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RESUME. Les Troubles du Spectre Autistique (TSA) forment un groupe hétérogeéne
de troubles neurodéveloppementaux caractérisés par des déficits de I'interaction
sociale et de la communication ainsi que la présence de comportements répétitifs et
d’intéréts restreints.

Les TSA affectent environ un individu sur 68. Ils se manifestent généralement
durant les trois premieres années de vie mais, pour certains cas, les symptomes sont
reconnus plus tard, quand les exigences sociales augmentent.

Les études de jumeaux et la récurrence des troubles dans certaines familles
démontrent I'importance des facteurs génétiques dans la vulnérabilité aux TSA.
Cependant, I'architecture génétique des TSA reste difficile a caractériser car elle est
extrémement hétérogéne et il est trés compliqué d’identifier, pour chacun des
patients, la combinaison d’alléles a risque. Notre laboratoire a identifié la premieére
voie génétique associée aux TSA — la voie NLGN-NRXN-SHANK- qui joue un réle clé
dans la plasticité synaptique.

Il existe un nombre de plus en plus grand de genes associés aux TSA mais peu
d’études ont été réalisées sur des cohortes épidémiologiques et dans des populations
isolées.

L'analyse des données de génotypage et de séquencage d’exome de 357
individus issus des iles Féroé (36 patients, 136 apparentés des patients, 185 témoins)
nous a permis de mettre en évidence un nombre plus important de Variations du
Nombre de Copies (CNVs), un coefficient de consanguinité supérieur, un plus grand
nombre de mutations homozygotes et déléteres ainsi quun Polygenic Risk Score
(ASD-PRS) supérieur chez les patients TSA comparés aux individus témoins.

Notre analyse confirme le role de plusieurs loci associés aux TSA (NRXN1,
ADNP, délétion 22q11) et a permis d’identifier de nouvelles mutations tronquant la
protéine (GRIK2, ROBO1, NINL et IMMP2L) ou récessives (KIRREL3 et CNTNAP2)
affectant des génes déja associés aux TSA.

Nous avons également mis en évidence trois nouveaux genes candidats jouant
un role important dans la plasticité synaptique (RIMS4, KALRN et PLA2G4A) a
travers la présence de mutations de novo déléteres chez des patients sans déficience
intellectuelle. Au total, nous avons pu identifier une cause génétique expliquant les
TSA pour 11% des patients et au moins une mutation fortement délétere dans des
genes candidats chez 39% des patients. Aucune cause génétique n'a pu étre trouvée
chez 50% des patients.

En résumé, notre étude permet de mieux comprendre ’architecture génétique
des TSA dans les populations isolées en soulignant a la fois 1'impact des variants
communs et des variants rares mais également en révélant le role de nouveaux genes
pour les TSA. Ces genes codent pour des protéines essentielles pour le
neurodéveloppement et I'identification de ces facteurs impliqués dans la formation et
I'entretien des synapses pourrait ainsi fournir de nouvelles pistes afin de mieux
comprendre les bases biologiques des TSA et de découvrir de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Il est cependant nécessaire de comprendre plus avant I'impact de la
combinaison de différentes mutations sur la fonction neuronale afin de mieux
caractériser ’architecture génétique des TSA.

Mots-clés. Troubles du Spectre Autistique (TSA) - population isolée - consanguinité
- mutations de novo - mutations récessives - Copy Number Variants



SUMMARY. Autism Spectrum Disorders (ASDs) are a heterogeneous group of
neurodevelopmental disorders characterized by deficits in social interaction and
communication as well as the presence of repetitive behaviors and restricted
interests.

ASD affects approximately one in 68 individuals. They usually occur during
the first three years of life but, in some cases, symptoms are recognized later, when
social demands increase.

There is a strong genetic component to ASD, as indicated by the recurrence
risk in families and twin studies. However, the genetic architecture of ASD remains
largely unknown because of its extreme heterogeneity. It is very challenging to
identify, for each patient, the combination of risk alleles. Our laboratory identified
the first genetic pathway associated with ASD — the NLGN-NRXN-SHANK pathway —
playing a key role in synaptogenesis during development.

There are an increasing number of genes associated with ASDs but few studies
have been conducted on epidemiological cohorts and isolated populations.

Here, we investigated 357 individuals from the Faroe Islands including 36
patients with ASD, 136 of their relatives and 185 non-ASD controls. Data from SNP
array and whole exome sequencing revealed that patients had a higher burden of
copy-number variants, higher inbreeding status, higher load of homozygous
deleterious mutations, and a higher ASD polygenic risk score compared to controls.

We confirmed the role of several ASD-associated loci (NRXN1, ADNP, 22q11
deletion) and identified new truncating (GRIK2, ROBO1, NINL and IMMP2L) or
recessive variants (KIRREL3 and CNTNAP2) affecting genes already associated with
ASD.

We have also identified three novel candidate genes playing key roles in
synaptic plasticity (RIMS4, KALRN and PLA2G4A) carrying deleterious de novo
mutations in patients without intellectual disability. Overall, for 11% of individuals
with ASD, a known genetic cause was identified, for 30% at least one strongly
deleterious mutation was identified in a compelling candidate gene and for 50% no
obvious genetic cause was detected

In summary, our study provides a better understanding of the genetic
architecture of ASD in isolated populations by highlighting both the impact of
common and rare variants but also by revealing the role of new genes for ASD. These
genes code for proteins that are essential for neurodevelopment. The identification of
these factors involved in synapse formation and maintenance could provide new
leads to better understand the biological basis of ASD and find novel therapeutic
strategies.

However, it is necessary to further understand the combined impact of
different mutations on neuronal function in order to better characterize the genetic
architecture of ASD.

