre cohortes de patients
et controles est déterminée a 'aide de tests statistiques. Du fait d’une distribution non-
gaussienne des données, les tests statistiques utilisés sont non paramétriques et caté-

goriels : Fisher’s exact test, Exact binomial test pour les données inférieures a 5. Une
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correction de Bonferroni n’est pas appliquée car un seul test statistique est effectué pour
chaque géne des Neuroligines et ce de fagon indépendante. Les analyses statistiques sont

réalisées a l'aide du logiciel R.



Chapitre 4

Résultats

4.1 Analyse clinique et identification de variants de novo de

17 familles multiplexes

4.1.1 Caractérisation des variants de novo dans les familles MPX

Avant filtres, les données d’exome montrent environ 1400 variants de novo par individu
par exome. Aprés filtres de qualité et de fréquence présentés précédemment (Chap. 3),
68 variants de novo sont visualisés (BAM) sur la cohorte entiére. 42 de ces mutations

sont confirmées par séquengage Sanger.

Comme on peut 'attendre compte-tenu de la faible fréquence de chaque événement de
novo en population générale, aucun de ces variants ne touche le méme géne chez plusieurs
individus. Les variants non confirmés par séquengage Sanger (n—22) sont dus a des échecs
de mise au point d’amorces ou & de ’ADN manquant chez un membre d’un trio. Parmi

les variants séquencés, seuls 4 sont des faux positifs.

Au total, 1,48 mutations de novo par individu sont mises en évidence (1,68 chez les

patients avec TSA contre 1,07 chez les sujets sains (p=0,22)).

Les génes mutés sont classés selon leur expression cérébrale et/ou leur association précé-
dente avec les TSA (base de données SFARI [60]). Sur les 42 génes présentant un variant
de novo, 25 présentent une expression cérébrale et 4 sont déja référencés dans la base de

données SFARI.

La figure 4.1 montre les résultats des tests statistiques pour les comparaisons du nombre
d’événements survenus de novo entre patients avec TSA et apparentés :

- a. pour l’ensemble des génes (p-value=0,17),

43
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FIGURE 4.2: Variants de novo par individu. Les couleurs indiquent le type de mutations
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en bleu clair : inconnu

- b. pour les génes a expression cérébrale (p-value=0,61),

- c. pour les génes déja référencés dans SFARI (p-value=0,30).

Les caractéristiques des mutations de novo par individu et en fonction du statut sont

résumeées par la Figure 4.2.

Les variants de novo sont ensuite analysés selon leur pathogénie potentielle pour la
fonction protéique en croisant les données obtenues par les logiciels SIFT [95] et Poly-

Phen [96]. 11 existe une surreprésentation des mutations synonymes chez les patients par
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FI1GURE 4.3: Distribution des types de mutations de novo en fonction du statut

rapport aux apparentés sains (différence significative (p=0.05)). Les autres types de mu-
tations (stopgain, non-synonymes ou ncRNA) ne présentent pas de différence statistique

(p=0.74, p=0.89, p=0.22 respectivement) (Figure 4.3).
Résumé des variants de novo dans les familles MPX

Les arbres généalogiques présentent pour chaque famille multiplexe les anomalies géné-
tiques déja connues (en vert), ainsi que les mutations de novo stopgain, non-synonymes,

synonymes/inconnues (en orange, bleu et noir respectivement) (Figures 4.4, 4.5, 4.6).

4.1.2 Mutations de novo dans des génes candidats aux TSA : SR-
GAP3, SLC25A22, SHANKS3

Dans les variants de novo de la cohorte, 3 mutations considérées comme délétéres pour

la fonction protéique font partie des génes candidats aux TSA.

— La premiére est une mutation non-synonyme du géne SRGAPS (c.G1627A p.D543N
NM 001033117), prédite pour endommager la fonction protéique par les deux prin-
cipaux algorythmes SIFT [95] (score=0,08) et Polyphen [96] (HVAR score=0,972).

— Le méme patient (Famille MPX2) présente également une mutation de novo tou-
chant le géne SLC25A22 (NM 001191060 exon8 :c.C732A ; p.N244K). L’analyse
du second alléle n’a pas mis en évidence de variant chez ce patient.

— Une mutation stop de novo a été également confirmée dans le géne SHANKS
(c.C3685T; p.Q1229X NM 033517 exon 21) chez un patient (famille MPX15).
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FIGURE 4.4: Variants de novo par individu dans les familles multiplexes (Les couleurs

des noms de génes correspondent au type de mutation. Les mutations en vert étaient

déja connues, les mutations stop sont en orange, non-synonymes en bleu, synonymes en
noir)

Ensuite, une analyse des interactions protéiques des génes touchés par les mutations de
novo est effectuée. Aucun enrichissement dans une voie biologique n’est mis en évidence

a 'aide des outils en ligne "Dapple" [93]| (Figure 4.7) ou "Gene-ontology" [97].

4.1.3 Corrélation génotype-phénotype

Alors que la cohorte des 17 familles multiplexes incluses dans cette étude comporte 47
patients atteints de TSA et 88 individus apparentés sans TSA, les données cliniques
complétes ne sont disponibels que pour 38 individus présentant un TSA et pour 73

apparentés.

Le sexe-ratio est de 6.8 chez les patients avec TSA et de 1 chez les apparentés. L’age
maternel moyen a la naissance est respectivement chez les patients et chez les contoles de
28,8 et 27,7 ans (p-value=0,046). L’age paternel moyen & la naissance est respectivement

chez les patients et chez les contoles de 32,2 et 31,4 ans (p-value=0,037).

Parmi les patients, 27 présentent un diagnostic de TSA de haut niveau (c’est-a-dire sans

déficience intellectuelle associée) dont 8 patients avec diagnostic de syndrome d’Asperger ;
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noir)

10 patients sont atteints d’'un T'SA avec déficience intellectuelle et le niveau intellectuel
n’est pas précisé chez 10 patients. Le QI moyen des patients et des apparentés ne présente
pas de différence significative (QI=90 [<40-148| pour les patients, QI=113 [79-141] chez
les apparentés) (p-value=0,093).

La figure 4.8 résume les données énoncées ci-dessus.

Parmi les patients, 28 présentent des comorbidités psychiatriques (73,7%). Les apparentés
présentent un diagnostic psychiatrique dans 51 cas sur 73 (70%, F=27, M=24) (p-value
= 0,88) (Figure 4.9).

Les détails des pathologies psychiatriques de la cohorte sont les suivants : - La représen-
tation du TDAH chez les patients avec TSA est de 14 patients soit 36,6%, contre 15 chez
les apparentés, soit 20,5%, (p-value=0,21).

- 5 patients, soit 39,5% contre 28 apparentés, soit 38,4% montrent des troubles anxieux
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FIGURE 4.8: Données cliniques des familles MPX
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FIGURE 4.9: Répartition des pathologies psychiatriques (toutes causes confondues) au
sein des familles MPX, comparaison avec les prévalences en population générale
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Phobie sociale - - 13 17,8% 6,8% - - <22e-16*
TDAH 14 36,8% 15 20,5% 9% 0,21 2.7e-06 * 2.7-06 *

Trb anxieux 15 39,5% 28 38,4% 18,1% 1 0.0021 * 0.0021 *
EDM/trb humeur 1 28,9% 29 40% 9,5% 0,45 0.0006 * 0.0006 *
TOC, tics, Gilles * *

de Ia Tourette 12 31,6% 19 26% 1,0% 0,68 2.1e-15 21615
Trb o o -
ol Soan 8 21,1% 9 12,3% 0,42
TCA 1 2,6% 1 1,4% 2,7% 1 1 1
SCZ/schizotypie 1 2,6% 2 2,7% 1,1% 1 0,34 0,34
Addiction 1 2,6% 4 5,5% - 0,66

F1GURE 4.10: Répartition des pathologies psychiatriques au sein des familles MPX,
(par pathologie) comparaison avec les prévalences en population générale

(p-value=1).

- Les pathologies psychiatriques de type "TOC, tics, syndrome de Gilles de La Tou-
rette" sont présentes chez 12 patients, soit 31,6%, contre 19 apparentés, soit 26%, (p-
value=0,68).

- Les épisodes dépressifs majeurs (EDM) et troubles de ’humeur sont diagnostiqués pour
11 patients soit 28,9%, contre 29 chez les apparentés, soit 40%, (p-value=0,45).

- Des troubles des apprentissages sont retrouvés chez 8 patients soit 21,1%, contre 9 chez
les apparentés, soit 12,3% (p-value=0,42).

- Les troubles du comportement alimentaire (hors particularités/sélectivités alimentaires)
sont présents chez 1 patient, soit 2,6% et 1 apparenté, soit 1,4% (p-value=1).

- La schizophrénie et la schizotypie sont diagnostiquées chez 1 patient, soit 2,6% et 2
apparentés, soit 2,7% (p-value=1).

- Les addictions sont présentes chez 1 patient, soit 2,6% contre 4 apparentés, soit 5,5%
(p-value=0,66).

- Le diagnostic de phobie sociale est posé chez 13 apparentés sur 73, soit 17,8%.

Concernant I’ensemble de comorbidités psychiatriques entre patients et apparentés dans

ces 17 familles MPX, il n’existe pas de différence statistique.
Les figures 4.10 et 4.11 résument ces résultats.

Les prévalences des troubles psychiatriques en population générale ont été obtenues grace
aux bases de données épidémiologiques du National Institute of Mental Health (NIMH)
(USA) [98]. Celles-ci sont comparées aux valeurs obtenues dans la cohorte, d’'une part

avec les patients atteints de TSA et avec les apparentés d’autre part.

Il existe une différence statistiquement significative importante entre les patients et les
apparentés en comparaison avec la population générale pour toutes les pathologies psy-

chiatriques confondues : 73,7% chez les patients avec TSA, 70% chez les apparentés sans



Résultats 51
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FIGURE 4.11: Histogramme représentant la répartition des pathologies psychiatriques
au sein des familles MPX, comparaison avec les prévalences en population générale

TSA, contre 18,6% en population générale (p-values identiques a 2,3e-13) [99].

De méme, le détail par pathologie montre des différences significatives importantes :

- Phobie sociale : 17,8% chez les apparentés, contre 6,8% en population générale (p-
value inférieure a 2,2e-16) [100],

- TDAH : 36,6% chez les patients, 20,5% chez les apparentés, contre 9% en population
générale (p-values identiques a 2,7e-6) [101],

- Troubles anxieux : 39,5%, 38,4% respectivement, contre 18,1% en population géné-
rale (p-values identiques a 0,0021) [102],

- EDM et Troubles de I’humeur : 28,9%, 40% respectivement, contre 9,5% en popu-
lation générale (p-values identiques a 0,0006) [103],

- TOC, tics, Syndrome de Gilles de la Tourette : 31,6% et 26% respectivement,

contre 1,0% en population générale (p-values identiques & 2,1e-15) [104].

Il n’existe pas de différence significative entre les patients et les apparentés en comparai-
son avec la population générale pour les :

- Troubles du comportement alimentaire : 2,6% et 1,4% respectivement, contre 2,7% en
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population générale (p-values identiques a 1) [105],
- Schizophrénie, schizotypie : 2,6% et 2,7% respectivement, contre 1,1% en population

générale (p-values identiques a 0,34) [105].

Du point de vue des pathologies somatiques mises en évidence dans la cohorte, 24 des
38 patients avec TSA (63,2%) sont atteints de comorbidités somatiques, contre 46 (63%)
pour les apparentés (p-value=1) (Figure 4.12, 77).

Les patients présentent des troubles du sommeil dans 39,4% des cas (15 patients), contre
31,5% chez les apparentés (23 individus) (p-value=0.56). Il existe une dysmorphie ou
des malformations dans 3 cas sur 38 patients soit 10,5%, tandis que seul 1 apparenté
sur 73 montre ce type d’anomalie, soit 1,4% (p-value=0,056). 3 patients (7,9% sont
atteints de symptomes moteurs (troubles de la motricité globale, articulatoires et de la
marche), contre seulement 1 chez les apparentés (1,4%) (trouble de la motricité fine)
(p-value=0,13) (Figure 4.8). Aucune différence n’est mise en évidence entre les deux

groupes.

Concernant le détail des comorbidités somatiques, les patients avec TSA ne présentent
pas de différence significative au point de vue des anomalies neurologiques (8 patients,
soit 21,2% contre 15 apparentés, soir 20,5% (p-value=1), néanmoins il existe une sur-
représentation des cas d’épilepsie chez les patients (4 cas pour 38 patients, soit 10,5%,
contre 1 cas chez les apparentés, soit 1,4%) (p-value=0,05). Les autres anomalies neuro-
logiques ne montrent pas de différence entre les deux groupes. Les détails des pathologies

sont représentés en figure 4.12 et 4.13

Les autres pathologies ne montrent pas non plus de différences de survenue entre les
deux groupes (malformations, maladies auto-immunes, pneumologiques/ORL, gastro-
entérologiques, allergologiques, cardiologiques, néphrologiques, endocrinologiques, oph-

talmologiques) (Figure 4.12).

Des particularités sensorielles sont présentes chez 15 patients (39,5%) et 20 individus
controles (27,4%) (p-value=0,42). La seule différence mise en évidence entre les deux
populations concerne I’hypersensibilité aux bruits chez les patients (p-value=0,03). Les
autres particularités sensorielles sont réparties de maniére équivalente dans les deux

cohortes (Figure 4.14).
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FIGURE 4.12: Répartition des pathologies somatiques au sein des familles MPX
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FIGURE 4.13: Détail des pathologies neurologiques dans la cohorte
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FIGURE 4.14: Répartition des particularités sensorielles au sein des familles MPX
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Nb d’articles Nb d’articles | Nb d’articles

" s | “neuroligin” cliniques Dates de
mai-15 neuroligin et “autism” inclus parution
Total 1676 859
"neurolig 322 181 22 1981-2015
“neurolig 146 96 9 2011-2015
"neurolig 508 466 17 2003-2015
"neurolig 424 413 - -
"neurolig 194 144 30 1999-2014
“neurolig 67 37 9 2005-2015

FIGURE 4.15: Articles sélectionnés pour la méta-analyse en fonction des mots-clé

Articles SFARI | Articles SFARI| “Gene

Articles SFARI et TSA et CNV score” Détails “Gene score
NLGN1 14 6 12 4 Rappor.ts mu}tiples, mais
insuffisants
NLGN2 2 2 19 inconnu -
Lien avec autres genes
NLGN3 28 13 12 3 impliqués dans TSA,
mutations
Lien avec autres genes
NLGN4X 23 16 28 3 impliqués dans TSA,
mutations
NLGN4Y 3 1 2 4 Rapports multiples, mais

insuffisants

FIGURE 4.16: Articles référencés dans SFARI, Score d’implication dans les TSA par
geéne

4.2 Meéta-analyse des génes codant les Neuroligines dont
NGLNY

Les figures 4.15, 4.16 résument le nombre d’articles référencés initialement dans PubMed
et SFARI en fonction des mots-clé, puis le nombre d’articles utilisés pour les analyses
finales. Un score d’implication dans la pathogénie des TSA est proposé pour chaque géne
par la base de données SFARI.

La méta-analyse qui suit concerne les CNV et SNP de tous les membres de la famille des
Neuroligines. Dans un soucis de présentation, les références de tous les articles retenus
ne sont pas référencés. Le détail des articles utilisés dans ’analyse finale est consultable
en annexe 6. D’un point de vue général, les articles étudiant les variants génétiques
des populations autistes ne détaillent pas le phénotype des patients, ce qui explique
pourquoi les données suivantes sont peu renseignées sur le plan clinique et parfois sur les

coordonnées exactes des anomalies des génes.
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4.2.1 NGLNI1 dans les Troubles du Spectre Autistique

Le géne NGLN1 est situé sur le chromosome 3 (position 3¢26.31).

De 322 articles référencés dans PubMed, 181 articles restent avec les mots-clé "Neuroli-
gine 1" et "autism". Parmi ceux-ci, 22 articles parus entre 1981 et 2015 référencent des

anomalies du géne NGLNI chez des patients.

9 études cas-témoins permettent de mettre en évidence 356 anomalies génétiques du géne
NGLNT1 chez 9859 patients présentant un TSA diagnostiqué selon les critéres du DSM-1V
(soit 3,6%), contre 154 anomalies du géne chez 14768 sujets controles (soit 1%), ce qui

représente une différence statistiquement significative (p-value=4.21e-41).

2 articles ne recensent que des patients avec TSA, ils décrivent 5 anomalies chez 241

patients (soit 2,1%).

2 études tentent de mettre en évidence la fréquence des anomalies de NGLNI dans
des cohortes d’individus controles. Sur 2296 individus, 3 anomalies de NGLNI sont
rapportées (soit 0,1%) (2 variants déja connus (rs3853390, rs1488545) et 1 duplication
(dup chr3 :174685932-174693754)).

Au total, les anomalies de NGLNI chez les patients avec TSA sont décrites dans les
figures 4.17 et 4.18, il s’agit de :

- une mutation faux-sens survenue de novo, reconnue comme délétére car entrainant une
modification d’acide aminé (p.V320I) [106] ;

- 2 SNP déja connus (rs3853390, rs1488545) identiques aux sujets controles;

- 5 délétions survenues chez 5 gargons avec autisme, dont 3 récurrentes (3 del chr3 :175453161-
175628632) [107];

- 353 duplications dont 62 duplications introniques survenues chez des patients avec T'SA.

Au plan clinique, tous les patients avec une anomalie de NGLN1 présentent une défi-
cience intellectuelle d’intensité variable associée au TSA. 2 études décrivent 9 patients
présentant un syndrome de duplication 3q, les caractéristiques cliniques de ces patients
montrent un retard global de développement, une dysmorphie aspécifique, une hypoto-
nie, des malformations cardiaques dans un cas ou une paresthésie du nerf facial dans un

autre.

Des anomalies sont dépistées au sein du géne NGLNI dans des publications étudiant
d’autres pathologies. 2 études cas-témoins de patients présentant un déficience intellec-
tuelle ou un retard global de développement mettent en évidence 4 délétions chez 15768

patients et aucune parmi 8329 témoins (p-value=0,31).
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NLGN7 Etudes cas- Cohortes c:»r:;nes Autres
témoins de pati 2
Nb de
publications 9 2 2 2 2 2 1 1 1
3 A Patients A 9 q o . 9 o . A . o
Patients  Contrdles avec TSA Contrdles | Patients Patients Contréles | Patients | Patients Ci Patients C Patients  Contrles
Nb d’individus 9859 14768 241 2296 9 15768 8329 72 1346 1594 8624 16622 216 314
Nb d’anomalies 356 154 5 3 9 4 0 2 1 0 1 0 1 0
Fréquence 3,6% 1% 2,1% 0,1% 0,03% - - -
Fisher’s exact test *
(p-value) 4.21e-41 0,31 - -
Type de mutations
SNP 1 0 2 2 0 0 0 1 - -
mut. troncante - - - - - - - -
Mut. délétere 1 = 2 2 - - - -
Mut. bénigne - - - - - 1(rs) 1 (rs) 1(rs) 1 (rs) -
CNV 355 154 3 1 9 4 0 1 - -
del (total/M/F) 4/4/0 0 1/nc/nc 4/ncinc - - -
dup (total/M/F/ 154/nc/nc/ _ dup 3q/nc/ 1/ncinc/
intronic) SHlTEED 62 nc/exonique ° exonique : -
épilepsie/ Dystrophie
" " A A Dl/Retard de épilepsie | Dépression " cornéenne
Diagnostic TSA contréles TSA contréles | Sd dup 3q dvipt dulobe | recurrente contréles AVC granulaire
temporal (type I1)
Retard | ) oderee a
Ql DI - DI - global de PN normal - -
dvipt sévere
dysmorphie,
maomats | ‘ypetone, TOAH
Autres = = = N ypotonie, chez 1 - -
n cardiaque, | microcéphalie, atiente
paresthésie | anomalies IRM P
nerf facial

FIGURE 4.17: Anomalies génétiques de NGLN1 et données cliniques issues de la litté-
rature

NLGN1 chromosome 3

A Mutation ~ ® Duplication Délétion
NLGN1
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TSA D = . I e ——
0  —
Autres |
Path.
I I I I I I I
174500000 175000000 175500000 176000000 176500000 177000000 177500000
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FIGURE 4.18: Anomalies génétiques de NGLN1 dans la littérature (Seules les anomalies
dont les coordonnées précises sont disponibles dans les articles sont représentées)
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2 autres articles étudient 1’épilepsie dans une cohorte de 72 patients. 2 SNP déja connus
(rs), ainsi qu'une duplication exonique sont mises en évidence. Une patiente porteuse
d’une duplication de NGLN1 présente une épilepsie, ainsi qu'un TDAH avec une efficience

intellectuelle normale [108].

Ensuite, 3 articles retouvent un SNP déja connu du géne NGLNI1 chez des patients
présentant respectivement des dépressions récurrentes (rs13074924) (p-value=0,45), un
accident vasculaire cérébral (rs976683) (p-value=0,34) et une dystrophie cornéenne gra-
nulaire de type II (rs6445141) (p-value=0,41) (ces SNP étant absents de la population

contrdle des études).

4.2.2 NGLN2 dans les Troubles du Spectre Autistique

Le géne NGLN2 est situé sur le chromosome 17 (position 17p13.1).

De 146 articles référencés dans PubMed, 96 articles restent avec les mots-clé "Neuroligine
2" et "autism". Parmi ces articles, 9 articles parus entre 2011 et 2015 référencent des
anomalies du géne NGLN2 chez des patients. 3 études cas-témoins permettent de mettre
en évidence 5 anomalies génétiques du géne NGLN2 chez 4284 patients présentant un
TSA (soit 0,1%), sans qu’aucune anomalie du géne soit retrouvée parmi 12818 sujets

controdles, avec une différence statistiquement significative (p-value=0.00099).

2 articles n’étudient que des cohortes de patients avec TSA, elles décrivent 2 anomalies

chez 438 patients (soit 0,5%).

Aucune cohorte d’individus controles ne retrouve d’anomalie de NGLN2 chez les sujets

sains.

Les anomalies de NGLN2 chez les patients avec TSA sont décrites dans les figures 4.19
et 4.20, il s’agit de 7 CNV :

- 3 délétions survenues chez 3 patients indépendants, (2 gargons présentant un TSA et
une déficience intellectuelle associée et 1 fille avec TSA) (del chrl7 :4500000-7500000)
[109-111];

- 4 duplications exoniques (dup chrl7 : 6329934-7352107 [112]) [110, 113].

Au plan clinique, certains patients avec un CNV de NGLN2 présentent une microcéphalie

avec des éléments dysmorphiques aspécifiques sans déficience intellectuelle associée au

TSA.

Des anomalies sont dépistées au sein du géne NGLN2 dans d’autres pathologies. 2 articles

rapportent 3 patients avec déficience intellectuelle porteurs de 3 duplications exoniques
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NLGN2 Etudes cas-témoins Cohortes patients | Autres pathologies
pub'ril:::t?ons 9 2 2 1 1
Patients Contréles | Patients avec TSA Patients Patients Controles | Patients Controles
Nb d’individus 4284 12818 438 3 584 549 255 2349
Nb d’anomalies 5] 0 2 3 8 2 1 0
Fréquence 0,1% 0 0,5% - 1,4% 0,4% 0,4% 0
Fishe(:)’_sv ::(:;t test B EEEED _ B 0,11 0,098
Type de mutations
SNP 0 0 0 0 6 2 0 0
mut. troncante ® @ o - - - - -
Mut. délétére - - - - 6 2 - -
Mut. bénigne ® @ ° - - - - -
CNV 5 0 2 3 0 0 1 0
del (total/M/F) 2/1/01 @ 1/1/0 0 - - - -
du;_) (tota!IM/F v 3/2/nc/exonic = 1/nc/exonic 3/nc/nc/exonic - - 1 /nc/n_c/ -
intronic) exonic
Agénésie
Diagnostic TSA controles TSA DI Schizophrénie Corps
calleux
Ql - - DI DI - - - -
dysmorphie,convuls
ions
: I e |- S B
kyste plexus
choroide (IRM)

FIGURE 4.19: Anomalies génétiques de NGLN2 et données cliniques issues de la litté-
rature
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7210000 7220000 7230000 7240000 7250000 7260000

Paires de bases

FIGURE 4.20: Anomalies génétiques de NGLN2 daus la littérature (Seules les anomalies
dont les coordonnées précises sont disponibles dans les articles sont représentées)
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de 134, 780 et 790 kb, survenues de novo[114, 115]. Ces patients présentent une défi-
cience intellectuelle modérée a sévére, une macrocéphalie et des éléments dysmorphiques
aspécifiques. Le patient porteur de la plus grande duplication présente en plus une épi-
lepsie, ainsi qu'un diabéte de type II avec obésité et syndrome métabolique, ainsi qu'une

hypothyroidie. Son imagerie cérébrale montre un kyste du plexus choroide [114].

Ensuite, 1 étude cas-témoins retouve 8 SNP du géne NGLN2 chez 584 patients présentant
une schizophrénie (soit 1,4%), contre seulement 2 variants parmi 549 sujets controles (soit
0,4%) (p-value=0.11). Une autre étude cas-témoins étudiant 'agénésie du corps calleux
retouve 1 duplication du géne NGLN2 chez 255 patients (soit 0,4%), sans qu’aucune

anomalie ne soit présente parmi 2349 controles (p-value = 0.098).

4.2.3 NGLNS3 dans les Troubles du Spectre Autistique

Le géne NGLNS3 est situé sur le chromosome X (position Xq13.1).

De 508 articles référencés dans PubMed, 466 articles restent avec les mots-clé "Neuro-
ligine 3" et "autism". Parmi ceux-ci, 17 articles parus entre 2003 et 2015 référencent
des anomalies du géne NGLNS& chez des patients. 10 études cas-témoins permettent de
mettre en évidence 15 anomalies génétiques du géne NGLNS chez 5285 patients présen-
tant un TSA (soit 0,3%), contre 2 anomalies du géne chez 7140 sujets contrdles (soit
0,03%) (p-value=0.0002).

6 articles ne recensent que des patients avec TSA, elles décrivent 34 anomalies chez 509

patients (soit 6,7%).

Aucune cohorte d’individus controles ne retrouve d’anomalie de NGLNS chez les sujets

sains.

Les anomalies de NGLN3 chez les patients avec TSA sont décrites dans les figures 4.21
et 4.22, 1l s’agit de :

- 44 SNP dont 32 sont prédits comme délétéres, 12 sont considérés comme bénins (dont
718);

- 3 délétions survenues chez 2 gargons et 1 fille avec autisme;;

- 2 duplications survenues chez 2 garcons avec TSA.

Au plan clinique, certains patients avec une anomalie de NGLNS& présentent une défi-
cience intellectuelle sévére associée au TSA, un autre présente des troubles des appren-

tissages.

Un autre article vise & comparer les anomalies génétiques dans des cohortes de patients

avec TSA, de patients atteints de schizophrénie et de sujets controles [116|. Parmi 147
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NLGN3 Etudes cas-témoins Cohortes de patients | Autres pathologies
Nb de publications 10 6 1
Patients Contrdles Patients avec TSA Patients Patients Controdles
Nb d’individus 5285 7140 509 147 273 287
Nb d’anomalies 15 2 34 24 31 10
Fréquence 0,3% 0,03% 6,7% 16,3% 11,4% 3,5%
Fisher’s exact test o %
(p-value) 0.0002 . 0.001
Type de mutations
SNP 1 0 33 24 31 10
mut. troncante = = = - 1 -
Mut. délétéere 3 - 29 24 30 10
Mut. bénigne 8 (6rs) - 4 (2rs) - - -
CNV 4 2 1 0 0 0
del (total/M/F) 2/2/0/exonic - 1/01 - - -
dug.) (tota!/M/F y 2/2/0/exonic 2/nc/nc/exonic o - - -
intronic)
Diagnostic TSA contréles TSA TSA Schizophrénie
Ql DI sévere = DI sévere - -
Autres troubles des apprentissages - - - -

FIGURE 4.21: Anomalies génétiques de NGLNS et données cliniques issues de la litté-
rature
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FIGURE 4.22: Anomalies génétiques de NGLNS dans la littérature (Seules les anomalies
dont les coordonnées précises sont disponibles dans les articles sont représentées)
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patients, 24 SNP sont dépistées, contre 31 SNP parmi 273 patients atteints de schizo-
phrénie (1 mutation stop et 30 variants). Chez les 287 controles, 10 SNP sont retrouvés.
Les fréquences des anomalies de NGLN3 dans cette étude sont respectivement de 16,3%,
11,4% et 3,5% (p-value=0.001).

4.2.4 NGLN/X dans les Troubles du Spectre Autistique

Le géne NGLN/X est situé sur le chromosome X (position Xp22.32-p22.31).

De 194 articles référencés dans PubMed, 144 articles restent avec les mots-clé "Neuro-
ligine 3" et "autism". Parmi ceux-ci, 30 articles parus entre 1999 et 2014 référencent
des anomalies du géne NGLN/X chez des patients. 10 études cas-témoins permettent de
mettre en évidence 17 anomalies génétiques du géne NGLN4X chez 2483 patients pré-
sentant un TSA (soit 0,7%), contre aucune anomalie du géne chez 4091 sujets controles
(p-value=6.7e-08).

15 articles ne recensent que des patients avec TSA, elles décrivent 71 anomalies chez

1676 patients (soit 4,2%).

Aucune cohorte d’individus contréles ne retrouve d’anomalie de NGLN4X chez les sujets

sains.

Les anomalies de NGLN4X chez les patients avec TSA sont décrites dans les figures 4.23
et 4.24, il s’agit de :

- 67 SNP dont 3 sont des mutations stop, 51 sont prédits comme délétéres, 23 sont
considérés comme bénins (dont 9 rs) ;

- 9 délétions survenues chez 5 gargons et 4 filles avec autisme ;

- 2 duplications survenues chez 1 garcon et 1 fille avec TSA.

Au plan clinique, certains patients avec une anomalie de NGLN/X présentent une défi-
cience intellectuelle modérée & sévére associée au TSA, une macrocéphalie, une dysmor-
phie faciale non spécifique, une agénésie du bulbe olfactif dans un cas et une cyphose

dans un autre.

Sept autres articles visent & dépister les anomalies génétiques dans des cohortes de pa-
tients avec déficience intellectuelle. Parmi 5173 patients avec déficience intellectuelle, 26
anomalies de NGLN4X sont dépistées, dont :

- 16 SNP, dont 12 mutations stop et 4 SNP déja connus (rs)

- 10 CNV dont 6 délétions et 4 duplications. La fréquence des anomalies de NGLN/X

chez les patients présentant une déficience intellectuelle est de 0,5%, contre 2,1% chez
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NLGN4X Etu'des_ cas- Coho.rtes de Autres_
témoins patients pathologies
Nb de 10 15 7 1 1 1
publications
Patients Contréles Patle-lr);iavec Patients Patients Patients Patients
Nb d’individus 2483 4091 1676 5173 25 1 1
Nb d’anomalies 17 0 71 26 5 1 1
Fréquence 0,7% 0 4,2% 0,5% 25% - -
Fisher’s exact test o _ ) } ; :
(p-value) 6.7e-08
Type de mutations
SNP 15 0 62 16 0 0 0
mut. troncante 3 - - 12 - - -
Mut. délétere 5 - 46 - - - -
Mut. bénigne 7 (3rs) - 16 (9 rs) 4 (4rs) - - -
CNV 2 0 &) 10 5 1 1
del (total/M/F) 2/1/01 = 71413 6/5/01 5/5/0 1/1/0 1/1/0
Clp (et - : 2/1/01 42002 ; . -
intronic)
Déficience en
i ! A P Ichtyose .
Diagnostic ASD controles ASD DI stéroide e Chondrodysplasie
sévere
sulfatase
al Dl modéree et DI sévere DI - - -
sévére
. . dysmorphie,
macrocephalie macrocéphalie, hydrocéphalie
dysmorphie, ) " | TSAchez5
Autres , cyphose - . ichthyose ) - -
. hypoplasie du . patients
thoracique . cutanée, Sd de
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FIGURE 4.23: Anomalies génétiques de NGLN4X et données cliniques issues de la
littérature
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FIGURE 4.24: Anomalies génétiques de NGLN/X dans la littérature (Seules les anoma-
lies dont les coordonnées précises sont disponibles dans les articles sont représentées)
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les patients avec TSA. Sur le plan clinique, les patients présentant une déficience in-
tellectuelle montrent une dysmorphie non spécififque, une hydrocéphalie, une ichtyose

cutanée, ainsi qu'un syndrome de Kallmann.

Ensuite, 1 article étudiant des anomalies génétiques de NGLN4X dans une cohorte de
25 patients présentant un déficit en stéroide sulfatase montre 5 délétions de NGLN4X
chez des garcons indépendants. Deux rapports de cas d’'un premier patient avec ichtyose

sévére et d'un autre atteint de chondrodysplasie retrouve une délétion du géne NGLN4X.

4.2.5 NGLN4Y dans les Troubles du Spectre Autistique

Le géne NGLNJY est situé sur le chromosome Y (position Yql11.221).

De 67 articles référencés dans PubMed, 37 articles restent avec les mots-clé "Neuroli-
gine 3" et "autism". Parmi ceux-ci, 9 articles parus entre 2005 et 2015 référencent des

anomalies du géne NGLN/Y chez des patients.

Seules 8 publications concernant ’étude du géne NGLN/Y dans les pathologies psy-
chiatriques sont référencées. Trois études sont des études cas-témoins. Un total de 1191
patients avec TSA et 5173 individus contréles ont été analysés. Aucune anomalie de
NGLN4Y n’a été trouvée chez les contodles. Parmi les patients, 3 mutations rares ont été
considérées comme responsables des symptomes autistiques (p-value=0.002) :

- une mutation non-synonyme entrainant une modification de la protéine NLGN4Y
(I679V) (Isoleucine en Valine); cette modification protéique survient dans le domaine
au niveau du domaine hélicoidal transmembranaire ; cette mutation est partagée par le
patient présentant un TSA et son pére qui présentait quant & lui des troubles des ap-
prentissages ;

- une variant structural rare : une délétion du chromosome Y n’emportant que le géne
NGLN/4Y (del chrY : 15135574-15474858) chez un patient atteint de TSA ;

- une variant associé aux TSA de fagon statistiquement significative : rs13447354-A. Ces

anomalies représentent une fréquence de 0.25% dans ces études.

Ensuite, un étude a mis en évidence 9 haplotypes du chromosome Y associés statistique-
ment aux TSA, dont 7 étaient vraiment surreprésentés chez les patients avec TSA (Tests
Monte Carlo a l'aide du logiciel Clump, p=0,0001 sur 100 000 simulations) [117]. Cette

étude ameéne les auteurs a suggérer un effet du chromosome Y dans I'autisme.

Enfin, 3 études ont cherché & analyser la fréquence des TSA de patients présentant
des anomalies de nombre des chromosomes sexuels. Les patients présentent le caryotype
suivant :

- 58 filles XXX,
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publications 4 1 2 1
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Nb d’anomalies 4 0 1 25 diagnostics de TSA
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FIGURE 4.25: Anomalies génétiques de NGLN/Y et données cliniques issues de la
littérature

- 121 garcons XXY,
- 98 gargons XYY,
- 32 gargons XXYY.

Parmi ces patients, aucune fille XXX ne présente de diagnostic de TSA. 2 gargons sur 121
XXY montrent un TSA (1,7%) (comparaison XXX vs XXY, p-value=1), 31 individus
sur 98 XYY (31,6%) (comparaison XXX vs XYY, p-value=3.30e-06) et 12 patients sur
32 XXYY (37,5%) (comparaison XXX vs XXYY, p-value = 1.56e-05). De plus, 1 article

étudiant 26 patients de caryotype XYY montre une majoration significative du diagnostic

d’autisme (p-value=0,026) et une sur-expression du géne NGLN4Y (p-value inférieure a

0,001). Les figures 4.25 et 4.26 résume les anomalies de NGLN/Y dans la littérature.
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FIGURE 4.26: Anomalies génétiques de NGLN/Y dans la littérature (Seules les ano-

malies dont les coordonnées précises sont disponibles dans les articles sont représentées,

le rectangle rayé fait référence aux anomalies de nombre des chromosomes sexuels dans
certaines études)
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4.3 Identification de CNV impliquant NLGN/

4.3.1 CNYV impliquant NLGN/
4.3.1.1 Dans les familles MPX

Les articles précédemment exposés montrent les CNV pathogénes du géne NLGN4X
au sein de populations de patients avec TSA et avec déficience intellectuelle. Dans les
familles MPX, une mutation héritée de NLGN/X est présente dans la famille MPX1
(figure 4.4).

Concernant son homologue NLGN/ Y, deux familles multiplexes incluses dans la cohorte
PARIS présentent un CNV pathogéne impliquant ce géne. Les arbres généalogiques de

ces 2 familles sont représentés en figure 4.27.

H-—-O A0 o0
m O w6 0o o 0

dup NLGN4Y

CNTN5 del NLGN4Y CNTN5

S mm oo | o
dup NLGN4Y
MPX 19
MPX 18

FIGURE 4.27: Arbres généalogiques des familles MPX présentant un CNV de NLGN4Y

La premiére famille (MPX19) présente une délétion incluant NLGN4Y survenue de novo
chez un patient avec TSA (patient 1). Une mutation délétére entrainant un changement
d’acide aminé de la protéine CNTN5 (L790I) a été mise en évidence chez le pére sain
et transmise aux 3 enfants présentant un TSA. Le patient 1 est cliniquement le plus
sévérement atteint, il présente au plan génétique une délétion additionnelle survenue sur
le chromosome Y, d’une taille de 600 kb (chrY : 14700000-15300000, hgl8) et tronquant
les 2 premiers exons du géne NLGN4Y (Figure 4.28).

La seconde famille (MPX18) montre un duplication du chromosome Y, d’une taille de 727
kb (chrY :16,500,316-17,227,396, hgl8), dont les bornes interrompent le géne NLGN4Y
entre 'exon 3 et 'exon 4. Ce CNV pathogéne est présent chez le patient 5 qui présente

un TSA, et est hérité du peére (patient 6) (Figure 4.29).
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FIGURE 4.28: Délétion de NLGN4Y détectée par SNP-array (Visualiseur : Snippeep)

(Chaque image correspond a un individu dont le pedigree est indiqué a gauche. L’image

du navigateur UCSC & droite montre les coordonnées de la délétion d’une partie du géne,

également indiquée par un rectangle rouge. La délétion est survenue de movo chez le
patient 1.)

En utilisant le logiciel Cartagenia [118| utilisé pour l'aide au diagnostic génétique, au-
cun autre CNV pathogéne pouvant expliquer les différences phénotypiques n’est mis en
évidence chez le pére ou son fils atteint. Pour aller plus loin dans ’analyse du fond géné-
tique de cette famille, une analyse du génome complet est prévu dans le laboratoire de

Génétique Humaine et Fonctions Cognitives du Pr Bourgeron a I'Institut Pasteur.

4.3.1.2 Dans la cohorte PARIS

Aucun des 212 patients avec T'SA ne présentait précédemment de CNV pathogéne détecté
par puce & ADN (Illumina 1M arrays). Pour tester ces 212 individus et pour chaque
patient, 2 ddPCR indépendantes sont effectuées, soit 430 ddPCR, pour 212 patients.

Parmi ces 212 garcons atteints de TSA, et en plus des 3 patients 1, 5 et 6 précédemment
cités, 5 petits CNV exoniques (2.4%) des génes NLGN/ sont détectés, 3 microdélétions

et 2 microduplications.
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FIGURE 4.29: Duplication interrompant NLGN4Y détectée par SNP-array (Visuali-

seur : Snippeep). (Chaque image correspond a un individu dont le pedigree est indiqué

a gauche. L'image du navigateur UCSC en haut montre les coordonnées de la duplica-

tion d’une partie du géne, également indiquée par un rectangle rouge. La duplication

est présente chez les patients 5 et 6 (pére et fils) et absente chez la meére et la fille (pas
de chromosome Y).)

Pour essayer de mieux comprendre la différence de résultats obtenus entre les SNP-arrays
et ceux de la ddPCR, les résultats des puces & ADN sont repris pour les 5 patients pré-
sentant un petit CNV. Le visualisateur Snippeep montre une insuffisance de couverture
des puces & ADN au niveau du géne NLGN/Y, tandis que le géne NLGN/X était bien
couvert et ne montre pas de CNV. Les figures 4.30 et 4.31 montrent un exemple de

visualisation.

Au total, aucune autre anomalie génétique délétére n’a été mise en évidence chez les
patients testés en dehors du patient 1 qui présente une mutation délétére du géne CNTNJS.
Parmi ces 8 patients, 4 (patients 1 & 4) sont porteurs d’une délétion de NLGN/, soit
1,9% de la cohorte testée. Aucun patient n’est apparenté aux autres. La prévalence des

duplications de ce géne dans la population testée est, comme pour les délétions, de 1,9%.
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FIGURE 4.30: Visualisation de la puce & ADN (SNP array) de la région délétée détectée

en ddPCR. (Visualisateur Snepeep) (L’image de gauche correspond & NLGN4X et ne

montre pas de CNV, celle de droite NLGN/X. Le zoom permet d’apprécier la faible
couverture de géne NLGN4Y.)

4.3.2 Données cliniques des patients porteurs d’'un CNV impliquant
NLGN}

Au total, 5 individus parmi des 212 gargons atteints de TSA de la cohorte PARIS pré-
sentent un CNV du géne NLGN/. 3 patients présentent des anomalies déja connues de
NLGN/Y. Les données cliniques qui suivent sont regroupées selon que le patient présente

une délétion ou une duplication.

Sur le plan clinique, 8 patients sont réanalysés. 7 patients avec une anomalie de NLGN/
sont atteints de TSA. Le huitiéme individu est le pére d’un patient (patient 6) dont le

phénotype est détaillé plus bas et qui transmet sa duplication & son fils.

Concernant les patients présentant une délétion, le patient 1 issu de la famille MPX19
est agé de 23 ans lors de l'inclusion. Il présente un diagnostic d’autiste sévére avec une
déficience intellectuelle modérée. Il a montré un développement langagier précoce avant

un tableau de régression langagiére et comportementale a ’age de 2 ans 7 mois.

Aucune anomalie morphologique ou comorbidité psychiatrique ou somatique n’est décrite
chez ce patient. L’'IRM cérébrale est également normale. Ses 2 fréres agés de 24 et 19 ans

au moment de I’étude présentent un syndrome d’Asperger avec un QI normal. Il n’existe
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FIGURE 4.31: Visualisation de la puce & ADN (SNP array) de la région dupliquée

détectée en ddPCR. (Visualisateur Snepeep) (L’image de gauche correspond & NLGN/X

et ne montre pas de CNV, celle de droite NLGN4X. Le zoom permet d’apprécier la faible
couverture de géne NLGN4Y.)

pas chez eux d’élément dysmorphique, ni de comorbidité. L’imagerie cérébrale est ici
aussi sans particularité. Les figures 4.35 et 4.33 représentent les principales données

cliniques du patient 1 et de sa fratrie.

Le diagnostic est posé par ’ADI-R dont les scores sont sévéres :

- Sous-score d’interactions sociales : moyenne = 18,7 (écart-type : 15-25) pour un seuil
a10;

- Sous-score de communication verbale : moyenne = 16,3 (écart-type : 12-21) pour un
seuil & 8;

- Sous-score de communication non-verbale : moyenne = 8,3 (écart-type : 2-14) pour un
seuil & 7;

- Sous-score d’intéréts restreints et comportements stéréotypés : moyenne = 7 (écart-
type : 6-8) pour un seuil a 3.

Les premiers symptomes sont apparus dans deux cas avant 18 mois. Les scores de CARS

cotent pour chaque patient.

Sur le plan du langage, tous les patients présentent un retard de langage modéré a sévére
avec un patient avec une régression langagiére observée et un patient ne produisant que

quelques mots. Sur le plan de Uefficience intellectuelle, 3 patients présentent une déficience
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FIGURE 4.32: Caractéristiques cliniques de la famille MPX19

intellectuelle légére & modérée ; le dernier patient présentant un QI a 70 (limite normale

basse).

Chez ces patients, aucune anomalie du développement moteur n’est relevée. Il n’existe pas
de comorbidité psychiatrique ou somatique chez ces patients. L.’examen morphologique et
neurologique ne met pas en évidence d’anomalie ; de méme que les examens paracliniques
réalisés (examens auditif et visuel, EEG, imagerie cérébrale, bilan biologique et analyse
des acides aminés). La figure 4.34 résume les données cliniques des patients 1,2 et 3 (les

données cliniques du patient 4 étant trés fortement lacunaires).

Ensuite, concernant les patients présentant une duplication du géne NLGN/Y, le patient
5 issu de la famille MPX18 est 4gé de 25 ans au moment de l'inclusion.Il présente un
diagnostic d’autiste sévére avec absence totale de langage oral sans tableau de régression

développementale. Il est uniquement capable de répondre par oui ou par non & certaines



Résultats 73

a. Légende :
C |:| . Autisme de haut-
CNTN5 niveau/Asperger
L790l . Autisme sévére

| “l Autre diagnostic
. . psychiatrique

PR Code couleur
Asperger TSA sévére Asperger [ diinique par individu

CNTN5 + DI CNTN5
L790I del NLGN4Y L790I XXXX : Diagnostic clinique
+ XXXX : Anomalie génétique
CNTNS5 L7901 ADI : Autism Diagnostic Interview

M PX 'I 9 CARS : Childhood Autism Rating Scale

b.
Sous-score ADI :
Interactions Sous-score ADI :
Troubles du sociales Communication

langage (non-verbale et verbale)

Sous-score ADI :

Comorbidités
Comportements

somatiques 00! €
stéréoypés
Comorbidités ccore CARS
psychiatriques
Trouble Ql
alimentaire
Trouble du Dysmorphie/
sommeil Développement  Malformations

moteur

FIGURE 4.33: Représentation schématique des données cliniques du patient 1 et de ses
apparentés, a. Arbre généalogique, b. Représentation des signes cliniques principaux
du patient 1 (en rouge), et de ses deux fréres (en jaune et vert) (Les symptomes sont
d’autant plus sévéres qu’ils sont placés en périphérie, au centre sont situés les caractéris-
tiques sans anomalie, le cercle rouge représente la limite entre normal et pathologique.)

questions, mais ne présente néanmoins pas de déficience intellectuelle (QI = 79, Raven).

Il existe une hypersensibilité auditive.

Les tests diagnostiques réalisés a l'inclusion montrent pour ’ADI-R :

- Sous-score d’interactions sociales : 43 pour un seuil a 10;

- Sous-score de communication non-verbale : 17 pour un seuil & 7;

- Sous-score d’intéréts restreints et comportements stéréotypés : 9 pour un seuil a 3.

Les premiers symptomes semblent étre apparus & un mois de vie.

Pour ’ADOS, les scores sont les suivants :
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- Sous-score d’interactions sociales : 7 pour un seuil & 6 (seuil a 4 pour les TSA);
- Sous-score de communication : 6 pour un seuil & 5 (seuil & 2 pour les TSA);
- Sous-score de interactions sociales 4+ communication : 13 pour un seuil a 12 pour

Pautisme (seuil a 7 pour les T'SA).