Keywords. Autism Spectrum Disorders (ASD) - isolated population - inbreeding - de
novo variants - recessive variants - Copy Number Variants
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INTRODUCTION



1. Les Troubles du Spectre Autistique

1.1. Clinique des Troubles du Spectre Autistique

Les Troubles du Spectre Autistique (TSA) forment un groupe hétérogéne de
troubles neurodéveloppementaux caractérisés par des déficits de l'interaction sociale
et de la communication ainsi que la présence de comportements répétitifs et
d’intéréts restreints (Wing, 1997).

Les TSA affectent environ un individu sur 68 (McCarthy, 2014). Ils se
manifestent généralement durant les trois premiéres années de la vie mais, pour
certains cas, les symptomes sont reconnus plus tard, quand les exigences sociales

augmentent.

1.1.1. Historique de I'autisme

Le terme « autisme » provient du grec « autos » qui signifie « soi ». Il a été
utilisé la premiére fois en 1910 par le psychiatre suisse Paul Eugen Bleuler afin de
décrire une sous-catégorie de patients schizophrénes particulierement renfermés,

introvertis et égocentriques.

En 1943, Leo Kanner, un pédopsychiatre américano-autrichien, publie un
article qui décrit 11 enfants (8 garcons et 3 filles) présentant des « perturbations
autistiques du contact affectif ». Les caractéristiques partagées par ces enfants, telles
qu'« une solitude autistique extréme » et «un désir anxieux et obsessionnel
d’'immuabilité» (grande résistance au changement dans leur vie quotidienne et leur
environnement) forment selon Kanner un « syndrome unique ». Il note également la

présence de troubles du langage (retards de langage, écholalies) (Kanner, 1968).



Un an plus tard, le pédiatre autrichien Hans Asperger décrit, quant a lui,
quatre garcons présentant une « psychopathie autistique » caractérisée par « un
manque d’empathie, une capacité réduite a créer des liens sociaux, une conversation
unidirectionnelle, un intérét extréme pour un sujet particulier ainsi que des
mouvements maladroits » malgré des capacités intellectuelles supérieures a la

normale (Asperger, 1944).

Cependant, ce n’est qu’en 1980 que I’ « autisme infantile » apparait en tant que
catégorie diagnostique dans le Manuel Diagnostique et Statistique des Troubles
Mentaux (DSM-III). Avant le DSM-III, les enfants présentant des traits autistiques
étaient considérés comme atteints de « schizophrénie infantile ». Depuis le DSM-III,
et a chaque sortie d'une nouvelle version du DSM, la définition de l'autisme a

considérablement évolué.

Dans le DSM-IV (1994), la définition de l'autisme a été étendue via I'ajout
d’'une catégorie diagnostique de Troubles Envahissants du Développement ou sont
listés différents troubles: les troubles autistiques, le syndrome d’Asperger, les
troubles envahissants du développement non spécifiés (TED-NOS), le syndrome de

Rett et les troubles désintégratifs de ’enfance.

Dans la derniere version de ce manuel (DSM-V), parue en 2013, ces
diagnostics, qui étaient jusqu’ici considérés comme distincts, sont désormais
regroupés dans une catégorie unique appelée « Troubles du Spectre Autistique » (a

I'exception du syndrome de Rett). Cette nouvelle catégorie diagnostique est plus



flexible et rend mieux compte a la fois de I'hétérogénéité clinique de ces troubles a

travers la notion de spectre.

Dans le DSM-IV, lautisme était défini par une triade de symptomes
comprenant un déficit de l'interaction sociale, la présence de troubles du langage et
de la communication et celle de comportements et intéréts stéréotypés, répétitifs,
restreints. Dans le DSM-5, les « Troubles du Spectre Autistique » sont désormais
définis par deux critéres diagnostiques majeurs : un déficit de l'interaction et de la
communication sociale et la présence de comportements et intéréts répétitifs et
restreints.

Ces critéres diagnostiques doivent étre présents deés la petite enfance mais il se
peut qu’ils ne soient reconnus que plus tard, lorsque ’enfant rencontre des difficultés

face aux exigences sociales ou éducatives.

Au dela de ces deux critéres, des « spécificateurs » sont désormais employés
afin de mieux décrire la symptomatologie. Ainsi, la présence de troubles du langage,
qui ne fait plus partie des critéres diagnostiques, est mentionnée parmi ces
« spécificateurs ».

Par ailleurs, trois niveaux de sévérité sont désormais listés et mettent en avant

I’hétérogénéité des difficultés rencontrées par les patients dans leur vie quotidienne.

Ainsi, la notion de spectre est une dimension importante de cette nouvelle
classification car elle reflete a la fois la diversité des patients en terme de sévérité de
symptémes mais aussi la reconnaissance du chevauchement entre ces troubles qui

étaient autrefois considérés séparément.



1.1.2. Prévalence des TSA

Les premieres études épidémiologiques visant a estimer la prévalence de
lautisme ont été menées entre 1966 et 1973. A cette époque, la prévalence moyenne
était estimée en Europe a 4,4/10 000 et 'autisme était alors considéré comme un
trouble rare (Gillberg and Wing, 1999).

Depuis, cette prévalence n’a cessé d’augmenter. Des les années 1980 et lorsque
I'usage des criteres diagnostiques du DSM-III a été mis en place, la prévalence de
lautisme a était, en moyenne, estimée a 7,7/10 000 (Gillberg and Wing, 1999).

Les études épidémiologiques menées dans les années 1990 montrent, quant a
elles, une prévalence moyenne de 9,6/10 000. (Gillberg and Wing, 1999).

Les rapports, plus récents, du Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) continuent de témoigner de l'augmentation de cette prévalence, avec une
estimation, de 6,7/1000 en 2000, 9,0/1000 en 2006, 11,3/1000 en 2008.