L’échelle de réciprocité sociale (Social Responsiveness Scale SRS [119]) montre 14 en-
core une trouble sévére avec un score & 136. L’échelle d’évaluation des comportements
répétitifs (Repetitiv Behavior Scale, RBS [120]) cote & 36 (minimum & 1 et maximum a
100).

Il présente des comorbidités psychiatriques & type de troubles anxieux et des compor-
tements auto-agressif répétés. Sur le plan des comorbidités somatiques, il présente une
maladie de Scheuermann non familiale qui lui confére une déformation prononcée de
la colonne vertébrale en cyphose. L’examen neurologique montre un élargissement du

polygone de marche sans réel syndrome cérebelleux.

[’examen morphologique montre une dysmorphie faciale mineure avec un prognatisme
discret, des lévres fines, un nez en boule. Des taches hyperpigmentées sont visibles au
niveau du dos. Il n’existe pas d’anomalie palmo-plantaire. En revanche, une atrophie
musculaire du membre inférieur gauche est observée (Figure 4.36, c.). L’age du pére et

de la meére & la naissance étaient respectivement de 36 et 34 ans.

Le pére qui a transmis sa duplication du chromosome Y & son fils ne présente pas de TSA.
Néanmoins, il présente une symptomatologie compatible avec un diagnostic de phobie
sociale évoluant depuis ’enfance, il existe chez cet individu une addiction a 1’alcool
associée. Son efficience intellectuelle est mesurée a plus de 130. L’examen neurologique
montre une certaine dysmétrie, sans pouvoir préciser I’ancienneté de celle-ci, son caractére

inné ou acquis.

Pour le patient 6, I’échelle de réciprocité sociale (SRS) est a 21 et 'échelle d’évaluation

des comportements répétitifs a 1.

Les 2 autres patients (patient 7 et 8) présentant un CNV de NLGN/ ne sont pas appa-

rentés.

Le diagnostic est posé par ’ADI-R dont les scores sont plus sévéres que dans les cas de
délétions :

- Sous-score d’interactions sociales :

moyenne — 21.5 (écart-type : 18-25) pour un seuil & 10;

- Sous-score de communication verbale :

13 pour un seuil & 8 (le patient 7 étant non verbal) ;

- Sous-score de communication non-verbale :
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moyenne = 10,5 (écart-type : 8-13) pour un seuil a 7;

- Sous-score d’intéréts restreints et comportements stéréotypés :

moyenne = 5 (écart-type : 4-6) pour un seuil a 3.

Les premiers symptomes sont apparus dans deux cas avant 18 mois. Les scores de CARS

cOtent a 49 pour le patient 7.

Sur le plan du langage, les patients présentent un retard de langage sévére avec quelques
mots pour le patient 8 et une absence totale de langage pour le patient 7, sans tableau
de régression langagiére. Les 2 patients présentent une déficience intellectuelle (QI=47

pour le patient 7 et QI=67 pour le patient 8).

Chez ces patients, aucune anomalie du développement moteur n’est relevée. Il n’existe
pas de comorbidité psychiatrique ou somatique. L’examen morphologique et neurologique
ne met pas en évidence d’anomalie; de méme que les examens paracliniques réalisés
(examens auditif et visuel, EEG, imagerie cérébrale, bilan biologique et analyse des acides

aminés). La figure 4.37 résume les données cliniques des patients 5, 7 et 8.
L’ensemble des données cliniques est résumée dans la figure 4.38 et 4.39.

Au total, les patients présentant une délétion ou une duplication incluant le géne NLGN/
montrent un phénotype clinique similaire avec un autisme sévére avec ou sans déficience
intellectuelle associée. Dans tous les cas, il existe une trouble du développement langagier
sévére avec plusieurs patients non-verbaux. Aucune comorbidité particuliére sur le plan
psychiatrique ou somatique n’est mise en évidence. Seul le patient 6 porteur de la méme
duplication transmise & son fils atteint interrompant le géne NLGN4Y présente une

phobie sociale et une dépendance & 1’alcool.
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Comorbidité : asthme

Examens paracliniques : normaux

Troubles du
langage

Comorbidités
somatiques

Comorbidités
psychiatriques

Trouble
alimentaire

Trouble du
sommeil

Patient 2

Diagnostic : TSA modéré
DDN: 1983

Sexe:M

Age des Ters Sp: 15 moi

Sous-score ADI :
Interactions
sociales

Communication
(non-verbale et verbale)

Comportements
stéréoypés

score CARS

Dysmorphie/
Développement ~ Malformations
moteur

Anomalie génétique : del NLGN4

Dysmorphie : Macrocéphalie (+3DS)

Famille : MPX, ATCD fam : dépression, OH
s Examens paracliniques : normaux

Troubles du
langage

Comorbidités
somatiques

Comorbidités
psychiatriques

Trouble
alimentaire

Trouble du
sommeil

Patient 3

DDN:1992
Sexe:M

Sous-score ADI: score total ADI : 39 (seuil & 22)
Interactions
sociales

Sous-score ADI :
Communication
non-verbale

Dysmorphie/
Développement  Malformations
moteur

Diagnostic : TSA sévere Anomalie génétique : del NLGN4

Dysmorphie : Microcéphalie (-1DS)
Famille : MPX

Age des Ters Sp:12mois  Examens paracliniques : normaux

F1GURE 4.34: Comparaison des profils cliniques des patient 1, 2 et 3 présentant une

délétion du géne NLGN
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FAMILLE MPX18 FAMILLE
Probant Pere Oncle Mere Cousin Soeur Probant Pere Oncle Mére Cousin Soeur
GENETIQUE al
Géne NLGN4Y NLGN4Y unknown No unknown No Echelles RPM RPM RPM
Dup (chrY : 16 | Dup (chrY : 16 Scores Ql
Mutation 500316 —17 | 500316 —17 | unknown No unknown No et 79 >130 105 >130
227 396) 227 396) comple
Transmission paternal unknown unknown No unknown No
HISTOIRE
SEXE M M M F M F MEDICALE
Grossesse et
AcE 25 59 63 61 47 30 | accouchement
Terme 38 SA normal - normal 36 SA normal
DIAGNOSTIC ASD = o o PDD-NOS o Déroulement eutocic eutocic - normal eutocic normal
ADI-R Dvipt
Age lors de
I'évaluation 25 - - - Marche (m) normal normal normal - normal
(années)
Age des premiers 1 R . _ Premiers mots bal ! ! ~ !
sympomes (m) non verbal normal normal normal
Domaine social 43 R . 9 ~ Premiére bal ! ! . !
(cut- off 10) phrase (m) non verbal normal normal normal
Domaine
communication : Principales névralgie
verbale (cut-off 8) -n7 - - 2/- - comorbodités Scheuermann - - Hypoacousie facialge -
& non verbale somatiques
(cut-off 7)
Principales Phobie Phobie
Comportements paies sociale, sociale, Trouble addictions
PP 9 - - 2 - comorbodités - et T b " " -
répétitifs (cut-off 3) hiatri
psychiatriques alcool alcool
ADOS Domaine
communication 6 - - - -
(cut-off 5)
Domaine
intéraction sociale 7 - - - - (ESQH)EUNE
( cut-off 6)
Lévres fines,
discret hyperthelorism
. prognatisme, nez e, extrémités
Total 13 ) - ) B Dysmorphie | ‘o boute, taches no - ne courtes, face ne
cutanées aplatie
hyperpigmentées
Intérét et Examen Elargissement
cret ef 6 - - - - amer polygone de Dysmétrie normal normal normal
comportements neurologique
marche
CARS - - - - - Examen ENT
DSM IV-TR & n . . .
DSM-5 criteria oui oui TDM/IRM HyperSe bruit normal hypoacousie | HyperSe bruit normal
AUTRES Tests d'acuité i bl R R R :
DIAGNOSTIQUES auditive possible
SRS-score total 136 21 47 10 - - PEA normal - - - -
HISTOIRE
score RBS 36 1 3 FAMILIALE
Age du pere a
PPT 65 - - - la naissance 36 25 29
Age de la mére
ADHD-RS 43 ) 3 3 4 la naissance 34 31

FIGURE 4.35:

Caractéristiques cliniques de la famille MPX19
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i @)

m O i 0

NLGN4Y dup
O ¢ mm O O

NLGN4Y

duplication

Sous-score ADI : score ADI total : 72 (seuil a 22)
Interactions Sous-score ADI :*
Troubles du sociales Communication

langage (verbale et non-verbale)

Sous-score ADI :

Comorbidités

somatiques Comportements
stéréoypés
Comorbidités score SRS

psychiatriques

Ql

Trouble
alimentaire

Modéré

Dysmorphie/
Développement  Malformations
moteur

Trouble du
sommeil

Patient 5
Diagnostic : TSA sévére Famille : MPX, ATCD fam : Phobie sociale, BP, SCZ, OH

DDN : 1989 Dysmorphie : faciale, taches cutanées
Sexe : M Comorbidité : Sd de Scheuermann

Age des Ters Sp : 1 mois Examens paracliniques : normaux

Anomalie génétique : dup NLGN4Y

FIGURE 4.36: Données cliniques et génétiques des patients 5 et 6, a. Arbre généa-
logique, b. Visualisation de la duplication transmise entre pére et fils, c. Spécificités
morphologiques du patient 5, d. Représentation du phénotype clinique du patient 5
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Sous-score ADI :

Troubles du sociales

score ADI total : 72 (seuil a 22)

Interactions Sous-score ADI :

Communication

langage (verbale et non-verbale)

Comorbidités Sous-score ADI :
somatiques Re Comportements
stéréoypés

Comorbidités

psychiatriques score SRS

Trouble
alimentaire

Trouble du Dysmorphie/
! lopp t Malf ions
moteur
Patient 5
Diagnostic : TSA sévére Famille : MPX, ATCD fam : Phobie sociale, BP, SCZ, OH
DDN : 1989 Dysmorphie : faciale, taches cutanées
Sexe:M Comorbidité : Sd de Scheuermann

Age des Ters Sp: 1 mois Examens paracliniques : normaux

Anomalie génétique : dup NLGN4Y

Sous-score ADI :
Interactions Sous-score ADI :
Troubles du sociales Communication
langage (verbale et non-verbale)

Comorbidités Sous-score ADI :
somatiques Comportements
stéréoypés

Comorbidités

psychiatriques score CARS

Trouble
alimentaire

Dysmorphie/

Trouble du
sommeil Développement  Malformations
moteur
Patient 7
Diagnostic : TSA sévere avec DI
DDN:1998 Anomalie génétique : dup NLGN4
Sexe:M Famille : MPX
Age des Ters Sp: 16 mois Examens paracliniques : normaux
Sous-score ADI : score ADI total : 45 (seuil a 23)
Interactions Sous-score ADI :*
Troubles du sociales Communication

langage (verbale et non-verbale)

Sous-score ADI :
Comportements
stéréoypés

Comorbidités
somatiques

Comorbidités

L score CARS
psychiatriques
Trouble
alimentaire
Trouble du Dysmorphie/
sommeil Développement  Malformations
moteur
Patient 8
Diagnostic : TSA sévere Anomalie génétique : dup NLGN4
DDN:1987 Famille : SPX
Sexe:M Examens paracliniques : normaux

Age des 1ers Sp : 36 mois

F1GURE 4.37: Comparaison des profils cliniques des patients 5, 7 et 8 présentant une
duplication du géne NLGN/4



Résultats

Patients 1 3 4 5 6 7 8
Sexe M M M M M M M M
Lien de parenté - - - Probant Pere - -
Année de naissance 1991 1983 1992 1992 1999 1955 1998 1987
Diagnostic TSA TSA TSA TSA TSA Phobie sociale TSA TSA
ANOMALIE GENETIQUE
Géne
Mutation
Transmission De novo inconnue inconnue inconnue paternelle inconnue inconnue inconnue
TESTS DIAGNOSTIQUES TSA sévere avec DI TSA TSA sévere avec DI TSA avec DI TSA - TSA sévere avec DI TSA
ADI-R
Age a I'évaluation 8 16 4 - 25 - 3 15
Age des 1ers Sp - 15 12 - 1 - 16 -
Social (cut- off 10) 25 16 N 43 - 18 25
C”é? Eun";‘r“‘a\"i:r"b; I‘;e(’:jif(fc“;; off 21/14 16/9 1272 - -7 - -13 13/
Comportements3 ;épétilifs (cut-off 8 7 6 . 9 . 6 4
ADOS
Communication (cut-off 5) - - - 6 - - -
Interactions sociales (cut-off 6) - - - 7 - - -
Total - - - 13 - - -
Intéréts res(rei[\t§ et _ . . 6 . _ .
comportements stéréotypés
CARS 35 34 37 - - - 49 -
DSM IV-TR & DSM-5 criteria oui oui oui - oui - oui oui
COMPLEMENTARY DIAGNOSIS
SRS-total score - - - 136 21 - -
RBS score - - - 36 1 - -
PPT - - - 65 - - -
ADHD-RS - - - 43 - - -
Efficience intellectuelle
Echelle Vineland wisc Griffith's inconnu RPM RPM Vineland WISC-IlI
score de Ql total DI modérée 70 50-69 inf. 70 79 >130 47 67

FIGURE 4.38: Données cliniques de ’ensemble des patients présentant un CNV de

NLGNJY




Résultats

ATCD familiaux

et un cousin
germain

chez un apparenté
au 3éme degré

Intellectuelle chez
un cousin maternel

TSA chez un oncle
paternel

Patients 1 2 3 4 5 6 7 8
Sexe M M M M M M M M
HISTOIRE MEDICALE
Grossesse et accouchement
Grossesse normal - - - 38 SA normal - -
Accouchement normal - - - eutocic eutocic - -
Acquisitions
Age de la marche (mois) normal 15 9 - normal normal 16 -
Age 1ers mots (mois) 12 ('I"a‘s régress‘on 25 retard (oui, non - non verbal normal 36 retard
langagiére) seulement)
Age 1éres phrases (mois) 24 37 - - non verbal normal - -
Comorbidités somatiques asthme, otites - - - Sch :J';:‘ ann - - -
Comorbidités psychiatriques - - - - A;;irée'sé;isil:f‘:- ;h;::;:?:%i - -
EXAMEN CLINIQUE
prognatisme,
- : : | - :
cutanées
Examen neurologique - - - - élaprgli;;z?:;;du Dysmétrie - -
Examens sensoriels
Profil subjectif - - - - hypzrus;z:iebilité normal - -
Test d'acuité auditive - - - - - - - -
Potentiel évoqués auditifs - - - - normal - - -
Examen ophtalmologique - - - - - - - -
Examens complémentaires
Bilan bio\ogiqu‘elanalyse acide _ normal . . _ . normal normal
amines
Imagerie cérébrale normale - - - - - - -
EEG - - - - normal - - -
HISTOIRE FAMILIALE
Age du peére a la naissance - - - - 36 - - -
Age de la mére 4 la naissance - - - - 34 - - -
TSA chez un frére, | Traits autistiques Déficience

FI1GURE 4.39: Données cliniques de I’ensemble des
NLGN4Y -Suite-

patients présentant un CNV de







Chapitre 5

Discussion : Recherche clinique et
génétique : Un service rendu aux

patients

5.1 Intrications génes et clinique

5.1.1 Mutations de novo et phénotype

A partir de pipelines d’analyse génétique similaires & celui utilisé dans la premiére partie
de cette étude, de nombreuses équipes de recherche étudient les variants de novo dans
les populations de patients atteints de TSA. Dans les familles simplexes, le taux de
mutations de novo par individu par exome a été estimé a 1,02 pour les patients avec
autisme contre 0,79 chez les apparentés non atteints, ce qui représente une majoration

significative des variants de novo chez les patients [58, 85].

Le taux de variants de movo observés dans la cohorte des 17 familles multiplexes est de
1,68 chez les patients avec TSA contre 1,07 chez les sujets sains. Le taux pour les patients
des familles multiplexes est trés similaire aux études antérieures. Ainsi, il apparait que
les patients avec TSA des familles MPX semblent présenter autant de mutations de novo

par individu que ceux des familles simplexes.

En revanche, aucune différence statistique du nombre de variants de novo par individu
(p=0,22) n’est mise en évidence entre les patients et leurs apparentés dans les familles
MPX. Ce qui est cette fois différent de ce qui est observé dans les familles SPX. On peut

émettre plusieurs hypothéses pour 'expliquer.

83
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D’abord, cette absence de différence peut étre due a un trop petit effectif de la cohorte

ne permettant pas de mettre en évidence une différence ténue entre les deux groupes.

Ensuite, ceci revient a se poser la question de pourquoi les apparentés des familles SPX
et MPX ne présentent pas le méme taux de variants de novo par individu. Ce peut étre
que :

1. les variants de novo sont réellement moins fréquents chez les apparentés des familles
SPX,

2. ou que les variants de movo des apparentés des familles SPX sont aussi fréquents que
les apparentés des familles MPX, mais plus fréquemment situés dans les régions non

codantes et donc non détectables avec les données d’exome.

Dans le premier cas, cette différence serait alors liée a une différence génétique fon-
damentale entre apparentés des familles multiplexes et simplexes. On pourrait émettre
I’hypothése d’une anomalie intrinséque dans le systéme de réparation de PADN [121].
Dans ce cas, les individus atteints seraient ceux dont les mutations de novo seraient délé-
téres ou toucheraient des génes & expression cérébrale ou impliqués dans les mécanismes
cellulaires évoqués en chapitre 1. A ce jour, peu d’articles ont étudié le systéme de répa-
ration de PADN dans les pathologies psychiatriques. Un article montre une dérégulation
du systéme de réparation de 'ADN dans les cas d’X fragile [122]. En revanche, aucun

article n’est publié sur le sujet dans les TSA.

Ensuite, le groupe TSA semble avoir davantage de variants de novo touchant des génes
& expression cérébrale par rapport aux apparentés, mais aucune différence n’est mise en
évidence entre les deux groupes (p=0,17). Il n’existe pas non plus de différence significa-
tive pour les génes déja référencés dans SFARI entre les deux groupes (p=0,61). Cette
absence de significativité peut étre causée la encore par la petite taille de la cohorte. Par
contre, 3 mutations de novo considérées comme délétéres pour la fonction protéique et

survenues chez des patients font partie des génes candidats aux TSA.

— SRGAPS3 :
Pour ce géne, aucune mutation non-sens n’est répertoriée dans « Exome Variant
Server » [123] et les mutations probablement endommageantes sont rares (fré-
quence inférieure a 1%). La protéine SRGAP3 comporte un domaine SH3, indi-
quant un role dans une voie de signalisation cellulaire et dans l'architecture du
cytosquelette, notamment au niveau neuronal [124]|. Une translocation équilibrée
interrompant le géne SRGAPS3 a été décrite chez une fille avec une déficience
intellectuelle et un comportement auto-agressif. Une mutation faux-sens de nowvo
(c.1405GAA AAA; p.469E K) a également été rapportée chez un patient autiste
dans une étude de séquengage d’exome complet [125]. Une microduplication en

tandem engendrant une perte de fonction de la protéine SRGAP3 a été trouvé
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chez une famille MPX avec schizophrénie [126]. Pour finir, ce géne est référencé
comme un géne hautement exprimé dans le cerveau, comme un géne-cible du re-
tard mental (FMRP) [127] [126], et comme géne exprimé en fonction de la densité

post-synaptique chez I’'Homme.

— SLC25A22 :
Ce géne est exprimé dans le cerveau et code un transporteur mitochondrial du
glutamate et est également un géne régulant la densité post-synaptique [128]. Ce
géne est connu pour étre impliqué dans une forme d’encéphalopathie épileptique
néonatale [129]. Des mutations homozygotes sont uniquement décrites dans des
familles trés consanguines. L’analyse du second alléle n’a pas mis en évidence de

variant chez ce patient.

— SHANKS
Les mutations SHANKS sont présentes dans 1 a 2% des patients avec TSA et
déficience intellectuelle [130]. SHANKS est une protéine d’architecture du cytos-
quelette présente dans les synapses excitatrices directement reliées & I’organisation

de la densité post-synaptique [131].

Les conséquences délétéres des variants sur la fonction des protéines sus-citées, ainsi que
les rapports d’autres cas de patients présentant une anomalie des mémes génes permettent
d’évoquer un role causal de la mutation de novo de ces 3 génes dans le phénotype des

patients.

Ainsi la présence de mutations de novo chez les patients des familles MPX permet d’ex-
pliquer pour quelques cas 'intégralité du phénotype. Mais la plupart du temps, le variant
de novo ne peut expliquer a lui seul le phénotype clinique présenté par le patient. Dans
les familles MPX, celui-ci est trés probablement la résultante de plusieurs facteurs gé-
nétiques délétéres de novo et hérités des apparentés. L’hypothése génétique sous-jacente
serait celle d’'un fond génétique & risque de survenue de TSA, ce qui expliquerait la

récurrence intrafamiliale.

Par ailleurs, les maladies psychiatiques sont complexes aussi bien du point de vue phéno-
typique (gradiants symptomatiques) que du point de vue génétique (modéle polygénique).
L’étude phénotypique détaillée des patients avec TSA et de leurs comorbidités psychia-
triques d’une part et d’éventuelles pathologies psychiatriques des apparentés d’autre part

rend compte de 'agrégation de ces maladies dans les familles MPX.

La description clinique de la cohorte montre que le sexe-ratio des patients est comparable

aux données de la littérature et que celui des apparentés n’est pas déséquilibré. Il existe
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une différence significative de 1’age maternel et paternel a la naissance entre patients et

apparentés (p-value=0,037), ce qui est conforme aux données de la littérature [132].

Parmi ces 17 familles, les comorbidités psychiatriques sont trés fréquentes chez les pa-
tients (73,5%) et chez leurs apparentés ne présentant pas de TSA (70%), sans diffé-
rence significative (p-value = 0,88), tandis que la prévalence aux Etats-Unis des patholo-
gies psychiatriques est de 18,5% en population générale (toutes étiologies psychiatriques
confondues) [99]. Ceci représente une différence importante entre les familles MPX et
les données de population générale (p-values & 2,3e-13). Prises séparément, la plupart
des pathologies psychiatriques présentes dans les familles MPX sont significativement
sur-représentées par rapport a la population générale. Ceci peut permettre d’envisager
un sur-risque psychiatrique au sein des familles MPX, tant sur le plan des TSA que
des autres troubles psychiatriques.Ceci allant dans ’idée des hypothéses citées plus haut
d’un "fond" génétique partagé par les différents individus de la famille MPX et conférant
des phénotypes cliniques variables. Le role des mutations de novo surajoutées au terrain
génétique familial prédisposant serait donc précipitant dans la survenue de 'autisme. La

famille MPX11 en est ’exemple.

Par suite, il est mis en évidence une discréte sur-représentation des cas d’épilepsie chez les
patients (p-value=0,05) et une hypersensibilité au bruit (p-value=0,03). Une hypothése
de corrélation génotype-phénotype peut étre faite dans la continuité de ce qui a déja été
énoncé. En effet, de nombreux génes impliqués dans les TSA ont une expression cérébrale
et I’épilepsie provenant d’anomalies fonctionnelles de cet organe, on peut imaginer qu’il
existe des facteurs génétiques communs a ces 2 pathologies et qui différerait des variants

portés par les apparentés présentant d’autres pathologies psychiatriques.

5.1.2 Génes synaptiques, Nouveaux génes candidats, Pathways

Parmi les 607 génes et les 2110 CNV impliqués & des degrés différents dans les TSA et
référencés dans la base de données SFARI [60], la fréquence des déterminants n’est pour
la plupart pas encore connue. Néanmoins, parmi la trés grande hétérogénéité génétique
des TSA, il semble exister un certain nombre de variants récurrents. Dans une étude
de 2013, Eichler et col. mettent en évidence des sites spécifiques de cassures chromoso-
miques entrainant un fort taux de CNV récurrents dans les TSA. Ces sites sont appelés
"hotspots" [113].

La forte prévalence des comorbidités psychiatriques dans les familles MPX, ainsi que
les études d’association génétiques antérieures permettent d’évoquer 'hypothése d’en-
richissement de variants spécifiques a des voies synaptiques ou de variants de génes a

expression cérébrale. Une étude récente évoque cet enrichissement des variants dans les
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13 B EBrain-related tissues (18)
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F1GURE 5.1: Comparaison de I’enrichissement des génes en fonction de la localisation

et selon le statut clinique (Les génes inclus dans les CNV des patients avec TSA sont

significativement plus fréquemment des génes & expression cérébrale) (Source : Krumm,
Eichler, Am J Hum Genet. 2013) [112]

voies synatiques [133] et dans certaines régions cérébrales [112] (Figure 5.1) chez les

patients avec autisme.

Malgré I’hypothése précédente de variants communs & plusieurs pathologies psychia-
triques, il existe des différences concernant certains déterminants géniques, et notamment

ceux impliqués dans les déficiences intellectuelles comme le montre la figure 5.2 [113].

La mise en évidence de nouveaux génes candidats dans les TSA passe par 'analyse du
lien phénotype-génotype présent dans des cohortes de patients et la comparaison avec
les individus controéles. L’analyse des variants géniques donne des informations sur le
caractére délétére sur la fonction protéique du SNP ou du CNV présent chez un patient.
Cette prédiction est évaluée par le score SIFT et Polyphen. Seulement, il est difficile de
connaitre le degré de pathogénie d’un variant rare ou inconnu. Et ensuite, ce n’est pas

parce qu'un variant est rare qu’il est forcément responsable du phénotype clinique.

Ensuite, ces variants génétiques seront d’autant plus considérés comme des candidats
qu'’ils seront des acteurs de grandes voies biologiques ("pathways") déja mis en évidence
dans les TSA (chap.1). L’identification de nouveaux génes candidats passe par la connais-

sance scientifique des acteurs protéiques de ces "pathways" via la recherche fondamentale.

Enfin, du point de vue évolutif, les variants génétiques sont le moteur de 1’évolution.
La connaissance actuelle de nombreuses familles de génes dérivant d’un géne ancestral
commun permet de mettre en évidence les profils d’interactions et d’expression des génes

candidats des TSA. Ces génes, méme s’ils sont paralogues, peuvent avoir des domaines
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FIGURE 5.2: Comparaison des grands CNV récurrents chez les patients TSA ou avec

déficience intellectuelle par rapport aux contrdles (Enrichissement chez les patients avec

TSA notée par une astérisque bleue, chez les patients avec déficience intellectuelle par
une astérisque rouge) (Source : Girirajan, Eichler, Am J Hum Genet. 2013) [113]

fonctionnels similaires et donc suppléer la fonction d’une protéine dont le fonctionne-
ment aurait été altéré par une mutation génétique. Ce phénoméne de polygénie et de
compensation génique rend délicate I'établissement d’un lien génotype-phénotype dans
les TSA.

Par ailleurs, les variants génétiques étant la pierre angulaire de 1’évolution, il se peut que
certains des SNP présents chez les individus non atteints et modifiant la fonction pro-

téique soient des variants protecteurs pour certaines fonctions neuronales et cérébrales.

Tous ces éléments conduisent & poser la question du "multiple hit model”.

5.1.3 Hypothése du "Multiple Hit"

Le phénotype clinique des TSA serait lié & 'accumulation de variants délétéres chez un
individu. Le « multiple-hit model » pourrait dans cette perspective étre un bon modéle
pour expliquer la variabilité phénotypique des TSA & l'intérieur d’'une méme famille
multiplexe [87]. L’hypothése du « multiple-hit », que I'on peut traduire littéralement par
l'accumulation de « dommages », est également appelée hypothése de Knudson, du nom

de celui qui l'a décrite en 1971 [88]. Celle-ci a été émise initialement dans le cas des
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cancers pour expliquer I'accumulation des mutations itératives de ’ADN responsables
de la survenue d’une cellule maligne quand un seuil est atteint. Cette hypothése pourrait
étre appliquée aux Troubles du Spectre Autistique ol ’accumulation de variants pourrait
survenir d’une génération a la suivante. Certains d’entre eux pourraient étre délétéres ou

d’autres protecteurs.

Une illustration du "multiple-hit model" est proposée au paragraphe suivant & travers
I'analyse des variants transmis et de novo de la famille MPX11 en lien avec le phénotype

clinique des patients.

5.1.3.1 Analyse de ségrégation de la famille MPX11

Les mutations de novo de la famille MPX11 sont décrites au chapitre 4.1 (Figure 4.5).
Au sein de cette famille, pour I’ensemble des patients désignés en rouge, les SNV exo-
niques sont analysés. 13099 variants sont communs & tous les individus de la famille
(patients présentant un TSA (grand-pére paternel, pére, 2 enfants atteints) et individus

non atteints (grand-mére paternelle, mére, 2 enfants non atteints)).

Pour l'analyse des variants en fonction du phénotype montré par 'arbre généalogique,
plusieurs hypothéses d’analyse de ségrégation sont testées :

- Modéle autosomique dominant & pénétrance compléte,

- Modéle autosomique dominant a pénétrance incompléte,

- Modéle li¢ a 1Y,

- Modéle lié a I’X.

Suite & des contraintes techniques ne permettant pas une qualité de couverture suffisante
des chromosomes sexuels, les variants trouvés sur I’X et I’Y n’ont pas pu étre analysés.
Ainsi seuls les modéles autosomiques ont été testés. Dans un soucis de simplifiation, les

phénocopies n’ont pas été testées dans cette analyse familiale.

Pour tester le modéle de ségrégation autosomique dominant avec pénétrance compléte,
seules les mutations partagées par les patients (et absentes chez les individus non atteints)
sont conservées, soit un total de 331 mutations. Apres sélection & 'aide des mémes filtres
de qualité que pour les variants de novo (chap.3), 35 des 331 mutations demeurent. Parmi
ces 35, 22 (63%) sont des mutations non-synonymes, 8 (23%) des mutations synonymes
et 5 (14%) affectent un ARN non codant (ncRNA). Aucune mutation stop n’est identifée.

Les 35 variants sont présents sur 35 génes indépendants.

7 des 35 génes (20%) s’expriment dans le cerveau. Parmi ceux-ci, 6 sont des mutations
non-synonymes et 1 une mutation synonyme. 3 mutations sont prédites comme délétéres

(Polyphen [96], SIFT [95]) :
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- SGCZ (score HVAR=0,999) code le sarcoglycane zeta, un composant du complexe
dystrophine-glycoprotéine qui forme un lien entre la F-actine du cytosquelette et la ma-
trice extracellulaire ;

- DPYSL2 code la dihydropyrimidinase-like 2 qui est nécessaire pour la signalisation et
le remodelage du cytosquelette, cette protéine joue un roéle dans la guidance axonale,
I’arrét de la croissance du cone axonal, et la migration cellulaire;

- GRIK1 (score HVAR=0,89) code un récepteur ionotrope au Glutamate, le L-glutamate
agit comme neurotransmetteur excitateur dans de nombreuses synapses du systéme ner-

veux central [134].

La figure 5.3 c. résume ’ensemble des SNP non-synonymes ou stop prédits comme dé-
léteres dans cette famille. Le modéle autosomique dominant a pénétrance compléte est

représenté par le rectangle rouge.

Ensuite, dans le modéle autosomique dominant & pénétrance incompléte, les mutations
responsables du phénotype sont présentes chez les patients et peuvent étre portées par
les individus sains. L’analyse des variants communs dans la famille permet de mettre en
évidence 10 variants dans des génes d’intérét : 8 exprimés dans le cerveau, 1 référencé
dans la base de connées SFARI et 1 exprimé dans le cerveau et référencé dans SFARI.
Parmi ces SNP, 4 sont non-synonymes et entrainant une modification délétére de la

fonction protéique (rectangle gris).

De plus, chaque enfant atteint présente au moins une mutation non-synonyme survenue
de novo dans un géne a expression cérébrale et prédite comme délétére (NUP9S3 : Poly-
phen2 score = 0.961, SIFT score = 0.610000; SPEG : Polyphen2 score = 0.981, SIFT
score = 0.010000). Chez les enfants non atteints, aucune mutation de novo n’est mise en
évidence. Mais 2 variants non-synonyme dans un géne & expression cérébrale sont pré-
sents uniquement chez les enfants sains, pouvant faire évoquer des facteurs protecteurs

chez ces enfants.

Le "multiple hit model" est donc con¢u comme la résultante de I'effet des SNP communs
(rectangles rouge et gris) et des mutations de novo délétéres chez les patients (rectangle
rose) et possiblement protectrices chez les fréres et soeurs non atteints (rectangle vert).
L’association des variants exoniques décrits dans cette famille MPX est incompléte et né-
cessiterait d’étre complétée par I’étude des variants portés par les chromosomes sexuels,
d’explorer la polygénie et plus largement d’analyser les données de régulation transcrip-

tionnelle de génome complet.

L’étude des variants commmuns présents au sein de cette famille ne montre pas d’en-
richissement significatif dans une voie métabolique. Néanmoins, il existe des liens nets

d’interaction génétique et de co-expression entre les variants communs aux individus sains
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FIGURE 5.3: Analyse de ségrégation des variants de la famille MPX11 en fonction du

phénotype clinique ; a. Arbre généalogique (chaque couleur correspond a celle reportée

sur la figure b.); b. Caractéristiques cliniques des différents individus de la famille

MPX11; c. Ségrégation des variants géniques délétéres en fonction des hypothéses de
ségrégation

et atteints. La figure 5.4 montre ces liens et donne ainsi une idée du risque génétique

pour les TSA de cette famille.

5.1.3.2 Caractéristiques cliniques des individus de la famille MPX11

Les figure 5.3 a. et b. et figure 5.5 résument les caractéristiques cliniques des individus

de la famille MPX11. Sur 3 générations, 7 patients avec TSA et 1 patient avec un autre



Discussion : Recherche clinique et génétique : Un service rendu auz patients 92

PCDHA4
LOC440330
MXRA7 ‘
‘ UNC13C

C90rf153

KLF17
ADD3 . COL25A1
FAM71D

SYNE1 ILS
MMP21
FOS
RPTN
CACNB4
FREM3
EGR1
CLEC2L
EGR2
SLC25A25 ) ,opo
CYR61
KANK3 . Shared genes
. Pathway genes
USHBP1
Co-expression
MUCSAC Interaction
CASKIN2 MUC16
MOCS1
CCDC78

MPX11 shared gene mutations landscape

FIGURE 5.4: Réseau d’interaction géniques des variants de la famille MPX11

diagnostic psychiatrique sont reportés dans la lignée paternelle. Un individu d’une géné-
ration antérieure est également décédé par suicide dans cette méme lignée (donnée non

documentée).

Dans chaque cas, seuls les garcons sont atteints cliniquement, ce qui a permis d’évo-
quer les hypothéses de ségrégation et de rechercher les déterminants génétiques décrits
plus hauts. Une fois ces déterminants génétiques mis en évidence, une nouvelle analyse
approfondie des données cliniques permet d’infirmer ou de confirmer I'implication des

variants.

Parmi les 8 patients analysés sur le plan génétique, les données cliniques approfondies

montrent que quatre gargons sont atteints de TSA (avec l'enfant 1 qui a un diagnostic
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de syndrome d’Asperger), ce qui était déja connu. En revanche, cette réanalyse met en
évidence que tous les apparentés présentent une comorbidité psychiatrique. Les patients
avec TSA sont également atteints de troubles anxieux et phobie spécifique. Le troisiéme
garcon et la grand-meére paternelle présentent une phobie sociale. La mére, 'enfant 1 avec
TSA et 'enfant 2 sans TSA ont déja eu au moins un épisode dépressif. La grand-mére

paternelle et I’enfant 4 montrent un trouble anxieux généralisé.

Du point de vue physique, seuls les adultes présentent des pathologies somatiques. Le pére
présente des manifestations neurologiques & type de migraine avec ictus amnésique. La
meére présente des nodules cutanéo-muqueux sans que de diagnostic de neurofibromatose

ne soit posé, ni de mutations des génes NF'1 ou NF2 ne soient rapportées.

Au sein de la famille, seul le pére présente des particularités sensorielles.

Individu Sexe Diagnostic Capacités cognitives Dysmorphie
Enfant1 M Asperger QI normal bas ((Wisc 3) QIP :79, QIV : 66, QIT :69) -
Enfant 2 M Episode dépressif QI normal
[Enfaned] m TSA Q élevé ((Wisc4):IRP:140; ICV :126 ; IMT:109 ; QT:130)
Enfant 4 F Trb anxieux généralisé QI normal
PEEEl o TSA QI normal
Mére F Episode dépressif QI normal
L TSA Q normal (Raven (QIT:107))
GMP F Episode dépressif QI normal ((Raven) 79) -
Individu | Sp moteurs Comorbidités psychiatriques Comorbidités somatiques Sensorialité
- Asp, TDAH, EDM, TOC, tic moteurs, phobie spé.
Enfant 2 - EDM
- TSA, phobie spécifique
Enfant 4 - TAG, anxiété séparation, phobie spécifique
- TSA, phobie spécifique Migraine avec ictus amnésique Partic. pecpt. (toucher, odorat)
Mére - EDM, phobie spécifique Fibromes cutanéomuqueux -
- TSA IDM, goutte, calcul rénal
GMP - EDM, phobie sociale, TAG, TS Otospongiose, Parkinson, HTA

FIGURE 5.5: Données cliniques des membre de la famille MPX11

On peut conclure que le fait que tous les individus analysés présentent un diagnos-
tic psychiatrique invalide le modéle de ségrégation autosomique dominant a pénétrance
compléte. Les TSA ne sont donc pas expliqués par un modéle de maladie monogénique

dans cette famille.

Ensuite, le modéle autosomique dominant a pénétrance incompléte pourrait expliquer que
les individus porteurs des mémes variants génétiques ne sont pas tous atteints de TSA,
mais ce modéle ne permet pas de comprendre la variabilité phénotypique des comorbidités

psychiatriques.

Il semble donc que le modéle le plus adéquat pour décrire 'agrégation des pathologies
psychiatriques dans la famille MPX11 (et éventuellement des manifestations de migraines

avec ictus amnésique du pére) serait ’hypothése du "multiple hit model".

Cette analyse compléte de la famille MPX11 met l'accent sur la nécessité de la caracté-

risation fine du phénotype psychiatrique et génétique des patients et de leurs apparentés
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pour une meilleure compréhension d’'un corrélat clinico-biologique au sein d’une famille

donnée.

5.1.4 Imputabilité des mutations dans ’expression phénotypique des
TSA

Les variants génétiques transmis d’une génération & une autre ou survenus de facon
de novo présentent des fréquences trés variables. Celles-ci varient selon que le géne en
question est soumis ou non & pression de sélection. N’entrainant pas de conséquence sur
la fonction protéique, certains variants peuvent avoir une fréquence élevée. En revanche,
un variant délétére survenant dans une protéine trés conservée aura une fréquence plus
faible. La fréquence des événements rares est fixée a moins de 5% en population générale

et & moins de 1% pour les variants trés rares.

L’imputabilité de chacun de ces variants géniques (CNV et SNV) est rendue difficile par
la rareté de chaque mutation et de ce fait du petit nombre de publications pour chaque
anomalie. Ces CNV et SNV peuvent survenir de novo, ou transmis par les ascendants
selon un modéle mendélien. Cependant la combinaison de CNV et/ou SNV transmis et de
novo chez un patient semble particuliérement fréquent et augmente la complexité de notre
perception de 'imputabilité d’'un géne ou d’une région génétique. Il existe notamment
des délétions ou des duplications de signification inconnue [135] et que les cliniciens
interprétent de fagon trés prudente quant & leur pouvoir pathogéne. Par conséquent,

notre capacité a fournir un conseil génétique au patient et a sa famille est parfois réduite.

Le « Multiple Hit Model » pose la question de la difficulté de l'identification et de
I'imputabilité des alleles et CNV & effet modeste qui doit rester extrémement prudente
car complexe. Des études protéomiques et des voies biologiques intégratives des génes
impliqués permettront a I’avenir de mettre en évidence des sphéres d’expression commune

a la plupart des génes déja décrits et ainsi de déterminer le « poids » de tels variants.

Par ailleurs, certains variants sont communs a plusieurs pathologies, rendant & elles-seules
leur imputabilité difficile, mais qui rendent possible I’établissement d’une corrélation
phénotype-génotype éventuelle. La figure 5.6 montre un exemple de facteurs génétiques

communs & plusieurs pathologies.

5.2 Implication des NLGN dans les TSA

Des anomalies des génes NLGN sont détectées dans l'intégralité du spectre des TSA

avec un gradient de sévérité variable en terme de phénotype autistique, de gravité d’une
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FIGURE 5.6: Implication des génes des TSA dans d’autres pathologies. (En bleu :

maladies métaboliques, en jaune : schizohrénie, en rouge déficience intellectuelle, en

vert : cardiopahtie congénitale, en violet : épilespie) (Source : Buxbaum, Nature, 2014)
[78]

éventuelle déficience intellectuelle associée, d’élément dysmorphique ou de comorbidités
somatiques et psychiatriques. Pour la plupart des patients présentant une anomalie d’un
géne des NLGN, aucune autre anomalie génétique n’est mise en évidence, celle-ci est

indiquée le cas échéant.

5.2.1 NLGNI1, NLGN2, NLGN3 dans les TSA

La compilation des données de la littérature concernant les génes NLGN1, NLGN2,
NLGNS8 dans les TSA montre que les anomalies se présentent a des fréquences variables

selon le géne d’intérét et que le phénotype clinique associé a ces anomalies est différent.

Pour les anomalies du géne NLGNI1 dans les TSA, les études cas-témoins montrent une
fréquence survenue de 3,6% chez les patients avec TSA contre 1% parmi les témoins, soit

plus de 3 fois plus élevée chez les patients avec une différence significative importante
(p-value=4.21e-41).

Les mutations de NLGNI1 sont détectées chez des individus avec TSA. Une déficience
intellectuelle est associée dans certains cas, mais d’intensité variable (de légére a séveére).

On peut donc se poser la question de la corrélation entre anomalie du géne NLGNI et
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I’autisme ou la déficience intellectuelle ou les deux ensemble. Un élément de réponse peut
étre apporté par la survenue d’anomalies de NLGN1 dans une cohorte de patients avec dé-
ficience intellectuelle sans qu’aucune association significative soit trouvée (p-value=0,31).
Cette observation apporte une argument supplémentaire a 'implication du géne NLGN1

dans le phénotype des TSA.

Les anomalies de NLGN2 sont beaucoup plus rares chez les patients avec TSA et chez les
contrdles (0,1% et 0% respectivement). Néanmoins, il existe une différence significative
dans la survenue des anomalies de géne dans les TSA (p-value=0.00099). Tandis qu’il
n’a pas été retrouvé d’association entre NLGN2 et la schizophrénie d’une part et 'agé-
nésie du corps calleux d’autre part (p-value=0,11 et 0,098 respectivement). Ces patients
atteints de TSA peuvent présenter une déficience intellectuelle, une dysmorphie mineure
aspécifique ou une microcéphalie. Ces éléments sont en faveur d’une importance notable
du géne NLGN2 dans le fonctionnement de 'organisme et notamment du cerveau. Les
variants fréquents connus (rs) pour ce géne sont nombreux, mais se situent essentielle-
ment dans des régions introniques, le polymorphisme exonique est quant a lui trés réduit
[136].

L’étude des anomalies du géne NLGN3 montre une fréquence de celles-ci de 0,03% chez
les patients contre 0,003% chez les controles, ce qui est 10 fois plus fréquent avec dune dif-
férence trés significative (p-value=0.0002). L’étude comparative des anomalies du génes
survenues dans une population d’individus controles versus de patients atteints de TSA
ou de schizophrénie met en évidence une différence significative en faveur de ’associa-
tion de la fréquence des variants de NLGN3 et I'autisme et non avec la schizophrénie
(p-value=0,001). La encore, les patients atteints de TSA présentent une déficience intel-

lectuelle qui semble plus sévére que pour NLGN1 et NLGNZ2.

Ces fréquences sont des estimations de ce qu’on pourrait trouver en population générale.
Il serait nécessaire de préciser les caractéristiques des populations incluses pour savoir
si celles-ci sont représentatives de la population générale des patients d’une part et des

controles d’autre part.

Bien que la plupart des variants mis en évidence soient considérés comme délétéres, pour
aller plus loin dans l’analyse, les anomalies génétiques nécessiteraient d’étre explorées
variants par variants afin de déterminer le caractére délétére de chacun et de procéder
ensuite & une analyse sur la fonction protéique. Par ailleurs, il serait nécessaire de préciser
la fréquence des anomalies génétiques de ces génes en fonction de la présence d’une
déficience intellectuelle associée ou non au TSA. La méta-analyse pourrait étre compléter
d’une revue des articles concernant la génétique fondamentale sur ces génes, les modéles

animaux et les neurones dérivés de fibroblastes.
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5.2.2 NLGN4X, NLGNJY dans les TSA

Concernant les génes NLGN4X et NLGN4Y, il existe un taux d’homologie de séquence
d’ADN de l'ordre de 90%.

Bien que rares, les anomalies de NLGN4X sont plus fréquentes chez les patients atteints

de TSA par rapport aux controles avec une différence significative (p-value=6.7e-08).

Dans une cohorte de patients présentant une déficience intellectuelle, des anomalies de
NLGN4X sont mises en évidence mais I’absence de population controle ne permet pas de

déterminer la fréquence de ces anomalies par rapport & une population de sujets sains.

Au plan clinique, certains patients avec une anomalie de NLGN/X peuvent présenter
une déficience intellectuelle modérée a sévére associée au TSA, une macrocéphalie, une
dysmorphie faciale non spécifique, une agénésie ou hypoplasie du bulbe olfactif, une
ichtyose cutanée parfois sévére, des anomalies squelettiques de type cyphose, syndrome

de Kallmann, ou chondrodysplasie.

Les patients présentant des anomalies de NLGN4Y présentent un TSA de fagon signifi-
cativement augmentée par rapport aux controles (p-value=0.002). Ces patients peuvent

présenter une déficience intellectuelle associée.

Par ailleurs, I’étude de patients avec des anomalies du nombre des chromosomes sexuels
montrent une importante surreprésentation de T'SA avec le nombre de chromosome Y
présent, ainsi qu’un accroisement du degré de déficience intellectuelle associée. Avec le
génotype XXX, aucun cas de TSA n’a été mis en évidence. Le taux de survenue des
TSA s’accroit & mesure que le nombre de chromosome Y augmente (XXY : 1,7%, XYY :
31,6%, XXYY : 37,5%), faisant évoquer la possibilité d’une implication du chromosome
Y dans les TSA comme cela avait déja été évoqué pour tenter d’expliquer le déséquilibre
du sexe-ratio. Il se pourrait que les anomalies de nombre du géne NLGN/Y puissent

avoir un role dans la survenue d’'un TSA.

5.2.3 Anomalies de NLGN/Y dans la cohorte

Dans la famille MPX19, le phénoype du patient avec la délétion est plus sévére sur
le plan autistique. Ce qui améne & penser que la survenue d’une délétion de novo de
NLGN4Y aggrave effet délétére de la mutation CNTNS transmise a tous les enfants.
Cette observation renforce I'argument du "multiple-hit model" dans les familles MPX

[87].