Actuellement, le CDC estime qu'un enfant sur 68 (McCarthy, 2014) voire un

enfant sur 45 (Zablotsky et al., 2015) serait atteint de TSA.
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NOTES: Dashed lines indicate changes in the approach to asking about autism. During 1997-2010, children with autism were identified as part of a 10-condition checklist.
During 20112013, autism continued to be identified as part of the same 10-condition checkiist, but the previous wording used to name the condition (*autism™) was
modified to “autism/autism spectrum disorder.” In 2014, the wording was expanded to include “autism, Asperger’s disorder, pervasive developmental disorder, and

autism spectrum disorder”; the question was no longer part of a condition checkiist; and the placement of the autism spectrum disorder question changed within the
survey questionnaire. Differences observed in estimates before and after these changes may be partially or fully attributable to these changes.

SOURCE: CDC/NCHS, National Health Interview Survey, 1997-2014

Figure 3. Estimated lifetime prevalence of children aged 3-17 years with parent-reported diagnosis of autism spectrum disorder, by
survey year: United States, 1997-2014

Les raisons de 'augmentation de cette prévalence sont encore trés largement
discutées. Elle pourrait étre attribuée a une plus grande attention portée a 'autisme,
une meilleure identification des troubles, I’élargissement des critéres diagnostiques
de lautisme ou a une réelle augmentation de l'incidence (due a des facteurs
environnementaux par exemple) mais aussi a une combinaison de tous ces facteurs

(Matson and Kozlowski, 2011).

1.1.3. Outils diagnostiques
Les TSA, en tant que troubles neurodéveloppementaux, peuvent présenter une

symptomatologie relativement changeante avec I’dge selon les différentes étapes de
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maturation du systeme nerveux. Ainsi, les enfants atteints de TSA peuvent se
développer trés différemment les uns des autres (Coleman et al., 2012).

Les premiers signes des TSA, qu’ils soient subtiles ou majeurs, apparaissent
généralement vers 18 mois mais il est recommandé d’attendre d’avoir un diagnostic
final apres 30 mois. En effet, méme si, dans la plupart des cas, les anomalies
neurodéveloppementales ont une origine prénatale, il faut parfois attendre un certain
temps avant que les symptomes n’apparaissent clairement.

Il est, par ailleurs, plus facile de juger des déficits de communication sociale
apres l'age de 2 ans. Certains patients sont diagnostiqués dans la petite enfance,
d’autres lors de I'entrée a 1’école primaire ou de la puberté mais certains cas ne sont

diagnostiqués qu’a I’'age adulte.

Il existe également une variabilité en ce qui concerne la stabilité diagnostique
des patients. Certains patients diagnostiqués dans I'’enfance remplissent toujours les
criteres diagnostiques a I'age adulte mais pour d’autres, le diagnostique peut évoluer.
Il existe méme certains cas pour lesquels un diagnostique précoce avait été établi
dans I'enfance mais ou les symptomes ont disparu a I’age adulte et d’autres cas ou,
inversement, l'intensité des symptomes a nettement augmenté lors de ’adolescence

(Coleman et al., 2012).

Il est aujourd’hui établi qu'un diagnostic précoce est préférable car il permet la
mise en place d'une prise en charge précoce visant a améliorer le pronostic et le

bénéfice clinique (Fernell et al., 2013; Zwaigenbaum et al., 2015).

Il existe de nombreux outils pour détecter les TSA chez les enfants en bas age.

Le plus utilisé est le Baby and Infant Screen for Children with aUtlsm Traits

12



(BISCUIT, Matson et al., 2011) mais il existe aussi la version modifiée de la Checklist
for Autism in Toddlers (M-CHAT, Baron-Cohen et al., 1992).
Pour les autres enfants et les adultes, il existe plusieurs outils de criblage et de
diagnostique comme :
ADI-R (Autism Diagnostic Interview-Revised, Lord et al.,, 1994) est une
version révisée de I’ADI (Le Couteur, Rutter, Lord, Rios, Robertson,
Holdgrafer et al, 1989) consiste en un entretien global semi-structuré avec un
informant (souvent 1'un des parents) et évalue les interactions sociales
réciproques, la communication et le langage ainsi que les comportements
stéréotypés en fonction des critéres du DSM-IV.

- TADOS (Autism Diagnostic Observation Schedule, (Lord et al., 2000) est un
protocole d’observation directe, semi-structuré et standardisé qui évalue les
troubles en situation d’interaction sociale et de communication a travers des
jeux ou une conversation (en fonction du niveau de langage).

- le DISCO (Diagnostic Interview for Social and Communication Disorder, Wing
et al.,, 2002) consiste en un entretien semi-stucturé entre ’examinateur et
généralement I'un des deux parents, développé afin de servir pour la clinique
et pour la recherche.

- La SRS (Social Responsiveness Scale, Constantino, 2002. The Social
Responsiveness Scale. Los Angeles: Western Psychological Services) est un
questionnaire destiné aux parents ou aux enseignants afin d’identifier les

déficits sociaux ainsi que les traits autistiques de I’enfant

Ces différents outils diagnostic sont adaptables chez I’enfant, 'adolescent et ’adulte.

13



1.1.4. Comorbidités dans les TSA

En plus des -caractéristiques autistiques, plusieurs comorbidités sont
fréquemment identifiées chez les patients atteints de TSA. Ces comorbidités peuvent
étre d’origine génétique, neurodéveloppementale, cognitive, comportementale ou

meéme environnementale.

Parmi les troubles neuropsychiatriques fréquemment associés figurent les
déficiences intellectuelles (DI) (30-70%), I’épilepsie (5-38%), les tics, les TDAH (30-
80%), les troubles bipolaires (11-25%), les troubles anxieux (15-80%), les troubles de
’humeur (2-57%), les troubles du comportement alimentaire et les troubles du
sommeil (50-80%)(Coleman et al., 2012; Frye et al., 2016; Mannion and Leader,
2013; Mannion et al., 2014; Mansour et al., 2017; Munesue et al., 2008; Reynolds and

Malow, 2011).

Cette co-occurrence importante de symptomes au sein de différents troubles
neuropsychiatriques/développementaux mene a penser qu'une approche plus
holistique prenant d’avantage en compte le chevauchement de ces troubles serait
nécessaire. Dans ce but, une classification appelée ESSENCE (Early Symptomatic
Syndromes Eliciting Neurodevelopmental Clinical Examinations) a été mise en place
par Gillberg (Gillberg, 2010). Cette classification n’est pas une catégorie diagnostique
mais elle permet d’englober ces nombreux troubles se manifestant des la petite

enfance et pouvant co-exister afin de mieux rendre compte de leur chevauchement.

En dehors de ces comorbidités neuropsychiatriques/développementales,
d’autres comorbidités médicales peuvent étre présentes. Des recherches récentes

montrent une fréquence plus élevée d’eczéma, d’allergies, d’asthme, d’infections

14



ORL, de troubles gastro-intestinaux ou encore de céphalées chez les patients avec

TSA (Kohane et al., 2012).

En conséquence, la mortalité est également augmentée chez les individus TSA

avec des taux 3 a 10 fois supérieurs a ceux de la population générale (Bilder et al.,

2013; Woolfenden et al., 2012). Les causes principales de ces déces plus précoces sont

des complications provenant de ces comorbidités médicales comme les troubles

respiratoires et gastro-intestinaux ou encore I'épilepsie (Bilder et al.,, 2013;

Mouridsen et al., 2008; Shavelle et al., 2001; Woolfenden et al., 2012).

Il a également été montré que les adultes avec TSA ont un risque plus

important de développer un diabéete, une maladie coronarienne ou encore un cancer

si une prévention n’est pas mise en place suffisamment tot (Tyler et al., 2011).

Les enfants TSA ont également une vulnérabilité plus grande au rachitisme,

une ostéomalacie ou une déminéralisation osseuse (Neumeyer et al., 2015).

Trouble ESSENCE Prévalence
TSA 1%
Déficience intellectuelle 1,5%
Trouble Déficit de I'’Attention / Hyperactivité 5%
Trouble d’Acquisition de la Coordination 5%
Trouble Oppositionnel avec Provocation 4%
Trouble de la Parole et de la Communication 2-4%
Tics ou syndrome de Gilles de la Tourette 1%
Trouble bipolaire 1%
Trouble Réactionnel de I’Attachement 0,5-1%
Syndromes avec phénotype comportemental 1%
Syndromes épileptiques rares 0,01%
Total (prenant en compte le chevauchement) 7-10%
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1.1.5. Sex-ratio

Il existe, dans la prévalence des TSA, comme pour d’autres troubles
neuropsychiatriques comme les TDAH ou le syndrome de Tourette, un biais masculin
assez prononcé. Le sex-ratio est, en moyenne, de quatre garcons atteints pour une
fille atteinte.

A ce jour, les mécanismes responsables de ce biais masculin n’ont pas encore
été complétement élucidés mais il est estimé que plusieurs facteurs, a la fois
biologiques et sociaux, entrent en jeu. Il existerait alors des facteurs protecteurs liés
au sexe féminin mais aussi des facteurs de risque liés au sexe masculin. Ces facteurs

pourraient étre génétiques, épigénétiques ou environnementaux (Constantino, 2017).
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Une observation intéressante est que ce déséquilibre diminue avec la sévérité
des symptomes et notamment la présence dune déficience intellectuelle. Ainsi,
lorsque le QI de I'enfant est inférieur a 50, le sex-ratio est <2 :1 alors qu’il monte
jusqu’a 8 :1 chez les patients atteints de TSA sans déficience intellectuelle (Miles et

al., 2005).

1.1.5.1. Mécanismes génétiques

Il existe bien évidemment des différences sur le plan génétique impliquant
notamment des geénes situés sur les chromosomes sexuels comme en témoigne la
présence de traits autistiques chez des individus porteurs de caryotypes anormaux
comme les individus atteints du syndrome de Klinefelter (47,XXY) (Bishop et al.,
2011; Geschwind et al., 2000; van Rijn and Swaab, 2011; Tartaglia et al., 2010) ou du
syndrome de Turner (45,X) (Skuse et al., 1997) mais aussi chez les patients atteintes
du syndrome de Rett et les patients atteint d’X-fragile ainsi que I'association aux TSA
de nombreux genes liés a I'X (par exemple, NLGN3 et NLGN4X).

Cependant, les genes portés par les chromosomes sexuels ne peuvent étre que
partiellement responsables de la vulnérabilité aux TSA puisque la majorité des genes

a risque sont autosomausx.

Il existerait alors des génes a risque spécifiques du chromosome Y, comme le
gene SRY. Le géne SRY code pour un facteur de transcription comportant une boite
HMG (High Mobility Group) qui reconnait des séquences spécifiques de certaines

régions régulatrices de I'expression des genes afin de stimuler leur transcription.
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Méme si SRY est majoritairement exprimé dans les testicules, il est aussi
exprimé dans d’autres tissus comme le cceur, les poumons, le foie, le rein et certaines
régions cérébrales. Dans le cerveau humain, SRY est exprimé dans le rostre médian
de I'hypothalamus et dans les cortex frontaux et temporaux (Mayer et al., 1998).

Il a été montré que SRY régulerait positivement la biosynthese de catécholamines
cérébrales (Milsted et al., 2004) et qu’il régulerait également 1’expression du gene
MAOA (monoamine oxidase A) codant pour une enzyme impliquée dans le
métabolisme des catécholamines (Wu et al., 2009). De facon intéressante, MAOA a
été associé aux TSA lors de plusieurs études (Cohen et al., 2011, 2003; Verma et al.,
2014; Yoo et al., 2009) et il a été montré que le métabolisme des catécholamines
pourrait étre impliqué dans Iétiologie de plusieurs troubles neuropsychiatriques a
dominance masculine (Harrison and Tunbridge, 2008; Martin’eau et al., 1994;

Radoeva et al., 2014; Tunbridge and Harrison, 2010).