Dans la famille MPX18, la duplication de NLGN4Y est transmise du pére présentant

au plan phénotypique une phobie sociale et une dépendance & l’alcool a son fils avec
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autiste sévére sans langage et sans déficience intellectuelle. Cette différence phénotypique
peut étre expliquée par un mosaicisme qui reste inexploré chez le pére, une expressivité
variable de ce CNV dans les cellules, un "rattrapage génique" lié a la forte homologie
entre NLGN/X et NLGN4Y [137].

Pris tous ensemble, les patients des familles MPX et issus de la cohorte PARIS por-
teurs d’une anomalie du géne avec une microdélétion de NLGN/ présentent une atteinte
autistique sévére sans qu’'une déficience intellectuelle associée soit au premier plan. En
revanche, il semble que tous les patients présentent des anomalies sévéres du développe-

ment du langage, voire pas de langage a 1’age adulte.

En résumé, les découvertes cliniques et génétiques apportent un argument supplémentaire
pour considérer les mutations des NLGN dans un vaste spectre de patients avec TSA.
Ces mutations ne sont par ailleurs pas restreintes aux TSA, puisque quelques une ont

été montrées dans les cas de schizohrénie ou de déficience intellectuelle.

5.3 La recherche au service des patients

Malgré 'apport des recommandations de 'HAS, la France conserve un retard certain dans
le diagnostic et surtout dans la prise en charge des TSA. A ce titre, elle a été condam-
née a cing reprises par la Commission Européenne (2004, 2007, 2008, 2012, 2014). Les
recherches cliniques psychiatriques et génétiques actuelles et ’engagement des équipes
hospitaliéres et des laboratoires de recherche qui les réalisent ont pour objectif de mo-
difier les pratiques diagnostiques et les prises en charge thérapeutiques des patients sur

I’argument de corrélats clinico-biologiques & ces troubles.

5.3.1 Aller plus loin dans le diagnostic
Les données générées par les recherches cliniques permettent notamment de remettre en
question les symptomes cliniques des patients et leur survenue chronologique permettant

de poser un diagnostic précoce afin de prendre en charge au plus tot les sympotmes

cliniques et d’éventuelles comorbidités (Chap. 1).

5.3.1.1 Caractérisation clinique en fonction du sexe

A ce jour, le déséquilibre du sexe-ratio dans les TSA n’est toujours pas élucidé.
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Au plan clinique, des études expliquent ce déséquilibre selon I'idée qu’il existe un biais
diagnostique dii en partie aux critéres diagnostiques établis & partir de cohortes de gar-
¢ons, ainsi qu’'une meilleure adaptabilité symptomatique des filles présentant un autisme
de haut-niveau et de la plus grande tolérance sociétale en terme de timidité et de réserve

du comportement attendu chez les filles [5].

D’autres études tentent d’expliquer le déséquilibre du sexe-ratio par des différences d’hor-
mones sexuelles, 'une d’entre elles met en évidence un nouveau géne candidat dans les

TSA, le géne RORA [138].

Une autre hypothése est notamment celle d’une différence de neuroplasticité entre filles
et garcons dans les TSA[139].

5.3.1.2 Vers la définition d’endophénotypes ?

Selon une démarche américaine qui vise a étudier de grandes cohortes de patients afin
d’augmenter la puissance statistique des études, les publications actuelles dans les meilleures
revues scientifiques s’attachent & accroitre la significativité des résultats statistiques et

donc le nombre de patients inclus.

A ce jour, prés de 6000 publications sont consultables dans PubMed concernant la gé-
nétique des TSA (mots-clés : "autism" et "genetics" [74]). Les dernicéres études publiées
dans des revues a fort impact factor comme Nature (IF=42 en 2014) [140] ou Molecular
Autism (IF=5,49 en 2014) [141] comportent pour la plupart plus de 1000 patients [142].
Le plus souvent, les patients sont phénotypés selon les grands axes diagnostiques, a 'aide
d’outils standardisés et reconnus dans les études internationales, ce qui permet d’établir

un diagnostic précis conforme au DSM.

Seulement les Troubles du Spectre Autistique regroupent un ensemble trés hétérogéne
de profils cliniques, de sorte que les symptomes présentés par les patients d’une cohorte
se révélent trés différents dans leur manifestation, leurs caractéristiques, leur intensité
et leur évolution. Et la plupart des études dans le domaine de la génétique des TSA
détaillent les anomalies génétiques présentes chez les patients, mais se contentent de
dire que ceux-ci sont atteints de TSA. Il existe donc un déséquilibre important entre

caractérisation phénotypique sommaire et génétique détaillée.

En plus du manque de données cliniques précises de la plupart des études cliniques,
la grande hétérogénéité des TSA rend difficile I’établissement d’une corrélation clinico-
génétique. Afin de tenter de comprendre mieux les TSA et 'importance de chaque ano-

malie génétique dans leur survenue, la notion d’endophénotype a été créée. Il s’agit d’un



Discussion : Recherche clinique et génétique : Un service rendu auz patients 100

procédé épidémiologique visant & définir des phénotypes plus précis en séparant les symp-
tomes comportementaux comme des entités cliniques & part entiére afin de rendre plus

homogenes les phénotypes et établir une corrélation psychopathologique [143, 144].

Le terme d’endophénotype a été utilisé pour la premiére fois en 1966 par Bernard John
and Kenneth R. Lewis dans un article sur la distribution géographique des sauterelles
[145]. Le terme a été ensuite repris en 2003 dans un article de Gottesman évoquant
I’application du concept & la psychiatrie génétique et définit par les auteurs comme
suit : « Les endophenotypes représentent des indices simples aux fondements génétiques
des maladies en elles-méme, mettant en avant I'idée que les diagnostics psychiatriques
peuvent étre décomposés ou déconstruits, ce qui peut aboutir en une analyse génétique

plus simple et réussie » [146].

Le retour de ’anomalie génétique des NLGN vers le phénotype psychiatrique et somatique
précis des patients avec TSA visait & observer si un endophénotype pouvait étre défini

pour ces génes dans 'autisme.

5.3.1.3 Diagnostic génétique

L’évolution des techniques génétiques a permis le diagnostic génétique de nombreuses
maladies humaines et a conduit a I’essor de la génétique médicale. Ce faisant des sociétés
savantes ont émis des recommandations précises sur les examens génétiques. L’ American
Academy of Paediatrics a émis des recommandations éthiques concernant le diagnostic
génétique en pédiatrie, le dépistage génétique chez les nouveaux-nés, I’analyse des "por-
teurs sains" et les conditions d’annonce et de divulgation des données médicales obtenues
via ces techniques [147|. Dans le cadre des recommamndations HAS, le diagnostic gé-
nétique est systématique chez un patient atteint de Troubles du Spectre Autistique. Il
est effectué aprés consultation de génétique clinique en cas de dysmorphie et de fagon

systématique une recherche d’X-Fragile et une puce & ADN (CGH-array).

Comme cela a été exposé précédemment, I'interprétation des données recueillies permet
dans 25% des cas un diagnostic génétique. Celui-ci est établi par un médecin généticien

qui émet un avis sur le caractére délétére, hérité ou de novo des mutations.

Les bases de données mises au point initialement & des fins de recherche représentent des
aides précieuses pour I'interprétation des données génétiques chez ces patients. Le logiciel
Cartagénia, utilisé par certains laboratoires de Génétique médicale et de Cytogénétique et
notamment celui du CHU RObert Debré est un outil précieux réguliérement implémenté
des données génétiques nouvelles [118]. La figure 5.7 montre un exemple de visualisation

de variants dans ce logiciel.
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Certains variants sont communs a plusieurs pathologies, rendant leur imputabilité dif-
ficile. Certains génes candidats ou génes de susceptibilité sont communs aux TSA et a
d’autres pathologies. La figure 5.6 montre un exemple de facteurs génétiques communs

& plusieurs pathologies.
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FIGURE 5.7: Exemple de visualisation du logiciel Cartagénia utilisé en Génétique cli-
nique

La corrélation entre génotype et phénotype rendue possible grace aux recherches cliniques
et génétiques permet de prédire chez un patient d’éventuelles comorbidités associées
aux TSA et de les dépister de fagon systématique. Ceci illustre comment le diagnostic
génétique d’un patient atteint d’'un TSA peut permette d’aller plus loin dans le diagnostic

clinique psychiatrique et somatique.

5.3.2 Apport pour le conseil génétique

Du point de vue épidémiologique, la survenue d'un TSA chez un enfant entraine un sur-
risque de 2,25 de survenue de TSA dans la fratrie & naitre par rapport a la population
générale (Chap.1, [41]). Seulement, ce risque de récurrence intra-familiale est extréme-
ment différent en fonction du type d’anomalie retrouvé chez le patient. C’est ’objet du
conseil génétique proposé aux familles pour évaluer le risque de récurrence des enfants a

naitre.

Du fait d’un cofit encore important des examens génétiques, les proposants sont d’abord
testés et si une anomalie génétique est diagnostiquée, les parents sont & leur tour prélevés,

permettant ainsi de déterminer le caractére hérité ou de novo de ’anomalie présente
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chez le patient. Cette procédure a pour but d’estimer un risque de récurrence familial &

I’anomalie génétique tout en minimisant le coiit de tels examens pour la société.

Dans une famille simplexe, si I’anomalie est survenue de fagcon de nowvo chez un patient
avec TSA et qu'un mosaicisme parental a été écarté, le risque de récurrence est trés
faible. En revanche, si une anomalie héritée est mise en évidence, celle-ci sera transmise
sur un mode mendélien et ’estimation du risque se fera en conséquence du risque de

transmission et de la prénétrance estimée de 'anomalie.

En revanche, dans le cas d’une famille multiplexe, sans anomalie mise en évidence, le
risque est particuliérement difficicle & évaluer pour les raisons évoquées précédemment

et notamment en lien avec ’hypothése du "multiple-hit".

5.4 Les Limites de la cohorte, des technologies utilisées

5.4.1 Cohorte des 17 familles MPX

Dans I’étude des données cliniques et génétiques des 17 familles MP X seuls les apparentés
des patients sont inclus. Ainsi, le groupe controle était composé des fréres et soeurs non
atteints de TSA et non de sujet de la population générale. Cette comparaison a été
choisie afin de connaitre les différents taux de variants de novo au sein de chaque famille,
ce qui empéche que ces individus soient des controles indépendants. Néanmoins, une
inclusion d’individus indépendants ("vrais controles") aurait permis de comparer avec
les mémes techniques d’analyse clinique et de séquencage d’exome les patients avec TSA,

les apparentés et des sujets controles de la population générale.

Une comparaison avec les données épidémiologiques en population générale a été effectuée

afin de tenter de pallier ce manque de cohorte controle.

L’absence de significativité du nombre de variants de novo par individu dans les familles
MPX peut étre di au nombre réduit de sujets inclus dans chaque cohorte. Une étude du
méme type incluant un plus grand nombre de familles multiplexes permettrait de réduire

ce biais.

Dans la famille MPX11, le pére atteint d’autisme de haut-niveau présente un nombre de
variants de novo plus élevés que les 1,48 par individu. Ces 12 variants ont été vérifiés
avec le méthode Sanger, et notamment des mutations affectant :

- 1 géne a expression cérébrale (PRKCG),

- 2 génes référencés dans SFARI (CACNA1F, TSN).

Plusieurs études peuvent tenter d’expliquer cette forte augmentation chez ce pére. Tout
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d’abord, des études antrieures ont montré un effet possible de ’age parental a la naissance
sur la survenue de variants de novo dans la descendance. Pour cet individu, ’age parental
était normal (d’environ 30 ans & la naissance). Aucune explication claire ne permet
d’expliquer ce phénomeéne. Une hypothése qui peut étre faite est celle de I’age avancé du
pére au moment du prélévement sanguin et de ’analyse ADN par rapport aux enfants
habituellement inclus dans 1’étude. Ceci peut aussi suggérer un mosaicisme germinal non

diagnostiqué chez ses parents ou que le patient puisse présenter une mosaique somatique.

L’analyse des variants de novo ne représente que 3% de 'information génétique contenue
dans le génome. Les perspectives de cette étude pourraient étre de poursuivre 1’étude
des familles MPX par I’étude des données du génome complet et des voies biologiques
a travers les interactions protéine-protéine. Cette analyse est actuellement en cours de

réalisation dans le laboratoire du Pr Bourgeron a I'Institut Pasteur.

5.4.2 Meéta-analyse des NLGN

La méta-analyse réalisée présente des biais méthodologiques. Tout d’abord, il n’existait
pas de recherche automatisable des variants des NLGN dans les articles. Par conséquent,
les anomalies répertoriées sont soumises aux erreurs de 'examinateur. Ensuite, il existe
un biais de publications qui visent & publier dans les journaux scientifiques majoritai-
rement des articles qui montrent des anomalies. La méta-analyse aurait donc tendance
a sur-évaluer ce qui est trouvé. Une facon de controler ce biais est d’inclure des articles
qui n’étudiaient pas spécifiquement les anomalies des NLGN, mais toutes les anomalies
génétiques présentes dans une cohorte de patients avec TSA et de témoins. La plupart

des articles inclus est représentée par ce type d’analyses.

Par ailleurs, les données cliniques de la plupart des articles étaient peu détaillées (no-
tamment le sexe des patients et des individus contrdles inclus, ou 1’dge). Les analyses

statistiques n’ont donc pas pu étre co-variées sur ces données.

Une des limites de la méta-analyse est la trop faible description clinique des patients
présentant les anomalies spécifiques des NLGN. Ce manque partiel d’informations peut
étre expliqué par la facon dont sont sonduites les études. En effet, 'idée de ces études est
de lister toutes les anomalies génétiques d’une cohorte de patients avec TSA et non de

partir d’'une anomalie génétique pour établir un phénotype clinique précis et exhaustif.
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5.4.3 Analyse des CNV des NLGN/

Les deux couples de primers ne sont pas spécifiques de NLGN/X ou NLGN/Y, mais de
nombreux arguments laisse & penser que c’est NLGN4Y qui est atteint dans les micro-
délétions et microduplications de la cohorte du fait de :

- la meilleure couverture par les puces conventionnelles de NLGN4X (une anomalie au-
rait déja été mise en évidence),

- et au contraire la faible couverture de NLGN/Y.

Ces résultats seraient a confirmer par une validation par une deuxiéme méthode indé-
pendante et par 'utilisation en ddPCR de primers spécifiques de chaque géne pour tester

les mémes individus.

Par ailleurs, il serait intéressant de renseigner le caractére hérité ou de novo de ces

microCNV par 'analyse des apparentés génétique et clinique des patients 2, 3, 4, 7 et 8.



Chapitre 6

Conclusion

6.1 Phénotype des Troubles du Spectre Autistique

Au plan phénotypique, les Troubles du Spectre Autistique ont été 'objet de nombreux
remaniements nosographiques, témoignant d’autant d’évolution de la pensée et de la

recherche clinique dans ce domaine.

Un rapport de I’Académie de Médecine daté de mars 2015 et présidé par le Professeur
Galibert [148] a rendu un avis sur les avancées en matiére de recherche clinique et géné-
tique dans les TSA. Il précise la place dans cette pathologie de biomarqueurs morpholo-
giques et neuro-anatomiques qui montrent notamment des macrocéphalies précoces fré-
quentes en lien avec une croissance cérébrale accélérée durant la petite enfance, ainsi que
des modifications morphologiques pouvant étre les témoins des anomalies congénitales
du développement cérébral. Des biomarqueurs psychophysiologiques tentent également
d’accroitre les connaissances des symptomes cliniques via ’exploration des interactions
et des cognitions sociales chez les patients. Pour exemple, un biomarqueur d’hypersensi-
bilité au changement constaté en IRM fonctionnelle semble corrélé aux scores de gravité

de 'autisme.

Compte-tenu de la grande hétérogénéité clinique des TSA, il apparait important de pro-
céder a des analyses cliniques précises et exhaustives pour tenter d’identifier des facteurs
influencant les trajectoires développementales, les symptomes et les comorbidités affec-
tant les patients. L’étude clinique approfondie des individus issus de familles multiplexes
tend & montrer une forte agrégation familiale aux TSA associée & une sur-représentation
importante d’autres pathologies psychiatriques chez les patients et chez leurs apparentés.
Ceci suggére la possibilité d’un recoupement psychopathologique des TSA et des autres

pathologies psychiatriques.
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6.2 Relations Génes, Fonctions et Neurodéveloppement

Au stade embryonnaire, la complexité du développement cérébral est régie par I'inter-
vention de nombreux génes du neurodéveloppement influencés par des facteurs environ-
nementaux et épigénétiques. Durant la petite enfance, le développement cérébral précoce
est marqué par une grande plasticité des structures sensorielles, cognitives et motrices ol
s’établissent un trés grand nombre de synapses. La myélinisation du systéme nerveux va
ensuite trés fortement inhiber la croissance des neurites entrainant des modifications de

la balance excitation-inhibition (respectivement systémes glutamatergique et GABAer-

gique) [24].

Les voies génétiques affectées dans les TSA sont principalement exprimées dans le sys-
téme nerveux central et jouent des roles importants dans le remodelage chromatinien,
le métabolisme neuronal, ainsi que la synaptogenése. Certaines anomalies peuvent tou-
cher ’homéostasie neuronale et par ce biais, la fonction neuronale et synaptique. Par
exemple, on observe une réduction du nombre de dendrites dans le syndrome de Rett et
la sclérose tubéreuse de Bourneville, mais un accroissement de celui-ci dans le syndrome
de I’X fragile.

Les premiéres atteintes de la synaptogenése ont été mises en évidence il y a un peu plus
de 10 ans, a travers la découverte des premiers génes identifiés dans les TSA. Jamain et
Bourgeron (Institut Pasteur) ont identifiés en 2003 les premiéres mutations au sein des
génes NLGNS et NLGN/ codant des protéines neuronales transmembranaires d’adhésion
intercellulaire. Par la suite, plusieurs équipes ont montré que les Neurexines (NRXNI1-3)
dont les protéines interagissent avec les NLGN, étaient également impliquées dans les
TSA. Les Neurexines et Neuroligines sont ensemble responsables de la formation et du

maintien des jonctions synaptiques.

L’analyse des anomalies génétiques des NLGN présentes chez patients atteints de TSA
permet de préciser la rareté de survenue de celles-ci, ainsi que le réle de ces génes dans
la pathogénie de ces troubles. Cette étude suggére une implication importante de cette
famille de génes dans la survenue du phénotype clinique des Troubles du Spectre Autis-

tique, et notamment des génes NLGN4X et NLGN/Y qui avait été peu étudié jusque-la.

Les anomalies des NLGN générent des atteintes de sévérité différentes fonction du géne
touché, de 'anomalie présentée et de la possible compensation de cette anomalie due
a la forte homologie de ces génes (phénomeéne de compensation génique partielle). Par
ailleurs, il est suggéré que les mutations des génes des NLGN ne sont pas limitées a
Iautisme, des mutations ayant été identifiées dans d’autres pathologies et notamment

dans la déficience intellectuelle.
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L’étude des variants de movo se révéle vite trés limitée pour expliquer le phénotype
psychiatrique des patients. L’intérét de I’étude des familles multiplexes réside dans la
mise en évidence des anomalies héritées en plus de novo. L’analyse des variants exoniques
de ces familles montrent que les mutations de novo surviennent globalement & la méme
fréquence chez les patients de familles simplexes et multiplexes. En revanche, ces variants
de novo semblent plus fréquents chez leurs apparentés des familles multiplexes que ceux
des familles simplexes, faisant évoquer de nouvelles hypothéses quant a leur mode de
survenue. Les études du génome complet permettront peut-étre a ’avenir d’en connaitre

davantage sur ces mécanismes de survenue.

Ensuite, les bases de données et les nombreuses études révélent une grande hétérogénéité
génétique des TSA. Il semble que le modéle monogénique soit insuffisant & expliquer les
étiologies génétiques de I'autisme. Ceci oriente davantage vers un modéle polygénique de
ces troubles. C’est dans ce cadre que le Professeur Bourgeron décrit le modéle additif du
"Multiple-Hit" [87], dont la compréhension n’est possible qu’a travers une interprétation

des corrélations génotype-phénotype.

6.3 Corrélations génotype-phénotype dans les Troubles du
Spectre Autistique

Ainsi, les Troubles du Spectre Autistique apparaissent comme un modéle de maladie
neuro-développementale complexe due a la conjonction d’étiologies génétiques, épigé-
nétiques et environnementales. Les études familiales permettent de mettre en évidence
certains de ces facteurs. Dans ce type de pathologie, il est difficile d’évaluer la part des
causes environnementales dans la survenue des symptomes. Il semble qu’une analyse
clinique des familles simplexes ne permette pas d’établir le "poids" respectif imparti
aux étiologies génétiques et environnementales. Seule ’agrégation intrafamiliale observée

dans les familles multiplexes permet d’apprécier la composante génétique du phénotype.

Dans les familles multiplexes, I’étude clinique détaillée des patients et de leurs apparentés
met en exergue un taux important de pathologies psychiatriques associées par rapport
aux prévalences en population générale. Ceci suggére une susceptibilité génétique de ces
familles & ’ensemble des pathologies psychiatriques. L’exemple de la famille MPX11
montre comment ’analyse précise des variants délétéres transmis et de novo en fonction
du phénotype psychiatrique permet de donner une image globale du risque génétique
familial. Pour conclure, ’étude des familles multiplexes montre que les variants de novo
ne peuvent expliquer a eux-seuls le phénotype et que les études de grandes cohortes de
familles multiplexes permettent d’accroitre les connaissances dans le domaine de la géné-

tique des TSA. Néanmoins, il apparait crucial de privilégier une étude famille par famille
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qui seule peut mettre en perspective les phénotypes cliniques et les variants génétiques
impliqués dans la pathogénie. Pour compléter encore la compréhension des corrélations
génotype-phénotype, I’étude du génome complet pourrait représenter un approfondisse-
ment supplémentaire des connaissances en Recherche. En revanche, il semble difficile que
cette étude soit pour le moment applicable aux conditions de diagnostic en génétique

médicale.

L’étude des phénotype psychiatrique précis pourrait permettre d’évoquer des anomalies
ciblées & rechercher de maniére privilégiée lors du diagnostic. En revanche, comme le
montre 'exemple des génes NLGN4X et NLGN4Y, la mise en évidence d’anomalies est
dépendante des limites des techniques utilisées. Cette étude suggére la performance de

la ddPCR pour le diagnostic de microdélétion et microduplication.

Dans l'idée de mener & bien la mise en évidence des corrélations génotype-phénotype,
I’accent porté au travail conjoint entre psychiatres et généticiens permettra a ’avenir de
réaliser des études médicales d’autant plus pertinentes, de poursuivre la perspective d’une
meilleure compréhension des modéles physiopathologiques de ces troubles et d’apporter

un service rendu concret aux patients et a leur famille.



Chapitre 7

Perspectives : Innovations

thérapeutiques

7.1 Repérage clinique et prise en charge précoces

Les études cliniques des trajectoires développementales permettent de mettre en évidence
dans la petite enfance des patients a bas risque et des patients & haut-risque de TSA
et de mieux décrire leur évolution et pronostic cliniques. Les patients a haut-risque sont
ceux présentant dés les premiers mois de vie des symptoémes autistiques, un tableau de

régression développementale, ou ayant des fréres et soeurs atteints de T'SA.

La description phénotypique de cohortes de patients & haut-risque vise & mettre en évi-
dence des symptomes spécifiques de survenue précoce chez les bébés de moins de 36
mois. Ce repérage a pour objectif de débuter une prise en charge rééducative précoce et

adaptée, comme le recommande la Haute Autorité de Santé.