Bien que les individus de sexe féminin aient deux chromosomes X, seul 'un
des deux est généralement exprimé. Un mécanisme épigénétique appelé
« inactivation du chromosome X » permet d’inhiber I’expression des genes d’un des
deux chromosomes afin d’empécher un déséquilibre de dosage génique par rapport
aux individus de sexe masculin.

L’inactivation du chromosome X se déroule au stade blastocyste et est supposé
étre aléatoire. Certaines cellules exprimeront alors soit 1’allele paternel, soit I’allele

maternel, entrainant un mosaicisme au sein d’'un méme tissu.
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Ainsi, chez les individus de sexe féminin, les effets d'une mutation sur un alléle
du chromosome X peuvent étre atténués car cet allele ne sera exprimé qu’environ
dans la moitié des cellules.

De facon intéressante, environ 15% des génes présents sur le chromosome X
échappent a cette inactivation et peuvent étre toujours exprimés méme s’ils sont
situés sur le chromosome inactivé (Berletch et al., 2011). Cela suggere un éventuel
besoin d’avoir deux copies de certains génes afin que le développement puisse se faire
normalement chez les individus de sexe féminin (Marco and Skuse, 2006). Il n’est
alors pas impossible que certains genes liés a I'’X aient des effets spécifiques au sexe
de l'individu. En effet, méme s’ils sont transcrits chez les deux sexes, le dosage
génique peut-étre plus important chez les individus de sexe féminin, soit avant que
I'inactivation ait lieu soit parce que certains genes échappent a cette inactivation.

Une étude récente, analysant l'inactivation du chromosome X de plus de 5500
transcriptomes issus de 29 tissus post-mortem de 449 individus et de 940
transcriptomes de cellules uniques issus de 4 individus, a pu montrer que, pour au
moins 23% des genes du chromosome X, l'inaction du chromosome X était
incomplete et qu'il existait bien un échappement a cette inactivation, entrainant ainsi
une plus grande diversité phénotypique et pouvant engendrer des différences sexe-

spécifiques dans l'expression de ces génes (Tukiainen et al., 2017).
P q p g

Par ailleurs, il peut exister, chez certaines femmes, une inactivation biaisée du
chromosome X en faveur du chromosome maternel ou du chromosome paternel. Ce
mécanisme d’inactivation biaisé est rare dans la population générale (Amos-Landgraf
et al., 2006) mais il est relativement plus fréquent chez les femmes porteuses de
mutations liées a I'’X (Cazzola et al., 2000; M Plenge et al., 2002) probablement en

conséquence d’'un avantage des cellules porteuses de I'un des alléles favorisant leur
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croissance par exemple (Muers et al., 2007). En 2008, une étude du laboratoire a
montré qu’au niveau populationnel il n'y avait pas d’augmentation du taux
d’inactivation biaisé du chromosome X chez les patientes TSA et leurs meres par
rapport a des femmes témoins. Cependant, dans cette méme étude, les individus de
sexe féminin de trois familles porteuses de mutations liées a I'X (WNLGN3, ATRX,
MECP2) présentaient une inactivation biaisée du chromosome X suggérant que ce
type d'analyse pourrait aider pour I'identification de cas de TSA avec des mutations

liées a I'’X (Gong et al., 2008).

Enfin, la présence de régions a empreinte parentale sur le chromosome X
pourrait également avoir un effet sur les différences liées au sexe dans les capacités
sociales. Par exemple, Skuse et collaborateurs ont observé des différences dans la
sévérité des déficits sociaux chez des patientes atteintes du syndrome de Turner en
fonction de lorigine parentale de leur chromosome X. Les déficits étaient plus
importants si le chromosome X était d’origine maternelle. I ont alors émis
I’hypothese de l'existence d’une région provenant du chromosome X paternel qui
serait protectrice vis-a-vis des déficits sociaux (Skuse et al., 1997).

Ainsi, les individus de sexe masculins seraient plus a risque pour ces déficits et
donc pour les TSA puisque seul le chromosome X maternel est hérité alors que les

individus de sexe féminin possédent a la fois la copie maternelle et paternelle.

L’analyse des données génétiques de la Simons Simplex Collection (SSC) a mis
en évidence que les CNVs de novo portés par les filles TSA affectaient, en moyenne,

un plus grand nombre de genes par rapport aux garcons TSA (Sanders et al., 2011),
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notamment au niveau des microduplications (Levy et al., 2011). De plus, les génes
touchés par ces CNVs étaient fonctionnellement plus importants (Gilman et al.,
2011).

Par ailleurs, Pinto et collaborateurs ont montré que les filles TSA étaient
statistiquement plus souvent porteuses de CNVs a forte pénétrance et qu’elles étaient
également plus susceptibles d’avoir une délétion d’un gene cible de la protéine FMRP
(Pinto et al., 2014).

Une autre étude montre des taux de mutations plus élevés chez les filles
atteintes de troubles neurodéveloppementaux par rapport garcons atteints

(Jacquemont et al., 2014).

Ensemble, ces études suggerent l'existence d’'un seuil de tolérance aux

mutations plus élevé chez les individus de sexe féminins.

De facon intéressante, une étude de 2009 a montré que le sex-ratio des TSA
diminuait quand I’age du pere lors de la conception augmentait. Ainsi, lorsque le pére
était agé de moins de 30 ans, le sex-ratio était de 6,2 :1 alors que lorsque le pere avait

plus de 45 ans a la conception, il descendait a 1,2 :1 (Anello et al., 2009).

1.1.5.2. Autres mécanismes

Certaines études montrent un effet de la testostérone sur le développement
cérébral lors des périodes pré- et post-natales (Auyeung et al., 2010; Baron-Cohen et
al., 2005) qui rendrait le cerveau masculin plus vulnérable durant Ile

neurodéveloppement (Auyeung et al., 2013; Constantino and Charman, 2012).
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Il a, par ailleurs, été montré que les niveaux de testostérone feetaux étaient
négativement corrélés avec certains traits sociaux comme la fréquence de contacts
visuels, la richesse du vocabulaire de l'enfant, la qualité des relations sociales,
Iempathie et la capacité a reconnaitre des émotions complexes (Chapman et al.,
2006). En revanche, il existait une corrélation positive entre les dosages de

testostérone feetaux et la présence d’intéréts restreints.

Enfin, certaines études ont mis en évidence une corrélation positive entre les
niveaux de testostérone feetaux et la présence de traits autistiques chez des enfants
agés entre 18 et 24 mois (Auyeung et al., 2010, 2012) et entre 6 et 10 ans (Auyeung et

al., 2009).

Il existe également des différences entre les garcons et les filles TSA
concernant certains traits autistiques. Certains symptomes sont ainsi plus importants
chez les garcons, comme les stéréotypies, les comportements et intéréts répétitifs
restreints. Par ailleurs, ils présentent plus souvent un comportement agressif et de
I’hyperactivité. Les filles, quant a elles, souffrent plus souvent d’anxiété ou de
dépression. Ces différences pourraient étre en partie responsables du biais masculin
dans la prévalence des TSA puisque le comportement des garcons TSA attirerait plus

l’attention et ils seraient ainsi plus aisément diagnostiqués (Giarelli et al., 2010).

Certaines études montrent également que les filles TSA auraient de meilleures

capacités sociales et émotionnelles par rapport aux garcons TSA et qu’elles seraient
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capables de camoufler leurs déficits sociaux en mémorisant et imitant les
comportements sociaux typiques (Head et al., 2014; Kreiser and White, 2014; Wing,
1981).

Il est aussi possible que la surreprésentation masculine dans les TSA soit due a
un biais des outils diagnostiques, comme 'ADOS ou ’ADI-R, qui sont plus a méme de
détecter ces troubles chez les garcons et ne prennent que trop peu en considération
les symptomes plus subtiles présents chez les filles (Baron-Cohen et al., 2011).

Par exemple, une étude récente du laboratoire, menée sur deux cohortes
indépendantes, a montré qu’il existait des différences significatives entre les patients
masculins et féminins au niveau de plusieurs items de T'ADI-R. Les patients
masculins présentaient des scores supérieurs pour les items « préoccupations
inhabituelles », « intéréts restreints » et « jeu imaginatif » alors que les filles atteintes
de TSA présentaient des scores supérieurs pour les items « diversité des expressions
faciales utilisées pour communiquer », « auto-mutilation » et « compétence en

dessin » (Beggiato et al., 2017).

1.2. Etiologie des Troubles du Spectre Autistique

Les TSA ont une étiologie complexe, résultant de l'interaction de facteurs
génétiques et environnementaux. Cependant, des études d’agrégation familiale
ainsi que des études de jumeaux ont permis de mettre en évidence I'importance

de la composante génétique de 'autisme.
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1.2.1. Héritabilité des TSA

Les études de jumeaux représentent une méthodologie puissante afin
d’estimer la contribution des facteurs génétiques et des facteurs environnementaux
dans 'apparition d’'un phénotype.

Ces études comparent généralement le taux de concordance du phénotype
entre jumeaux monozygotes (MZ) et dizygotes (DZ). Les jumeaux MZ partagent, en
théorie, 'intégralité de leur génome alors que les jumeaux DZ partagent en moyenne
50% de leur génome. Dans les deux cas, ils partagent également le méme
environnement péri- et post-natal. La comparaison des concordances phénotypiques
entre jumeaux MZ et DZ permet alors d’avoir une mesure de l'importance des

facteurs génétiques dans le développement de ce phénotype.

La premiere étude de jumeaux sur les TSA a été publiée par Folstein et Rutter
en 1977 suite au recrutement, au Royaume-Uni, de 21 paires de jumeaux (11 MZ et 10
DZ) dont au moins l'un était atteint de TSA. Les criteres diagnostiques étaient ceux
de Kanner et les résultats de I'étude étaient révolutionnaires a cette époque puisqu’ils
montraient, de facon solide, l'importance des facteurs génétiques dans Ila
vulnérabilité aux TSA.

La premiere étude comprenant plus d'une centaine de paires de jumeaux
(Missouri Twin Study) date de 2000 et trouvait un taux de concordance entre MZ de
73% alors qu’il n’était que de 37% pour les DZ ainsi qu'une héritabilité de 76%
(Constantino and Todd, 2000). En 2006, I'étude de jumeaux sur la cohorte de la
Twins Early Development Study (3419 paires de jumeaux) retrouvait une héritabilité
de 71-77% (Ronald et al., 2006).

L’étude de Colvert et al de 2015 sur 6423 paires de jumeaux (toujours de la

Twins Early Development Study) a révélé un taux de concordance entre jumeaux MZ
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allant de 77 a 99 % alors qu’il n’est que de 22 a 65% pour les jumeaux DZ et estime
que I’héritabilité serait de 56 a 95% selon la méthode diagnostique (56% avec ’ADI-
R, 76% avec I'ADOS et 95% avec une méthode regroupant plusieurs outils
diagnostiques). Cela souligne I'importance de I’évaluation diagnostique dans ces
études (Colvert et al., 2015).

Plus récemment, une méta-analyse des études de jumeaux a estimé une

héritabilité des TSA entre 64 et 91% (Tick et al., 2016).