Seulement cette prise en charge thérapeutique précoce n’est possible que si un dépistage
est réalisé de facon systématique. Ceci passe donc par la sensibilisation et la formation
des professionnels de santé de premiére ligne (pédiatres, médecins généralistes) et des
personnels de la petite enfance (infirmiéres puéricultrices, psychologues, assistantes ma-
ternelles), afin d’orienter directement ces enfants a haut-risque vers des structures de

diagnostic et de prise en charge spécialisées.

7.2 Modéles animaux des TSA

Dans de nombreuses pathologies monogéniques, les chercheurs s’essaient a créer des ani-

maux porteurs d’une mutation d’un géne homologue au géne responsable du phénotype
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chez 'Homme. Dans les TSA, plusieurs modéles animaux sont utilisés pour tester les

effets des mutations délétéres survenues dans des génes candidats.

Un modéle de ver nématode (C. elegans) a notamment été proposé pour ’étude des
mutations dans des génes responsables du neurodéveloppement. Ce ver, pourtant trés
éloigné physiologiquement de I’'Homme, peut représenter un modéle d’étude intéressant
puisqu’il a la particularité de posséder un développement embryonnaire invariant trés
bien documenté et dont les cellules ont la particularité d’étre transparentes. Ce géne
a été proposé dans un article comme possible modéle d’étude des Neuroligines et des

Neurexines [149].

Plus classiquement, des modéles murins sont réguliérement utilisés dans les études in vivo
de modéles animaux de TSA. Les études comportementales des souris mutées pour des
génes candidats des TSA ont montrés des comportements proches des symptomes autis-
tiques (par exemple, défaut d’exploration de ’environnement, modifications des vocali-
sations et de socialisation, comportements d’automutilation par lavage répétitif excessif)

150, 151].

L’identification des modéles animaux des TSA permet de mieux comprendre les méca-
nismes neurodéveloppementaux impliqués et d’envisager le développement de nouvelles
pistes de traitement. Les stratégies thérapeutiques a I’épreuve chez la souris peuvent
cibler les dysfonctionnements a 1’échelle génétique et cellulaire en corrigeant directement
la déficience d’un géne par un géne-médicament (thérapie génique), en surexprimant un
géne qui va venir compenser le défaut d’expression d’un autre, en régulant ’expression
d’un géne qui serait surexprimé par des ARN interférents ou en modulant directement
le nombre d’ARN messagers produits. Des essais de ce type pour les génes FMRI et
MECP2 ont déja montré des résultats prometteurs [152, 153]. Une amélioration partielle
de l'intérét social de souris testées a été mise en évidence avec un traitement par am-
pakine, responsable d’une facilitation de la transmission glutamatergique. Certaines ré-
versions phénotypiques observées chez des modeéles murins MECP2 Knock out remettent
en cause le caractére neurodéveloppemental fixé de certains troubles. Ces études ouvrent

d’importantes possibilités thérapeutiques pour 'avenir.

De plus, des molécules pharmacologiques peuvent étre testées sur des modeéles murins
et plus facilement encore sur des neurones en culture. Des "screenings" & haut débit de
molécules pharmacologiques (impliquant plus d’un million de molécules) commencent a
étre réalisés sur des cellules pour lesquels une anomalie génétique est connue. Cela permet
de rechercher les molécules les plus efficaces pour reverser un phénotype cellulaire anormal

lié & une mutation génétique.
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7.3 Traitements pharmacogénétiques pour des terrains gé-
nétiques complexes : vers le développement d’essais cli-

niques et de traitements personnalisés

Quelques essais thérapeutiques sur des patients (phase 2) sont en cours de réalisation dans
les TSA. Citons pour exemple ’essai thérapeutique qui est conduit pour tester I'efficacité
et la tolérance d’un diurétique de I’anse sur la réduction des symptdmes autistiques ; essai
qui fait suite a des résultats préliminaires obtenus chez la souris [154]. Ou encore ’essai
thérapeutique testant l'efficacité de 'administration per os de sulforaphane, une protéine
extraite du brocolis dont les résultats sont trés prometteurs et dont la tolérance semble
excellente [155]. Des résultats contradictoires concernant l’administration d’ocytocine
ne semblent pas montrer d’amélioration des symptomes autistiques [156]. La figure 7.1

montre les génes ciblés par des "screening" pharmacologiques étendus [24].

Pour prouver l'efficacité d’un traitement médicamenteux, les essais thérapeutiques doivent
mettre en évidence l'efficacité du traitement au plan symptomatique sur une population
étendue de patients. Seulement, I’hétérogénéité génétique des patients qui se traduit cli-
niquement par une hétérogénéité symptomatique engendre des difficultés majeures dans
la prévision de la réponse & un traitement pharmacologique. Les anomalies génétiques
spécifiques & un patient lui conférent une homéostasie cérébrale particuliére sur le plan

synaptique, fonctionnel et ionique.

Actuellement, en plus des modéles animaux, les grandes voies de recherche concernent la
création de modeéles d’étude ex vivo. Il est actuellement possible d’obtenir des neurones
en conditions expérimentales par dédifférenciation de fibroblastes de patients présentant
une anomalie génétique connue. Cette stratégie d’étude innovante permettra de tester un
grand nombre de thérapeutiques futures et d’ainsi procéder a la sélection de traitements
personnalisés correspondant aux mutations génétiques de chaque patient avec autisme.
Cette approche pharmacogénétique parait d’autant plus indispensable que le traitement
médicamenteux des patients atteints de TSA et présentant parfois des comorbidités psy-

chiatriques reléve actuellement du défi pour tout psychiatre méme expérimenté.
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i TrkB agonist (LM22A-4)

* Insulin-like growth factor 1 (LM22A-4)

Y7 elF4E bindings inhibitors (4EGI-1)

T‘:I Sphingosine-1 phosphate receptor
modulator (fingolimod)

Tir NMDAR partial agonist (0-cycloserine)

* AMPAR agonist (ampakine CX5486,
CX1837, CX1739, CX546)

* ERBBB inhibitor (PD158780, PD168393)

Hr NKCC receplor antagonist (bumetanide) g aBAA-positive

wr GABAB receptor agonist (arbaclofen)
* M1 recepior agonist (dicyclomine)
mTOR inhibitor amycin|
Of (rapamycin}
#r Matrix metalloproteinase 9 inhibitar (mineeycling)
W GAMs positive allosteric modulators (COPPB)
RAMS antagonist (MPEP, CTEP)
*a [+
I ERK-mediated protein synthesis inhibitor (statine)

FIGURE 7.1: Protéines synaptiques impliquées dans les TSA et les traitements qui ont
été testés dans les modéles murins d’autisme ou dans des essais cliniques (En orange :
Les protéines associées aux TSA, en bleu : facteurs impliqués dans les "pathways"
auquels les protéines associées aux TSA participent, une étoile indique les molécules
pharmacologiques utilisées pour tenter de réverser les symptomes autistiques) (Source :

Delorme, Nat Med., 2013) [24]
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Annexes

A.1 Annexe 1 (chapitre 1)

Critéres diagnostiques des Troubles du Spectre Autistique (DSM-V) :

A. Difficultés persistantes sur le plan de la communication et des interactions sociales

(présentes ou a I’histoire) (3 de 3 symptoémes).

1. Difficulté de réciprocité socio-émotionnelle (initiative et réponse sociale, conversation,

partage d’intérét et d’émotions).

2. Déficit dans la communication non-verbale (coordination des moyens de communi-
cation verbaux et non verbaux; intégration des moyens verbaux et non-verbaux au
contexte ; utilisation et compréhension du contact visuel, des gestuelles, de la posture,

des expressions faciales).

3. Difficulté a développer, maintenir et comprendre des relations sociales appropriées pour
I’age ; difficulté a adapter son comportement a différents contextes sociaux, difficulté a
partager le jeu symbolique et imaginaire avec autrui, absence manifeste d’intérét pour

autrui.

B. Comportements stéréotypés et intéréts restreints (présent ou a ’histoire) (2 de 4

symptomes)

1. Utilisation de mouvements répétitifs/stéréotypés, utilisation particuliére du langage
(écholalie différée, phrases idiosyncratiques, propos stéréotypés) et des objets (p.ex. ali-

gnement d’objets, rotation d’objets).
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2. Insistance sur la similitude, aux routines et rituels verbaux ou non verbaux (p.ex.
détresse importante face aux moindres changements, difficultés avec les transitions, pen-
sées rigides, rituels de salutation figés, nécessité des mémes itinéraires, manger la méme

nourriture, etc.)

3. Intéréts restreints, limités ou atypiques quant a U'intensité et au type d’intérét (p.ex.
attachement excessif a un objet inhabituel, ou intéréts trop limités & certains sujets ou

prenant une place trés importante).

4. Hyper ou hypo réactivité a des stimuli sensoriels ou intérét inhabituel envers des élé-
ments sensoriels de I’environnement (p.ex. Indifférence a la douleur/température, réponse

négative & certains sons ou textures, fascination pour les lumiéres ou objets qui tournent.

C. Les symptomes doivent étre présents depuis la petite enfance mais il est possible qu’ils
se manifestent pleinement seulement au moment ol les demandes sociales dépassent les

capacités individuelles.
D. Les symptomes limitent ou altérent le fonctionnement quotidien.

E. Perturbations pas mieux expliquées par une déficience intellectuelle (DI) ou un retard

global de développement.

Le diagnostic devrait spécifier : - Le fonctionnement intellectuel (Avec ou sans DI) ; - Le
développement langagier - Si le TSA est associé & une condition médicale (p.ex. épilepsie),
génétique (p.ex. Syndrome de Rett, X fragile ou syndrome de Down) ou environnementale
(p-ex. petit poids a la naissance, exposition a ’alcool). - Présence de comorbidité (TDAH,

TAC, troubles anxieux, dépression, Gilles de la Tourette, etc.).

Source : DSM-V

A.2 Annexe 2 (chapitre 1)
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Merci de remplir ce questionnaire en considérant la facon dont votre enfant se comporte habituellement.

Essayez de répondre a toutes les questions. Si le comportement est rare (par exemple, si vous avez vu votre enfant agir

Est-ce que votre enfant vous regarde quand vous 1’appelez par son prénom ?

O
©)
O
@)
©)

Est-il facile pour vous d’avoir un contact visuel avec votre enfant ?

O tres facile

O facile

O difficile

O  tres difficile

O impossible

Quand votre enfant est en train de jouer, est-ce qu’il aligne les objets ?

O toujours

O souvent

O parfois

O rarement

O jamais

Est-que les gens peuvent facilement comprendre le langage de votre enfant ?

O toujours

O souvent

O parfois

O rarement

O jamais

O mon enfant ne parle pas

Est-ce que votre enfant pointe pour montrer qu’il veut quelque chose

(comme un jouet qui est hors de sa portée) ? &
O plusieurs fois par jour

O quelques fois par jour ;
O quelques fois par semaine 2d
O moins d’une fois par semaine

O jamais

Est-ce que votre enfant pointe pour attirer votre attention sur quelque chose qui I’intéresse ?
O plusieurs fois par jour

O quelques fois par jour

O quelques fois par semaine

O moins d’une fois par semaine g

O  jamais

de cette fagon seulement une ou deux fois), répondez comme si votre enfant ne le faisait pas.

toujours
souvent
parfois
rarement
jamais

FiGUuRrRE A.1: Q-CHAT
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7. Combien de temps votre enfant peut-il étre intéressé par un objet qui tourne
(comme le tambour d’une machine a laver, un ventilateur, les roues d’une petite voiture) ”
plusieurs heures
une demi-heure
dix minutes
deux minutes
moins d’une minute

00000

8. Combien de mots votre enfant prononce-t-il ?
O aucun, il n’a pas encore commencé a parler
O moins de 10 mots L |
O entre 10 et 50 mots
O entre 51 et 100 mots
O plus de 100 mots

9. Est-ce que votre enfant joue a faire semblant (comme jouer avec des poupées, parler

dans un téléphone jouet) ?
plusieurs fois par jour
quelques fois par jour
quelques fois par semaine
moins d’une fois par semaine
Jjamais

00000

10. Est-ce que votre enfant peut regarder ce que vous &tes en train de regarder ?
O plusieurs fois par jour

O quelques fois par jour

O quelques fois par semaine

O moins d’une fois par semaine

O jamais

11. Est-ce que votre enfant sent ou leche souvent les objets ?
O plusieurs fois par jour

O quelques fois par jour

O quelques fois par semaine

O moins d’une fois par semaine

O  jamais

12. Est-ce que votre enfant place votre main sur un objet pour vous faire faire quelque chose a sa place
(sur la poignée d’une porte pour I’ouvrir, sur un jouet pour le mettre en marche) ?

plusieurs fois par jour

quelques fois par jour

quelques fois par semaine

moins d’une fois par semaine

jamais

00000

F1GURE A.2: Q-CHAT
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13. Est-ce que votre enfant marche sur la pointe des pieds ?
toujours

souvent

parfois

rarement

jamais

00000

14. Est-il facile pour votre enfant de s’adapter aux changements de routines
ou quand les choses ne sont pas a leur place habituelle ?

tres facile

facile

difficile

tres difficile

impossible

00000

15. Si vous ou quelqu’un de votre famille est triste, est-ce que votre enfant essaie de le
réconforter (par exemple en lui faisant une caresse ou en le prenant dans ses bras) ?

toujours

souvent

parfois

rarement

Jjamais

00000

16. Est-ce que votre enfant fait des choses de fagon répétée, encore et encore
(comme ouvrir le robinet, allumer/éteindre les lumieres, ouvrir/fermer les portes) ?
plusieurs fois par jour
quelques fois par jour
quelques fois par semaine
moins d’une fois par semaine
jamais

00000

17. Les premiers mots de votre enfant étaient :
trés typiques

typiques

légerement atypiques

trés atypiques

mon enfant ne parle pas

00000

18. Est-ce que votre enfant répete des choses qu’il a entendues (des mots que vous venez de dire, des
passages de chanson ou de dessins-animés, des bruits) ?

plusieurs fois par jour

quelques fois par jour

quelques fois par semaine

moins d’une fois par semaine

mon enfant ne parle pas

00000

F1GURE A.3: Q-CHAT
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19. Est-ce que votre enfant utilise des gestes conventionnels (comme faire au revoir de la main) ?
O plusieurs fois par jour

O quelques fois par jour

O quelques fois par semaine
(@]
@)

moins d’une fois par semaine
jamais

20. Est-ce que votre enfant fait des mouvements bizarres des doigts prés de ses yeux ?
O plusieurs fois par jour

O quelques fois par jour

O quelques fois par semaine
O
O

moins d’une fois par semaine
jamais

21. Est-ce que votre enfant observe spontanément votre visage pour vérifier
votre réaction lorsqu’il est confronté a une situation nouvelle ?

toujours

souvent

parfois

rarement

Jjamais

00000

22. Combien de temps votre enfant peut-il s’intéresser a un ou deux objets ?
O toute la journée
O plusieurs heures
O une demi-heure
O dix minutes
O deux minutes

23. Est ce que votre enfant tripote avec ses doigts des objets de fagcon
répétée (comme des bouts de ficelle) ?

plusieurs fois par jour

quelques fois par jour

quelques fois par semaine !

moins d’une fois par semaine -

jamais Y __-2%

00000

24. Est-ce que votre enfant semble hypersensible aux bruits ?
toujours

souvent

parfois

rarement

jamais

00000

25. Est-ce que votre enfant regarde fixement dans le vide, sans but apparent ?
plusieurs fois par jour

quelques fois par jour

quelques fois par semaine

moins d’une fois par semaine

Jjamais

00000

F1GURE A.4: Q-CHAT
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A.3 Annexe 3 : protocole d’inclusion clinique (chapitre 3)
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Identification du sujet CLINIQUE page
ETUDE E——
C07-33 CO733 - |_|_|_ |- ||| -|_|_J_| | aern 28/54
5 . ® Evaluation clinique
n° centre n° famille n° sujet
G. 1. 5. MCDD (multiple complex developmental disorders) [J Non pour tous les critéres

Oui Non Inconnu

1. Déficit dans la régulation des états affectifs ou de ’anxiété :
a. Peurs ou phobies inhabituelles ou particuliéres ©) O O
b. Réactions anxieuses idiosyncrasiques ou bizarres fréquentes ©) O O
c. Attaques de panique récurrentes ©) O o
a Episodes ponctuels de désorganisation ponctués par des comportements immatures o o o
" ou violents prononcés
2. Déficit dans les comportements sociaux
a. Désintérét social, détachement, évitement, retrait O o O
b. Attachement visiblement perturbé ou ambivalent ©) O O
3. Présence d’un trouble de la pensée
a. Pensée magique et irrationnelle ©) O O
b. Intrusions subites dans un processus de pensée normal ©) O o
c. Idées bizarres ©) O o
d. Répétition de mots n’ayant aucun sens ou néologismes ©) O o
e. Facilement perplexe ou confus ©) ©) O
f. Idées de grandeur, dont fantasme d’omnipotence ©) O o
g. Préoccupations paranoiaques, persécutives ©) O O
h. Surinvestissement de figures ou personnages fantasmés ou imaginaires ©) O O
i.  Idées de référence ©) O O
G. 1. 6. AUTISM DIAGNOSTIC INTERVIEW-REVISED (ADI-R) 3é¢me édition (1995)
Date de l'entretien ‘ | ‘ | [ Non fait
1 | 1 | |
J J M M A A A A
Age auquel a été réalisé I'ADI : || _Jan | _|_|mois
Nom de l'examinateur : ‘ |
Parenté de la personne interrogée :  [] 0= mére [ 1 =pere
[] 2 = autre tuteur [ 3 =combinaison de plusieurs entretiens
Version ADI : [J] ADI (1988) [J ADI-R (1995)
Informations préliminaires
1 Préoccupations actuelles A |
B [
C [
D [
Développement dans la petite enfance
2 Age auquel les parents ont noté pour la premiére fois quelque (coter en mois)
chose d'anormal [
3 Premiers symptomes qui ont inquiété les parents A [
B [
C |
D [
4 Age auquel les parents ont pour la premiére fois demandé un avis (coter en mois) [
5 Age de début (estimé apres coup) (code) |
6 Position assise sans aide sur une surface plane I |
7 Marche sans aide L]
8 Controle de la vessie - propreté diurne [
9 Contrdle de la vessie - propreté nocturne L]
10 Contrdle des selles [
C1 - Evaluation clinique Version du 01 mai 2011

FIGURE A.5: ADI-R
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Identification du sujet CLINIQUE page
ETL‘DF‘ Cabhier n°1
C07-33 CO733 - ||| |- - ) 29/54
20 centre 1 famille Pafl Evaluation clinique
Communication
11  Utilisation du corps de l'autre pour communiquer Actuellement [
Actuellement ou dans le passé [
12 | Age des premiers mots isolés (coter en mois) L]
13 | Age des premieres phrases (coter en mois) [
14 Articulation / prononciation Actuellement (si > 4 ans) [
A5 ans |
15 | Complexité des énoncés non produits en écho Actuellement [
A5 ans |
16 | Vocalisation sociale / bavardage Actuellement [
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ||
17  Echolalie immédiate Actuellement |
Actuellement ou dans le passé ]
18 | Phrases stéréotypées et écholalie différée Actuellement |
Actuellement ou dans le passé ]
19  Niveau global de langage Actuellement [
20  Réciprocité de la conversation Actuellement |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ||
21  Paroles exprimant de l'intérét pour les autres Actuellement |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans | ]
22 Questions ou commentaires inappropriés Actuellement [
Actuellement ou dans le passé |
23 Inversion pronominale Actuellement |
Actuellement ou dans le passé ]
24  Néologismes / langage idiosyncrasique Actuellement [
Actuellement ou dans le passé ]
25 | Rituels verbaux Actuellement [
Actuellement ou dans le passé ]
26 | Intonation/volume / rythme / débit Actuellement [
Actuellement ou dans le passé ]
27  Expression vocale Actuellement |
Actuellement ou dans le passé ]
28 | Langage communicatif actuel Actuellement |
A5 ans ||
29 Imitation spontanée des actions Actuellement (si < 10 ans) [
Le plus anormal entre 4 et 5 ans [
30  Pointer pour exprimer de l'intérét Actuellement |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ]
31  Gestes conventionnels / instrumentaux Actuellement [
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ]
32 | Acquiescer de la téte Actuellement [
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ||
33 | Faire non de la téte Actuellement |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ||
34 | Attention portée a la voix Actuellement (si < 5 ans) |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans [
34A Compréhension du langage simple Actuellement [
Le plus anormal entre 4 et 5 ans | ]
35 | Suspicion d'un probléme auditif Actuellement ou dans le passé [
36  Sensibilité excessive au bruit Actuellement [
Actuellement ou dans le passé ]
37 | Niveau de langage communicatif avant la perte Actuellement ou dans le passé [
38  Perte : parole spontanée, ayant un sens et communicative Actuellement ou dans le passé [
39  Perte : mots utilisés spontanément, mais sans intention Actuellement ou dans le passé [
communicative claire

40  Perte : syntaxe simple Actuellement ou dans le passé |
41 | Perte : articulation Actuellement ou dans le passé [

Développement social et jeu
42 | Regard direct Actuellement (si < 4 ans) ||
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ]
43 | Sourire social Actuellement |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ]
44 | Accueil Actuellement |

C1 - Evaluation clinique

FIGURE A.6:

Version du 01 mai 2011

ADI-R
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Identification du sujet

CLINIQUE

page

ETUDE
C07-33 CO733 - |_|_|_[- ||| -

n° centre n® famille n° sujet

Cahier n°1
Evaluation clinique

30/54

Le plus anormal entre 4 et 5 ans

45  Montrer et diriger l'attention Actuellement |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans |
46  Offres de partage Actuellement |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ||
47 | Cherche a faire partager son propre plaisir Actuellement [
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ]
48  Partage le plaisir des autres Actuellement [
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ||
49 | Offre du réconfort Actuellement |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ||
50 | Recherche du réconfort Actuellement (si < 10 ans) |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ]
51 |Qualité des initiatives sociales Actuellement |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans [
52 Variété d'expression faciale utilisée pour communiquer Actuellement [
Le plus anormal entre 4 et 5 ans |
53 | Expression faciale inapproprié¢e Actuellement ||
Actuellement ou dans le passé ]
54  Tendre les bras pour étre porté Actuellement (si < 4 ans) |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans |
55 | Affection Actuellement [
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ||
56 | Desinhibition sociale Actuellement (si > 4 ans) |
Le plus anormal entre 4-5 ans ]
57 | Adéquation des réponses sociales Actuellement [
Le plus anormal entre 4 et 5 ans ||
58 | Anxiété sociale / évitement Actuellement |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans |
59 | Utilisation des parents comme base de sécurité Actuellement (si < 4 ans) |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans [
60 | Anxiété de séparation Actuellement (si < 4 ans) ||
Le plus anormal entre 4 et 5 ans |
61 | Initiation d'activités appropriées Actuellement |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans |
62 | Curiosité Actuellement |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans |
63 | Jeux imaginatifs Actuellement (si < 10 ans) ||
Le plus anormal entre 4 et 5 ans |
64 Jeux imaginatifs avec les pairs Actuellement (si < 10 ans) ||
Le plus anormal entre 4 et 5 ans |
65 |Jeu social imitatif Actuellement (si < 10 ans) |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans |
66 | Intérét pour les autres enfants Actuellement (si < 10 ans) |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans [
67 |Réponses aux approches d'autres enfants Actuellement (si < 10 ans) |
Le plus anormal entre 4 et 5 ans |
68 | Jeux de groupe avec les pairs Actuellement (si < 10 ans) ||
Le plus anormal entre 4 et 5 ans |
69 | Amitiés Actuellement (si > 5 ans) |
Le plus anormal entre 10-15 ans |

Intéréts et comportements
70 | Intéréts restreints Actuellement (si > 4 ans) |
Actuellement ou dans le passé (si >4 ans) ||
71 | Préoccupations inhabituelles Actuellement ||
Actuellement ou dans le passé [
72 Utilisation répétitive d'objets ou intérét pour des parties Actuellement |
d'objets Actuellement ou dans le passé ||
73 | Difficultés lors des changements mineurs des habitudes du Actuellement [
sujet ou de son environnement personnel Actuellement ou dans le passé ||
74 | Résistance lors des changements peu importants de Actuellement |
l'environnement Actuellement ou dans le passé |
75 | Compulsions / rituels Actuellement ||

C1 - Evaluation clinique

FIGURE A.7: ADI-R

Actuellement ou dans le passé
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n° sujet

Cahier n°1
Evaluation clinique

31/54

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

Attachement inhabituel a des objets

Intéréts sensoriels inhabituels

Réponse idiosyncrasique négative a des stimuli sensoriels
spécifiques

Peurs inhabituelles

Hyperventilation

Maniérisme des mains et des doigts

Mouvements médians des deux mains

Perte de I'utilisation intentionnelle des mains

Autres maniérismes complexes et mouvements stéréotypés

du corps
Balancements

Comportements généraux

86

87
88

89

90

91

91B

91C

92

93
94

95

96

97

98

929

100

101

102

Démarche

Scoliose
Coordination motrice globale

Coordination motrice fine

Automutilations

Hyperactivité a la maison et ailleurs

Agression envers des membres de la famille

Agression envers des personnes externes a la famille
Malaises - convulsions - pertes de connaissance

Age ou une anomalie a été repérée pour la premiere fois
Jugement de l'investigateur sur I'dge auquel les anomalies du
développement se sont manifestées pour la premiére fois
Perte d'acquisitions (pendant au moins 3 mois)

Perte d'acquisitions associée a des troubles somatiques
Domaine de régression : communication

Domaine de régression : intérét pour autrui et

réceptivité sociale

Domaine de régression : jeu et imagination

Domaine de régression : capacités adaptatives

Domaine de régression : aptitudes pré-scolaires, scolaires
ou professionnelles

Domaine de régression : aptitudes motrices

Age auquel la majeure partie des régressions sont apparues
Détérioration progressive

Durée de la période de détérioration

Aptitudes spéciales : aptitudes visuo-spatiales

Aptitudes spéciales : capacités mnésiques

C1 - Evaluation clinique

FIGURE A.8: ADI-R

Actuellement
Actuellement ou dans le passé
Actuellement
Actuellement ou dans le passé
Actuellement
Actuellement ou dans le passé
Actuellement
Actuellement ou dans le passé
Actuellement
Actuellement ou dans le passé
Actuellement
Actuellement ou dans le passé
Actuellement
Actuellement ou dans le passé
Actuellement
Actuellement ou dans le passé
Actuellement
Actuellement ou dans le passé
Actuellement
Actuellement ou dans le passé

Actuellement

Le plus anormal entre 4 et 5 ans
Actuellement

Actuellement

Le plus anormal entre 4 et 5 ans
Actuellement

Le plus anormal entre 4 et 5 ans
Actuellement

Actuellement ou dans le passé
Actuellement

Actuellement ou dans le passé
Actuellement

Actuellement ou dans le passé
Actuellement

Actuellement ou dans le passé
Actuellement

Actuellement ou dans le passé
(code)

(coter en mois)
Avant 5 ans
Aprés 5 ans
Avant 5 ans
Apres 5 ans
Avant 5 ans
Aprés 5 ans
Avant 5 ans
Apreés 5 ans
Avant 5 ans
Apres 5 ans
Avant 5 ans
Apres 5 ans
Avant 5 ans
Apres 5 ans
Avant 5 ans
Apres 5 ans

(coter en mois)

Actuellement
Actuellement ou dans le passé
Actuellement
Actuellement ou dans le passé

Version du 01 mai 2011



Annezes

124

Identification du sujet

CLINIQUE

ETUDE
C07-33

CO733 - |_|_|_ |- ||| -I_I|

n° centre n® famille

n° sujet

Cahier n°1
Evaluation clinique

108 | Aptitudes spéciales :

109 | Aptitudes spéciales :

110 | Aptitudes spéciales :

111 |Aptitudes spéciales :

musique
dessin
lecture

calcul

Actuellement
Actuellement ou dans le passé
Actuellement
Actuellement ou dans le passé
Actuellement
Actuellement ou dans le passé
Actuellement
Actuellement ou dans le passé

Algorithme ADI-R / Pour les enfants < 4 ans utiliser les scores “actuellement”, et pour les autres enfants les
scores “le plus anormal entre 4 et 5 ans” sauf lorsque cela est spécifié. Convertir les scores 3 en 2 pour I’algorithme

B. Anomalies de l'interaction sociale

B1 Comportements non verbaux 42

B2 Relations avec les pairs 64

B3 Plaisir partagé

B4 Réciprocité socio-émotionnelle 11

C. Communication

C1 Gestes pour compenser langage 30

C4 Imitation

Pour les sujets ayant un langage (niveau global de langage, item 19=0) :

C2V Conversation

C3V Langage stéréotypé

C1 - Evaluation clinique

43

52

Total B1

si >4 ans

68 ou 69

Total B2

45

46

47

Total B3

Total C1

29

si >4 ans

63

65

Total C4

16

20

actuellement

Total C2V

24

Total C3V

Total Verbal = C1 + C4 + C2V + C3V

(seuil = 8)

Total Non Verbal =C1 + C4

(seuil =7)

FIGURE A.9: ADI-R

68=4-10 ans; 69= 10-15ans

le plus anormal entre 4 et 5

Version du 01 mai 2011
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= = Sa— ® Evaluation clinique
n° centre n® famille n° sujet

D. Comportements répétitifs

D1 Intéréts restreints 70 [ si >4 ans
71 [
Total D1 (|
D2 Rituels 25 [
75 [
Total D2 L
D3 Maniérismes moteurs 81 ou 84 [ (score le plus haut)
Total D3 (|
D4 Intéréts sensoriels inhabituels 72 ou 77 [ (score le plus haut)
Total D4 (|
Total D =D1 +D2 + D3 + D4 (- (seuil =3)
Anomalie 2 ou avant 36 mois
2 | si <36, =1
93 [ si3oud, =1
94 [ s5i <36, =1
12 Ll si>24, =1
13 L si>36, =1
Total Onset (| (seuil=1)

Critéres Diagnostiques ADI-R

Diagnostique de I’autisme selon ADI-R
Si seuil est rempli dans tous les domaines ( B, C, D et Anomalie a ou avant 36 mois) : Ooui [
Non

G. 1. 7. Autism Diagnostic Observation Schedule (ADOS)

Date de I'examen | | | l | | | \ | [] Non fait
J J M M A A A A

Age auquel a été réalisé L ||| moi

IADOS : | |ans || mois

Nom de I'examinateur :

Module ADOS : 01 [ Os 4

C1 - Evaluation clinique

FIGUureE A.10: ADI-R
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n° centre n° famille

n° sujet
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Evaluation clinique

Module 1/ ATTENTION Pour I'algorithme, convertir les scores 3 en 2, et traiter tous les scores

autres que 0-3 comme 0)

Question ‘Vnriable ‘ Score Algorithme
1 et Com ication
1 Niveau général de langage non écholalique Al [
2 Fréquence des vocalisations dirigées vers les autres A2 [ - || ‘
3 Intonation des vocalisations ou verbalisations A3 (]
4 | Echolalie immédiate A4 [
5 Utilisation stéréotypé/Idiosyncrasique de mots ou de phrases A5 | - ||
6 Utilisation du corps de I’autre pour communiquer A6 [ ind ||
7 Pointer A7 [ - [
8 Gestes A8 [ - ||
Total Communication (seuil autisme=4, TSA = 2) [
Interaction Sociale Réciproque
1 Contact oculaire inhabituel B1 [ - | [ |
2 Sourire social en réponse B2 ||
3 Expressions faciales dirigées vers les autres B3 [ g | [ |
4 Intégration du regard et des autres comportements durant les ouvertures sociales | B4 [
5 Plaisir partagé dans I’interaction BS [ - | [ |
6 Réponse a I’appel de son prénom B6 [
7 Demande B7 [
8 Donner B8 [
9 Montrer B9 [ - ||
10 | Initiation spontanée de I’attention conjointe B10 [ - ||
11 Réponse a I’attention conjointe B11 [ - |
12 | Qualité des ouvertures sociales B12 [ - ||
Total Social (seuil autisme = 7,TSA = 4) [
Total Communication + Social (seuil autisme = 12,TSA =7) |
Jeu
1 Jeu fonctionnel avec des objets c [ - [
2 Imagination/Créativité ‘ C2 [ - ||
Total C L
Comportements Stéréotypés et Intéréts Restreints
1 Intérét sensoriel inhabituel pour le matériel de jeu/la personne D1 (] - [
2 Maniérismes des mains et des doigts et autres maniérismes complexes D2 (] ind ||
3 Comportements d’auto mutilation D3 [
4 Intéréts inhabituellement répétitifs et comportements stéréotypés D4 (] - (|
Total D L
Autres Comportements Anormaux
Hyperactivité E1 [ - [
2 Coléres, Agression ou Comportement négatif ou perturbateur E2 | - [
3 Anxiété E3 [ - [
Total E |
Critéres diagnostiques ADOS (Module 1)
Diagnostic Autisme selon ADOS
Total = Communication + Social | | | (seuil autisme = 12) [J oui [ Non
Diagnostic TSA selon ADOS
Total = Communication + Social | | | (seuil TSA = 7) [Joui [ Non

C1 - Evaluation clinique

Ficure A.11: ADOS
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Module 2/ ATTENTION Pour I'algorithme, convertir les scores 3 en 2, et traiter tous les scores
autres que 0-3 comme 0)

Question ‘Variahle Score Algorithme
Langage et Communication
1 Niveau général de langage non écholalique Al (]
2 Quantité d’ouvertures sociales/maintien de I’attention A2 | — ‘ [ |
3 Anomalies du langage associées a l'autisme (intonation / volume / rythme / débit) | A3
4 Echolalie immédiate A4 (]
5 Utilisation stéréotypée/Idiosyncrasique de mots ou de phrases A5 (] — ]
6 Conversation A6 [ — [
7 Pointer A7 [ — [
8 Gestes descriptifs, conventionnels et instrumentaux A8 [ — [
Total Communication (seuil autisme = 5,TSA = 3) [
Interaction Sociale Réciproque
1 Contact oculaire inhabituel B1 [ — [
2 Expressions faciales dirigées vers les autres B2 | — [
3 Plaisir partagé dans I’interaction B3 (]
4 Réponse a I’appel de son prénom B4 [
5 Montrer B5 (]
6 Initiation spontanée de I’attention conjointe B6 (] — ‘ ] |
7 Réponse a I’attention conjointe B7 (]
8 Qualité des ouvertures sociales B8 [ ind |
9 Qualité de la réponse sociale B9 [ nd [
10 Quantité de communication sociale réciproque B10 (] g ||
11 Qualité générale de la relation B11 (] - ]
Total Social (seuil autisme = 6, TSA =4) [
Total Communication + Social (seuil autisme = 12, TSA = 8) ]
Jeu
1 Jeu fonctionnel avec des objets ‘ C1 (]
2 Imagination/Créativité ‘ Cc2 (] — |
Total C ||
Comportements Stéréotypés et Intéréts Restreints
1 Intérét sensoriel inhabituel pour le matériel de jeu/la personne D1 (] — |
2 Maniérismes des mains et des doigts et autres maniérismes complexes D2 (] — |
3 Comportements d’auto mutilation D3 (]
4 Intéréts inhabituellement répétitifs et comportements stéréotypés D4 [ — [
Total D [
Autres Comportements Anormaux
1 Hyperactivité E1 (] — [
2 Coleres, Agression ou Comportement négatif ou perturbateur E2 [ — [
3 Anxiété E3 [ - L
Total E ||
Critéres diagnostiques ADOS (Module 2)
Diagnostic Autisme selon ADOS
Total = Communication + Social | | | (seuil autisme=12) [ oui [J Non
Diagnostic TSA selon ADOS
Total = Communication + Social | | | (seuil TSA=8) [Joui  [J Non
C1 - Evaluation clinique Version du 01 mai 2011

FIGure A.12: ADOS
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Module 3/ ATTENTION Pour I'algorithme, convertir les scores 3 en 2, et traiter tous les scores
autres que 0-3 comme 0)

Question Variable ‘Score Algorithme
Langage et Communication
1 Niveau général de langage non écholalique Al |
2 Anomalies du langage associées a l'autisme (intonation / volume / rythme / débit) | A2 L
3 Echolalie immédiate A3 [
4 Utilisation stéréotypée/Idiosyncrasique de mots ou de phrases A4 [ — | |
5 Offre d'information AS [
6 Demande d'information A6 [
7 Compte-rendu d'événements A7 [ - [
8 Conversation A8 [ - [
9 Gestes descriptifs, conventionnels et instrumentaux A9 | - |
Total Communication (seuil autisme = 3, TSA = 2) [
Interaction Sociale Réciproque
1 Contact oculaire inhabituel Bl | - | [ |
2 Expressions faciales dirigées vers les autres B2 [ - | || |
3 Production de langage et communications non verbales associées B3 [ B3=8 si B1,B2 ou A9=2
4 Plaisir partagé dans I’interaction B4 [
5 Empathie/commentaires sur les émotions d’autrui B5 |
6 Compréhension sociale B6 [ - [
7 Qualité des ouvertures sociales B7 [ - [
8 Qualité de la réponse sociale B8 | - [
9 Quantité de communication sociale réciproque B9 | ind |
10 | Qualité générale de la relation B10 [ - [
Total Social (seuil autisme = 6, TSA =4) |
| Total Communication + Social (seuil autisme = 10, TSA = 7) [
I inati
‘ 1 ‘ Imagination/Créativité C1 | | | - [
Total C =
Comportements Stereoypés et Intéréts Restreints
1 Intérét sensoriel inhabituel pour le matériel de jeu/la personne D1 | - | | |
2 Maniérismes des mains et des doigts et autres maniérismes complexes D2 | - | | |
3 Comportements d’auto-mutilation D3 [
4 Intérét ou références excessives a des themes inhabituels ou fortement D4
spécifiques ou a des objets, ou comportements répétitifs I — I
5 Compulsions ou rituels D5 [ i [
Total D L
Autres Comportements Anormaux
1 Hyperactivité/agitation E1 [ - [
2 Coléres, Agression ou Comportement négatif ou perturbateur E2 [ - |
3| Anxiété E3 [ - [
Total E L

Critéres diagnostiques ADOS (Module 3)

Diagnostic Autisme selon ADOS

Total = Communication + Social |

Diagnostic TSA selon ADOS

Total = Communication + Social

C1 - Evaluation clinique

|| (seuil autisme=10)

||| (seuil TSA=7)

Ficure A.13: ADOS

[ Oui

[ Oui

[J Non

D Non
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Module 4/ ATTENTION Pour I'algorithme, convertir les scores 3 en 2, et traiter tous les scores

autres que 0-3 comme 0)

Question ‘Variable ‘Score Algorithme
Langage et Communication
1 Niveau général de langage non écholalique Al |
2 Anomalies du langage associées a I'autisme (intonation / volume / rythme / débit) A2 L
3 Echolalie immédiate A3 [
4 Utilisation stéréotypée/Idiosyncrasique de mots ou de phrases A4 [ — | || |
5 Offre d'information AS [
6 Demande d'information A6 [
7 Compte-rendu d'événements A7 [
8 Conversation A8 | ind |
9 Gestes descriptifs, conventionnels et instrumentaux A9 [ ind ||
10 Gestes Emphatiques ou Emotionnels Al0 | ind ||
Total Communication (seuil autisme=3 TSA=2) | ]
Interactiongt‘)ciale Réciproque
1 Contact oculaire inhabituel B1 [ - | [ |
2 Expressions faciales dirigées vers les autres B2 [ ind | | |
3 Production de langage et communications non verbales associées B3 I
4 Plaisir partagé dans I’interaction B4 [
5 Communication de ses propres affects B5 [
6 Empathie/commentaires sur les émotions d’autrui B6 [ — | [ |
7 Compréhension sociale B7 [
8 Responsabilité B8 [ - [
9 Qualité des ouvertures sociales B9 [ ind |
10 Qualité de la réponse sociale B10 [ ind [
11 Quantité de communication sociale réciproque B11 [ ind [
12 Qualité générale de la relation B12 ||
Total Social (seuil autisme =6, TSA = 4) [
Total Communication + Social (seuil autisme = 10, TSA = 7) [
‘ Imagination ‘
‘ 1 Imagination/Créativité ‘ C1 l | ‘ ind |
Total C [
Comportements Stéréotypés et Intéréts Restreints
1 Intérét sensoriel inhabituel pour le matériel de jeu/la personne D1 [ nd | | |
2 Maniérismes des mains et des doigts et autres maniérismes complexes D2 [ ind | || |
3 Comportements d’auto-mutilation D3 | ]
4 Intérét ou références excessives a des themes inhabituels ou fortement spécifiques ou | D4 -
a des objets, ou comportements répétitifs (. L
5 Compulsions ou rituels D5 [ g ||
Total D [
Autres Comportements Anormaux
1 Hyperactivité/agitation E1 [ ind [
2 Coleres, Agression ou Comportement négatif ou perturbateur E2 [ ind |
3 Anxiété E3 [ ind [
Total E [

Critéres diagnostiques ADOS (Module 4)

Diagnostic Autisme selon ADOS
Total = Communication + Social | | | (seuil autisme=10)

Diagnostic TSA selon ADOS
Total = Communication + Social ||| (seuil TSA=7)

C1 - Evaluation clinique

FIGURE A.14: ADOS

[ Oui

[J Oui

D Non

|:| Non
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ECHELLE DE RECIPROCITE SOCIALE / Version pour ENFANT

NOM : PRENOM :
Ce Questionnaire doit étre absol rempli par. un adulte ayant vécu avec U'enfant au cours de ces 6 derniers mois.
Ce questionnaire est rempli par : Mere Pére  Autre (enseignant, etc.) (<= entourez)
. Presque Ne
Pas Parfois | Souvent : .
Toujours | s'appliqu
VRAI VRAI VRAI VRAI ¢ pas
1 | Semble beaucoup plus nerveux dans des
. . . . o a o o o
situations sociales que quand il/elle est seul(e).
2 | Son expression faciale n'est pas en harmonie avec
I . o a o o o
ce qu'il/elle dit.
3 | Semble avoir confiance en lui/elle quand il/elle o o 5 5 5
interagit avec les autres.
4 Quand il/elle est stressé(e), I'enfant semble
fonctionner en “pilote automatique” ou a des o o 5 5 5
patterns de comportements rigides qui paraissent
étranges.
Ne réalise pas que les autres essayent de se servir
5 . o o o o o
de lui/elle.
6 | Préfére étre seul(e) qu'avec les autres. o o o o o
Est conscient(e) de ce que les autres pensent ou
7 a a o o o
ressentent.
8 | Se comporte de fagon étrange ou bizarre. o o o o o
S'accroche aux adultes et semble étre trop
9 7 " a a o o o
dépendant(e) d'eux.
10 | Interpréte les choses de maniére trop littérale et o o o o o
ne comprend pas le sens réel des conversations.
11 | A confiance en lui/elle. o o o o o
Est capable de communiquer des sentiments aux
12 a a o o o
autres.
13 Est maladroit(e) dans les interactions impliquant
un tour de role avec les personnes de son age (par o o 5 o o
exemple, ne semble pas comprendre les tours de
parole dans les conversations).
Maladroit(e), mal coordonné(e) dans les activités
14 . o o o o o
physiques.
15 Est capable de comprendre la signification du ton
de la voix et de l'expression faciale des autres o o o o o
personnes.
16 Evite le contact visuel ou a un contact visuel o o 5 5 5
inhabituel.
17 | Reconnait lorsque quelque chose est injuste. o o o o o
18 | L'enfant a du mal a se faire des amis, méme
. . . a a o o o)
quand il/elle fait de son mieux pour essayer.
19 | A des difficultés lorsqu'il/elle essaye de o o 5 5 o
transmettre ses idées au cours d'une conversation.

FIGURE A.15: SRS



Annezes

131

20

Fait preuve d'intéréts sensoriels inhabituels
(comme faire tourner les objets ou les mettre
dans sa bouche) ou a des manieres étranges de
jouer avec les jouets.

21

Est capable d'imiter les actions des autres. =

22
23

24

25

26

27

28

29

30

31

32
33

34

35

36
37

38

39

40

4
42

43

Joue de maniére appropriée avec les enfants de son
age.

Ne se joint pas aux activités des autres sauf si on le lui
demande.

Aplus de difficulté que les autres enfants a modifier ses
routines.

Ne se soucie pas d'étre “en phase” ou sur la méme o
“longueur d'onde” que les autres.

Offre du réconfort aux autres quand ils sont tristes. o
Evite d'initier des interactions sociales avec les autres. o
Obsessionnel, pense ou parle de la méme chose de

maniére répétitive.

Considéré(e) par les autres enfants comme étrange ou
bizarre.

Souvent dépassé(e) par les situations ou il se passe
beaucoup de choses en méme temps. o

Ne peut pas s'arréter de penser a quelque chose une fois
qu'il/elle a commencé.
A une bonne hygiene personnelle. o

Socialement maladroit(e), méme quand il/elle essaye
d'étre poli(e).

Evite les gens qui veulent étre proches émotionnellement
de luilelle.

Adu mal a suivre le rythme d'une conversation normale. o

A des difficultés a entrer en relation avec les adultes. o

A des difficultés a entrer en relation avec les personnes de
son &ge.

Réagit de maniére appropriée aux changements d'humeur
des autres (par exemple quand un ami ou un compagnon
des jeux qui était content devient triste).

o

A une variété d'intéréts restreinte. o

A de l'imagination, est bon(ne) dans les jeux de faire semblant
(sans perdre le contact avec la réalité).

Sans but ; passe d'une activité a I'autre passivement. o

Semble extrémement sensible aux sons, aux textures ou aux
odeurs.

Se sépare facilement des personnes qui s'occupent de lui/
elle.

FIGURE A.16: SRS
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44

45

46
47
48
49

50

51

52

53

54
55

56

57

58

59
60
61

62

63

64
65

Ne comprends pas les relations entre les événements d'une
maniére appropriée a son age (par exemple, mélange les
causes et les conséquences).

Préte son attention & des choses qui intéressent les autres
(par exemple, regarde dans la méme direction que les autres
ou écoute ce que les autres écoutent).

Expression faciale trop sérieuse.
Fait le/la sot(te) ou rit de maniére inappropriée.
Ale sens de 'humour ; comprend les plaisanteries.

A des aptitudes dans certains domaines précis largement
supérieures a la moyenne, mais le niveau de fonctionnement
dans la plupart des taches n'est pas bon.

A des comportements étranges répétitifs comme agiter les
mains ou se balancer.

A des difficultés a répondre aux questions directement ;
tourne autour du sujet.

Est conscient(e) quand il/elle parle trop fort ou fait trop de
bruit.

Parle aux personnes avec une tonalité vocale inhabituelle
(par exemple comme un robot ou comme s'il/elle donnait un
cours).

Semble utiliser les gens comme s'ils étaient des objets.

Se rend compte quand il/elle est trop proche ou quand il/elle
envahit I'espace d'autrui.