Par ailleurs, les études d’agrégation familiales montrent également
I'importance des facteurs génétiques dans I’étiologie des TSA. La plus grande étude
d’agrégation familiale a été publiée en 2014 par Sandin et collaborateurs sur un
échantillon de plus de 2 millions d’enfants suédois (dont pres de 20 000 enfants avec
TSA) a calculé le risque relatif qu'un individu soit atteint de TSA lorsqu’un autre
membre de la famille est atteint, par rapport au risque qu'un individu soit atteint
lorsqu’aucun membre de la famille ne I'est. Ce risque relatif était de 153 pour les
jumeaux MZ ; 8,2 pour les jumeaux DZ ; 10,3 chez les fréres et sceurs ; 3,3 et 2,9 pour
les demi-fréres/sceurs maternels et paternels respectivement ; 2,0 pour les cousins
(Sandin et al., 2014).

Cependant, malgré 'importance de I’héritabilité des TSA, il reste difficile a ce
jour d’identifier leurs causes, notamment en raison de la forte variabilité

phénotypique des patients.

1.2.2. Facteurs génétiques impliqués dans les TSA
Le génome de chaque individu comporte, en moyenne, 3 millions de variations

génétiques par rapport a la séquence référence du génome humain. La plupart de ces
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mutations sont soit des mutations ponctuelles n’affectant qu'un seul nucléotide, que
l'on appelle communément des SNVs (Single Nucleotide Variants), soit des petites
variations structurelles comme des insertions ou délétions appelés indels (2-1000
paires de bases) ou encore des Variations du Nombre de Copies (CNVs) lorsque ces

microduplications ou microdélétions ont une taille supérieure a 1000 paires de bases.

La tres grande majorité de ces variants sont fréquents, affectant plus de 5% de
la population. Cependant, chaque individu posseéde environ 130 000 variants rares et
40 a 110 variants associés a certaines maladies et listés dans la base de donnée
Human Gene Mutation Database (Fu et al., 2013; The Genome of the Netherlands

Consortium, 2014; Xue et al., 2012).

L’importance d’un variant dans I’établissement d’un certain trait phénotypique
ou d’'une maladie est estimée en fonction de sa fréquence dans la population générale,
sa taille d’effet, c’est-a-dire la puissance de son association avec le trait étudié, et sa
pénétrance, définie comme la proportion d’individus porteurs du génotype qui

exprime le phénotype.
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Figure 3. (A) Proportions des différentes fréquences de variants au sein du
génome d’un individu (B) Les différentes catégories et la détection des variants liés a
des pathologies en fonction de leur fréquence allélique et leur taille d’effet. La
majorité des études génétiques se concentrent sur l'identification des catégories de
variants dans la zone pointillée. (Adapté de McCarthy et al., 2008)
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1.2.2.1. Implication des variants fréquents
Les variants fréquents sont définis comme des variations de séquence par
rapport au génome de référence humain mais qui sont présentes dans plus de 1% de

la population. Ils sont également appelés polymorphismes.

Plusieurs études visant a estimer I'héritabilité des TSA a travers des données
de génotypage de marqueurs fréquents ont mis en évidence le role des variants
communs dans le développement des TSA. Il est ainsi probable que plusieurs variants
fréquents, avec des effets limités, puissent, de facon additive, contribuer a la

vulnérabilité aux TSA (Klei et al., 2012; Lee et al., 2013; Gaugler et al., 2014).

Lors d’'une étude récente, il a méme été montré que la vulnérabilité aux TSA
était majoritairement attribuable aux variants fréquents puisqu’ils représenteraient
49% du risque contre 3% pour les mutations rares et 3% pour les mutations de novo

(Gaugler et al., 2014).

envirecnnement 41%

variants de novo 3% ~
variants non-additifs 4%

varlants rares hérités 3% [

variants communs hérités 49%

Figure 4. Contribution des différents types de variants impliqués dans la
vulnérabilité aux TSA, adapté de Gaugler et al 2014.
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L’identification de ces variants fréquents reste cependant épineuse puisqu’ils
sont nombreux et que leurs effets sont faibles. De nombreuses études d’associations
pangénomiques (GWAS) ont été menées dans le but d’identifier des SNPs associés

aux TSA.

Trois GWAS indépendants permettant ’association de marqueurs dépassant le
seuil de significativité pangénomique ont été menées. Deux de ces études ont été
menées sur 500 000 SNPs et ont permis l’association significative de deux loci
différents, rs4307059 (5p14.1) a proximité des génes CDH9 et CDH10 (Wang et al.,
2009) codant pour des protéines d’adhésion cellulaire et rsi0513025 (5p15.2) a
proximité du gene SEMA5A codant pour une protéine du guidage axonal (Weiss et
al., 2009). La troisieme a été menée sur 1 million de SNPs a mis en évidence
lassociation du marqueur rs4141463 (20p12.1) dans une région intronique du gene
MACROD:2 dont la fonction n’est pas encore bien connue (Anney et al., 2010).

Ces résultats n’ont pas pu étre répliqués depuis, possiblement en raison des
tailles d’échantillons et des effets trop faibles lors des études aboutissant a un pouvoir

statistique réduit.

Ces difficultés proviennent probablement également de la forte hétérogénéité
phénotypique des TSA. Certaines analyses ont donc été menées en utilisant des
phénotypes quantitatifs ou des sous-phénotypes mais cela n’a pas suffit a augmenter

le pouvoir statistique (Chaste et al., 2015; Connolly et al., 2013).

Depuis, des collaborations internationales, regroupant différentes cohortes et

augmentant ainsi la taille d’échantillon ont été entreprises afin de combiner les
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données de génotypage de cohortes indépendantes et d’augmenter le pouvoir

statistique des études d’association.