Marche entre deux personnes qui sont en train de parler.
On se moque beaucoup de luilelle.

Se concentre de maniere inadaptée sur des parties d'objets
au lieu de voir la totalité de I'objet (par exemple, si on lui
demande de décrire ce qui s'est passé dans un compte,
I'enfant décrit uniquement le type de vétements portés par les
personnages).

Trop soupgonneux (se).

Est émotionnellement distant(e), ne montre pas ses émotions.

Est inflexible, a du mal a changer d'opinion.

Donne des raisons inhabituelles ou illogiques pour faire des
choses.

Touche les autres de maniére inadaptée (exemple : I'enfant
peut toucher quelqu'un pour établir un contact mais s'en va
aprés sans rien dire).

Trop tendu(e) dans les situations sociales.

Regarde ou fixe les autres de maniére inappropriée.

FIGURE A.17: SRS
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REPETITIVE BEHAVIOR SCALE — Revised (RBS-R)

Instructions:

Please rate this person’s behavior by reading each of the items listed and then choosing the score that best describes how much of a
problem the item is for the person. Be sure to read and score all items listed. Make your ratings based on your observations and
interactions with the person over the last month. Use the definitions in the box given below to score each item.

0 = behavior does not occur

1 = behavior occurs and is a mild problem

2 = behavior occurs and is a moderate problem
3 = behavior occurs and is a severe problem

At the end of each section, there will be three questions asking you to rate that section’s behaviors in terms of (a) how frequently they
occur, (b) how upset the person becomes when repetitive behaviors are interrupted, and (c) how much the behaviors interfere with
ongoing events. You will indicate the score by marking along each line, which represents a range of frequencies and severities.

For example, if this person does those behaviors many times a day you may put the mark quite close to the right side:

Never Constantly
L Stereotyped Behavior Subscale
(DEFINITION: apparently purp I mo or acti that are rep d in a similar manner)
1  WHOLE BODY (Body rocking, Body swaying) 0 1 2 3
2 HEAD (Rolls head, Nods head, Turns head) 0 1 2 3

3  HAND/FINGER (Flaps hands, Wiggles or flicks fingers, Claps hands, Waves or shakes 0 1 2 3
hand or arm)

4 LOCOMOTION (Turns in circles, Whirls, Jumps, Bounces) 0 1 2 3
5 OBJECT USAGE (Spins or twirls objects, Twiddles or slaps or throws objects, Lets 0 1 2 3
objects fall out of hands)

6 SENSORY (Covers eyes, Looks closely or gazes at hands or objects, Covers ears, 0 1 2 3
Smells or sniffs items, Rubs surfaces)

Please answer the following questions about the behaviors described above (put a vertical mark ( | ) on the
line to show your answer):

How often do they happen? * -
(If Never, skip to Section Il) Never Constantly
How upset does this person get N N
when interrupted? v M

Not at all Extremely
How much do these behaviors get & *
in the way of ongoing events?

Not at all Severe interference

FIGURE A.18: RBS
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0 = behavior does not occur

1 = behavior occurs and is a mild problem

2 = behavior occurs and is a moderate problem
3 = behavior occurs and is a severe problem

II. Self-Injurious Behavior Subscale

(DEFINITION: movement or actions that have the potential to cause redness, bruising, or other injury
to the body, and that are repeated in a similar manner)

7  HITS SELF WITH BODY PART (Hits or slaps head, face, or other body 0 1 2 3
area)

9  HITS SELF WITH OBJECT (Hits or bangs head or other body area with 0 1 2 3
objects)

11 PULLS (Pulls hair or skin) o 1 2 3

13 INSERTS FINGER OR OBJECT (Eye-poking, Ear-poking) o 1 2 3

Please answer the following questions about the behaviors described above (put a vertical mark (
on the line to show your answer):

How often do they happen? *

(If Never, skip to Section Il) Never Constantly

How upset does this person get o
when interrupted? -

*

Not at all Extremely

How much do these behaviors get _
in the way of ongoing events? *
Not at all Severe interference

*

FIGURE A.19: RBS
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0 = behavior does not occur

1 = behavior occurs and is a mild problem

2 = behavior occurs and is a moderate problem
3 = behavior occurs and is a severe problem

. Compulsive Behavior Subscale

(DEFINITION: behavior that is repeated and is performed according to a rule, or involves things
being done “just so”)

15 ARRANGING / ORDERING (Arranges certain objects in a particular 0 1 2 3
pattern or place; Need for things to be even or symmetrical)

17  WASHING / CLEANING (Excessively cleans certain body parts; Picks at 0 1 2 3
lint or loose threads)

19 COUNTING (Counts items or objects; Counts to a certain number or in a 0 1 2 3
certain way)

21 REPEATING (Need to repeat routine events; In / out door, up / down from 0 1 2 3
chair, clothing on/off)

Please answer the following questions about the behaviors described above (put a vertical mark ( %
on the line to show your answer):

How often do they happen? * *
(If Never, skip to Section Il) Never Constantly
How upset does this person get °
when interrupted? M M
Not at all Extremely
How much do these behaviors get R
in the way of ongoing events? M
Not at all Severe interference

FIGURE A.20: RBS
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0 = behavior does not occur

1 = behavior occurs and is a mild problem

2 = behavior occurs and is a moderate problem
3 = behavior occurs and is a severe problem

V. Ritualistic Behavior Subscale

(DEFINITION: performing activities of daily living in a similar manner)

23 EATING/MEALTIME (Strongly prefers/insists on eating/drinking only 0 1 2 3
certain things; Eats or drinks items in a set order; Insists that meal related
items are arranged in a certain way)

24 SLEEPING /BEDTIME (Insists on certain pre-bedtime routines; o 1 2 3
Arranges items in room “just so” prior to bedtime; Insists that certain
items be present with him/her during sleep; Insists that another person be
present prior to or during sleep)

25 SELF-CARE — BATHROOM AND DRESSING (Insists on specific order of 0 1 2 3
activities or tasks related to using the bathroom, to washing, showering,
bathing or dressing; Arranges items in a certain way in the bathroom or
insists that bathroom items not be moved; Insists on wearing certain
clothing items)

26 TRAVEL / TRANSPORTATION (Insists on taking certain routes/paths; 0o 1 2 3
Must sit in specific location in vehicles; Insists that certain items be
present during travel, e.g., toy or material; Insists on seeing or touching
certain things or places during travel such as a sign or store)

27 PLAY /LEISURE (Insists on certain play activities; Follows a rigid routine 0 1 2 3
during play / leisure; Insists that certain items be present/available during
play/leisure; Insists that other persons do certain things during play)

28 COMMUNICATION / SOCIAL INTERACTIONS (Repeats same topic(s) 0o 1 2 3
during social interactions; Repetitive questioning; Insists on certain topics
of conversation; Insists that others say certain things or respond in
certain ways during interactions)

Please answer the following questions about the behaviors described above (put a vertical mark (/5
on the line to show your answer):

How often do they happen? * *
(If Never, skip to Section i) Never Constantly
How upset does this person get °

when interrupted?
Not at all Extremely

How much do these behaviors get
in the way of ongoing events?

Not at all Severe interference

FIGURE A.21: RBS



Annezes

137

0 = behavior does not occur

1 = behavior occurs and is a mild problem

2 = behavior occurs and is a moderate problem
3 = behavior occurs and is a severe problem

V. Sameness Behavior Subscale
(DEFINITION: (resistance to change, insisting that things stay the same)
29 Insists that things remain in the same place(s) (e.g. toys, supplies, furniture, 0 1 2 3

pictures, etc.)

31 Becomes upset if interrupted in what he/she is doing

33 Insists on sitting at the same place

35 Insists on using a particular door

37 Resists changing activities; Difficulty with transitions

39 Insists that specific things take place at specific times 0 1 2 3

Please answer the following questions about the behaviors described above (put a vertical mark (
on the line to show your answer):

How often do they happen? * *
(If Never, skip to Section i) Never Constantly

How upset does this person get .
when interrupted? - -

Not at all Extremely

How much do these behaviors get
in the way of ongoing events? ¥

Not at all Severe interference

FIGURE A.22: RBS
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0 = behavior does not occur

1 = behavior occurs and is a mild problem

2 = behavior occurs and is a moderate problem
3 = behavior occurs and is a severe problem

VL Restricted Behavior Subscale

(DEFINITION: Limited range of focus, interest or activity)

40 Fascination, preoccupation with one subject or activity (e.g., trains, 0 1 2 3
computers, weather, dinosaurs)

41  Strongly attached to one specific object 0o 1 2 3

42 Preoccupation with part(s) of object rather than the whole object (e.g., 0 1 2 3
buttons on clothes, wheels on toy cars)

43  Fascination, preoccupation with movement / things that move (e.g., fans, 0 1 2 8
clocks)

Please answer the following questions about the behaviors described above (put a vertical mark (/5
on the line to show your answer):

How often do they happen? * *
(If Never, skip to Section Il) Never Constantly
How upset does this person get .

when interrupted?
Not at all Extremely

How much do these behaviors get R
in the way of ongoing events? e v
Not at all Severe interference

FINAL QUESTION: Overall, if you “lump together” all of the behaviors described in this questionnaire, how much
of a problem are these repetitive behaviors (both for the person with autism, as well as how they affect the people
around them)? Please rate on a scale from 1 to 100, where 1 = not a problem at all, and 100 = as bad as you can
imagine:

Score from 1-100:

FIGURE A.23: RBS
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Primer 1 (NLGN4) Primer 2 (NLGN4)

F: ATTTCGGATGCCAGTCCAGG F : TGAGAGATCACTACCGGGCA

R : AGCAGTACTTAGGGGTCCCC R : GAGTGATTGCTGGGCGTTITG

Probe : GCTGAAACCGCCTCTCTCCAGT |Probe : TTTCCCTATGGCACCCGGCGAT

F1GURE A.24: Séquences des primers utilisés pour NLGN/ en ddPCR
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FIGURE A.25: Localisation de "amorce d’amplification sur NLGN4X et NLGN4Y (Pri-
mer 1)

A.4 Annexe 4 (chapitre 3)
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FIGURE A.26: Localisation de ’amorce d’amplification sur NLGN4X et NLGN4Y (Pri-
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mer 2)
Gene | Type | Primer sequence Gene Type Lajﬂlﬁfu Gene Type  |Primer sequence
RGS20 F |GGGAGAAGAGGGLTAGAGCAA 287 L] LOC339875 F  TAAGGCTGACTACCGOCAAL EL 565 MUSTNI F CCTTACGATGGGAGCACCTT 361 58
A_|CGGGACATATIGATCLTGGTG R |TGTCACCICTCACAAGGAAGG R | TGAGCAGAGAAGAGGGGTCT
NASP F |AGAAGGACOGAATGAAGCTGAG s 56,5 ENTPDS F | GGCAGCTGGAGAAGTTGAAR 47 60.8 FERLLS F ATGACACCTTCGGCTCCAAG 303 62
A _|CTTTCCTGCCTOGTTTTCAGAG R | GLTGTEGGAACAGGGLTAT R CTGTTTCCTCTAGCCCAGGL
KcNQioTi| F 259 &2 ™R F | GGACCTATGGCCAARTGAAL 488 55 TNEM183A F GGAACCCGGACCTATGTTCT 183 608
R R | AACAGG GLACCATTTCTGTC R TTGAGTCGCTTTCCTCICTTG
S1C25A22 | F | TCCTGIGGAGGAAGGACGAA 268 2 SLC30A4 F |GCAGTIGICACAGGAGTCCA [ 55 [5] F CGOCARAGTCGATGTTGAT 193 595
R R | GLTTCGGAACTTGAGGACAG R CCTCACCCTGTAGTGLCTTC
MIAAISSI | F |GGAGAAGAGAAGCAGAAGTCT 215 578 COLIGAT F |ATOCTTGGTTCCAGCAACAC B3 55 PTCHDI F TCCTGOCACCCTCTARGARA, 151 556
R |ACCCARAGTTCTCAAGCCATTT R | CTTCCATCTGCAGGGACTTC R GGTGARAATATGOCAAGCAGA
SRGAPS | F | TACGAGGATGCACGTCACAC 77 578 EPBAILAA F | ACOGGAAGTGGTGGTACAAG 333 55 SMGI F ACGGTGCTTGGTGGAGTATC 161 595
R_|CCATCYGCCTTTCCTGTGGT R TGETTGCTTGTTCAGGACAL R CCCOCTCCATGTTETGTITA
AP F | CATGGTGCCAGGAGACATGA 262 2 PACSING F CCCACCAGGCAGTTCATACT =] 565 MYOT F CARAAGAACATARARGAGCACCAR 161 55
R_|GTCCTCTTCGTCCTTCTGOC R AGATI TTCCACCT R TCGGTCAGTGTTGAATTGTACC
NCORZ | F |TGAGGATGGACTTTICCCGC B 2 MURC F GACACGGLAGAATCTTGACA 367 565 PCOHBS F ACAGCTGANGGGACAGCATT 151 556
R_|AARACCA R TCCTTCATGGGGAGGATACA R ACAGCT AGCATT
MMPII | F |AATGAGATTGCACCGCIGGA 361 565 URi1 F |TGGGAAGATTTTGTGGGTGT 2] 555 SON F TTGAAAGAGGGLTCCAGARA 168 62
A_|TCTCTOGAGEAGATCOCCAA [ R |TGACTCAGATTETICTGGCTGT
OO0 | F | GICTGLAGTGTTCAGGGGAT [F) RTINS F 416 55 |LocIRes0r F CAAGAGGGLTAGAGGTGGTG 51 556
R_|CATCACCACCCCCATCTTCC R R GAGGAGAGAGCTGGGGTCTT
F 297 518 INES03 F 329 60,8 MOBZ F GGALTCGGTGAGTGGAGAAL 347 58
R R CACCTCCTCAGCTTCCICTG
468 518 MVP F m 58,5 B4GALT4 F ACCACCAGATGCTTGGGATG 86 55
R |ATGECCAGAAMCTTCCATTG R |ACAAGTGTAGTCTCGTGEGT
UBE2F F|GTGCCAGGATGACTGTCTCA Fif] 595 S58F1 F | ACTCTCCGTGLAGACCTTGT 33 58 E3RP2 F TACAACAGCCTGGLTACCAC 387 55
R_|AGTGEEGAGGETGEATARMAG R___|GCATGAGCTACCTCCTCCTS R |CGGTGTACACATGETGLTCA
KCP F |GAGGAAAGTGGAATOGGTGA 340 €08 cTse F [CTGTTTGTAGGTCGGGLTGT 87 60,8 RBM33 F AGTCTGAATGCTACATCTGGLA 350 55
A_| ATAACAGGCCCAAGCTCAGA R___|CCACTTTCTGGCCAGATGGA R |TGCATGGGAMGOCAGGITAT
sciA7 F |GTTTCCATGGCTACCAGCA 399 595 Fanz F | GETCTTGGCCAGGAAAALTT 303 5 287837 F AGGGGLGACATCACCATTTT 24 59,5
R_|ATGOCCACCAACTTCACC R |TCTGTGAGAACGGACAGTGC R |AGCAATTCCTCCARCCACCA
LOC338817 | F |TGGCACAGGGAGACAATTCC 351 62 K F | CCAGGAGGCAGTTTTGGATA 550 5 TCNL F TGAARAGCGAAACAGTGTGL n? 59,5
R_|TOCTGTGCTAACCCTCTCCA R |CACGATCTTGGCTCACTGAR R |AAGGCTICCCOCTTATITGA
HOMEZ F |TGGTCATTCTCCCTGGTCCA 412 62 CACNALF F (GCTAATGGGTCTGGAGTGGA 511 65 SNX33 F GCAGTGGCTTCCTCTCAAAC 442 565
A_|CCACCAACAGCTACGGGARA R |TGACCACTGTGGCCTGTAGT R |ATGCCCTTGAATITGETCTG
DM F |TTGGTGGGACAATAGGGCAG 254 55 oL F ATAGCTCCCCGACTTTCTCC 406 58 KBA2 F ATGGGCCTGTTTGGTTCTTA m 59.5
A_|acccage TACCTCCTTCTCA R |CACAGCCAGCTCCTTCITTC R |TCATGGAGAACGTGATCGAA
CENPF F |GGTACCTATGGATTTCETGGGE an 62 ASGR2 F TCTGGGGAGGAGAGGATTGG 432 58 PRRIS F CAGTCTCCCAGCCTTTICAG 545 &2
A_|AAATCTCTCCTTCCAGCTGTCA R acage R |GTCAGGLACACAACCATGAC
Sn3A F |CGCTTTATGCCCAGCACTTC 2149 59,5 SPEG F |GOGTCACCGTCACATTCAAC 90 §9,5 PRNGG F ACACACACACGCACACACAC 503 578
R |GAAGCACAATGGTGTTGGGE R | GGG AGAGCT L] GOCATGGCGATAGATAGGAA
TP73 | F |TCTAGCTGGCAGGGGTGAT EE 535 HIVEPZ F | RATCGGCACCTTCATTGGAC 12 608 TN F ACGGTCGTGGLGTAAGAT £ 62
A |GAACAGACAGGG TGACAGCA R | AATTGGACCTAGAGGCTGGT R AAGCTAGAGGGGAAGCAACT
EPHAS | F |CCTCCAAGGGCTCACTGAAG 241 02 FAM195E F |TCAGGTCGATGGGCTIGAAG 347 2 FRAST F GGGTTTCAGATTTGCCCTTT EEE) 55
R_|TGAGTTGACTGGCTTGACTCC R TGGAGGACACTICTGAGGGA R GGAGAGCATTACCAGCGAAL
KDMSA | F_|TCTGGATTGGCAGLTGCTTT EE 2 NUPS3 F |TCACATAGGTCAGTTCTCCTCG 01 62 MYLE F AGTGCAGCTGTATGTCOCAC 53 535
R_|ATCCCTTCAGAAGTTGECCG R |GCTAGTT, CAGGG i} AAGCAGACTCAGAGE TGOGA
HTATSFIPZ| F_|accatasagectgggigtat 356 B2 257821 F | AAGCCTGAGACATGTGCGAT 200 62 TENMZ F TGATCGCAMATGGAGGTGLT 3 E]
R_|casacy £32939 R [ CARAGAAGCGGGTCCTAGCA R CCAGGGGCAGCACTAAAGAA
HRTAPD rl GT aa3 52 ZOCACLS F |TCACTGGGACATTCCTTGGC 08 62
R_|GGLAGACAGTTGTGGGGTAG R [ACATCTGGCTCGTGACTGTG

FIGURE A.27: Séquences des primers utilisés pour la
en méthode Sanger

validation des variants de novo
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Détection et validation des CNV du géne NLGN : Digital Droplet PCR

Au sein de la cohorte PARIS, les variations du nombre de copies (CNV) du géne NLGN/
(lie aI'’X et a1'Y) sont détectés a 'aide de la technique de "Digital Droplet Polymerase
Chain Reaction" (ddPCR). Cette technologie a été utilisée pour sa précision a détecter

les CNV en une seule expérience.

Le principe consiste en la comparaison du nombre de copies d’un géne cible (ici NLGN4X
et NLGN/Y') au nombre de copies d'un géne de référence en mesurant la fluorescence de

chaque géne.

Le géne de référence utilisé est HMBS, qui code pour ’hydroxyméthylbilane synthase,
une enzyme dans la biosynthése de I'héme. Ce géne n’a pas de CNV référencé dans les

bases de données de variants génomiques (DGV).

Deux paires de primers pour NLGN/ sont mises au point dans les régions d’homologies
de NLGN/X et NLGN4Y au début et a la fin du géne. Seule une paire de primers est
utilisée pour HMBS. Les amorces 1 sont faites pour amplifier 'exon 2 de NLGN4X et
NLGNJY. Les amorces 2 amplifient 'exon 6 de NLGN4X et 'exon 7 de NLGN4Y.

A.5 Annexe 5 (chapitre 4)
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Résumé

Les Troubles du Spectre Autistique (TSA) représentent un ensemble de troubles neu-
rodéveloppementaux affectant environ 1% de la population générale, avec un sexe-ratio
déséquilibré d’une fille pour 4 garcons dans les cas d’autisme typique. Les patients montrent des
difficultés de communication sociale (verbale et non-verbale), des intéréts restreints, des com-
portements stéréotypés et parfois des troubles du langage. Les TSA sont a ce jour considérés
comme la pathologie psychiatrique la plus héritable (de 56 & 95%), en faveur d’une origine
génétique & ces troubles. L’étude de familles ot plusieurs individus sont atteints de TSA (fa-
milles multiplexes (MPX)) vise a établir une corrélation génotype-phénotype au sein d’une
cohorte.

L’étude de 49 patients avec TSA et de leurs 88 apparentés issus de 17 familles multiplexes
recrutées dans la cohorte internationale PARIS (Paris Autism Research International Sibpairs)
montre au plan clinique une importante sur-représentation des comorbidités psychiatriques
tant chez les patients que chez les apparentés en comparaison avec les données en population
générale (respectivement 73,7%, 70% et 18,6%) (p-value=2,3e-13), ainsi au plan génétique un
taux similaire variants de novo exoniques chez les patients et les apparentés (1,68 contre 1,07
respectivement). Le "multiple hit model” décrit la traduction phénotypique de Paddition de
leffet délétere de variants de novo et hérités chez un méme individu. Une méta-analyse des
genes de la famille des Neuroligines (NLGN1, NLGN2, NLGN3, NLGN/X, NLGN4Y) dans les
TSA vise a évaluer la corrélation génotype-phénotype et ensuite a comparer ces résultats avec
les phénotypes de patients présentant des délétions et duplications de NLGN/Y issus d’une
cohorte de 212 garcons atteints de T'SA. La connaissance plus approfondie de ces mécanismes
physiopathologiques a travers I'étude des familles MPX permettra a I'avenir de trouver de
nouveaux genes candidats, de développer des approches pharmacogénétiques spécifiques des
anomalies génétiques de chaque patient atteint de TSA.

Mots-clés : Troubles du Spectre Autistique, Psychiatrie, Génétique, Neuroligine, famille,
multiplexe

Abstract

Autism Spectrum Disorder is a neurodeveloppemental disease with an estimated prevalence
of 1% and an unequal sexratio (1 girl for 4 boys in typical autism). Patients exhibit social
communication difficulties, restrictive interests, stereotyped behaviors and sometimes langage
delay. ASD is known as the most heritable psychiatric disease (56 to 95%), in favor of genetic
aetiologies. Family studies where several individuals have ASD (multiplex families(MPX)) aim
to establish genotype-phenotype correlation in a cohort.

A study including 49 ASD patients and 88 related (from 17 MPX families included in PA-
RIS international cohort [Paris Autism Research International Sibpairs]) shows an important
overexpression of psychiatric comorbidities in ASD patients and in related people compared
to prevalence in the general population (73.7%, 70% and 18.6% respectively) (p-value=2.3e-
13). A similar rate of de novo exonic events in ASD patients and in siblings is found (1.68 vs
1.07 respectively). “Multiple hit model” describes phenotypic translation of additive de novo
and inherited deleterious variants within a same individual. A meta-analysis of the neuroligin
genes family (NLGNI, NLGN2, NLGN3, NLGN/X, NLGN4Y) in ASD is used to compare the
phenotype-genotype link and to compare these results with patients with NLGN4Y deletions
and duplications in a cohort of 212 ASD boys. Deeper knowledge in pathophysiological mecha-
nisms using multiplex family studies will allow in the future to find new candidate genes, to
develop pharmacogenetic approaches specific of a ASD patient genetic abnormalities.

Keywords : Autism Spectrum Disorder, Psychiatry, Genetic, Neuroligin, Multiplex, familly
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