En 2017, une grande méta-analyse regroupant 14 cohortes indépendantes et
plus de 7000 patients a été publiée (The Autism Spectrum Disorders Working Group
of The Psychiatric Genomics Consortium, 2017). Cependant, malgré -cette
augmentation considérable de la taille d’échantillon et du pouvoir statistique, aucun
SNP ni aucun gene n’a pu étre associé aux TSA de facon significative a I’échelle du
génome entier. Ces résultats ne sont pas surprenants car, lors de I'étude d’autres
maladies, des cohortes dix fois plus grandes ont été nécessaires afin de trouver des
résultats réplicables. Par exemple, les GWAS portant sur la schizophrénie ont pu
identifier dix fois plus de loci en augmentant la taille d’effectif de 10 000 patients a
50 000 participants (Geschwind and State, 2015). Cependant, I’étude a tout de méme
permis l'identification de marqueurs probablement impliqués dans les TSA, a
proximité des genes CUEDC2 (CUE domain containing 2), PITX3 (Pituitary
Homeobox 3), HDAC4 (Histone Deacetylase 4) et MACROD2 (Macro domain-
containing 2), a travers la réplication des résultats dans une cohorte indépendante.
Par ailleurs, certains groupes de génes associés a la structure et a la fonction
synaptiques (genes codant pour des protéines PDZ domain-binding, des protéines
impliquées dans la voie beta-caténine, I'activité des récépteur glutamatergiques et
dans la formation de jonctions adhérentes) étaient enrichis en mutations chez les
patients. De plus, cette méta-analyse a permis d’estimer une corrélation génétique

entre les TSA et la schizophrénie d’environ 23%.
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Afin de pouvoir identifier correctement des variants communs de vulnérabilité
aux TSA, il faudrait encore augmenter tres largement la taille des cohortes

(Geschwind and State, 2015).

Dans le but de prendre en compte, de facon additive, la contribution de
plusieurs variants fréquents ayant des effets limités, de nombreuses études ont utilisé
une méthodologie appelée Score de Risque Polygénique ou Polygenic Risk
Score (PRS). Ces PRS permettent de regrouper les effets génétiques d’'un ensemble de
marqueurs qui n’atteignent pas, de facon individuelle, le seuil de significativité lors
des études d’associations (Chatterjee et al., 2013; Dudbridge, 2013; International
Schizophrenia Consortium, 2009).

Ainsi, le PRS d’un individu dépend de la somme de ses génotypes pondérés par
leurs tailles d’effet sur le phénotype étudié. Les tailles d’effet sont généralement
estimées a partir de résultats de GWAS publiés et seuls les variants en dessous d’'un
certain seuil de P-value sont inclus dans le PRS. Le PRS reflete donc, pour un
individu donné, les facteurs de risque génétiques pour la maladie étudiée attribuables
aux variants communs. Cette approche peut étre utilisée pour établir une base
génétique commune entre différentes maladies proches ou pour estimer la
vulnérabilité d'un individu de développer une certaine maladie. Le PRS a, tout
d’abord, été utilisé avec succes lors d'une étude GWAS sur la schizophrénie, montrant
un chevauchement des risques génétiques entre schizophrénie et trouble bipolaire

(International Schizophrenia Consortium, 2009).

Lors de I'une des premieres utilisations du PRS pour les TSA, en 2012, une
étude GWAS sur une cohorte de plus de 1300 familles a permis de prédire le risque

de TSA dans une seconde cohorte indépendante de plus de 1400 familles (Anney et
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al., 2012). En 2013, une étude menée sur 33 332 patients atteints de troubles
neurospsychiatriques (TSA, TDAH, schizophrénie, trouble bipolaire et trouble
dépressif majeur) et 27 888 individus témoins a montré qu'il existait un
chevauchement entre le PRS calculé sur la cohorte des patients TSA et celle des
patients schizophrenes, démontrant ainsi une étiologie génétique commune entre les
deux troubles (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium,

2013).

Plus récemment, une étude a montré une corrélation positive entre le PRS
pour les TSA et les capacités cognitives générales, la mémoire logique et I'intelligence
verbale dans une cohorte d’individus témoins, suggérant ainsi que les variants
communs impliqués dans la vulnérabilité aux TSA joueraient un role dans les
aptitudes cognitives générales (Clarke et al., 2016). Lors d'une autre étude, le PRS
pour les TSA a également été associé a une meilleure réussite universitaire (Bulik-

Sullivan et al., 2015).

Weiner et collaborateurs ont réalisé, en 2017, une étude, sur plus de 6000
familles avec un enfant TSA, étendant la célébre méthodologie du test de déséquilibre
de transmission (TDT) a celle des PRS. Lors d'un TDT, les fréquences de
transmission de variants génétiques des parents a leurs enfants sont calculées et les
variants transmis, de facon significative, plus que la moitié du temps d’'un parent
hétérozygote non atteint a un enfant atteints sont considérés comme associés au
phénotype.

A travers cette nouvelle approche, les auteurs ont montré a nouveau que les
variants communs prédictifs des TSA, de la schizophrénie et de la réussite

universitaire étaient associés a la vulnérabilité aux TSA dans leurs familles, et ce,
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indépendamment de la présence de déficience intellectuelle chez les patients. L’étude
retrouve également un réle des variants communs dans la vulnérabilité aux TSA,
méme chez les patients porteurs de mutations de novo extrémement déléteres

(Weiner et al., 2017).

De facon intéressante, une étude, publiée en 2017, se basant sur le méme
principe que le PRS a mis en évidence un enrichissement, au sein des variants
communs associés aux TSA, en marques de sélection positive. L’étude suggere que,
bien qu’il semble que les variants rares a risque dans les TSA soient soumis a une
sélection purificatrice, les variants communs, seraient, quant a eux, sélectionnés
positivement en raison des avantages qu’ils conférent en terme de capacités

cognitives (Polimanti and Gelernter, 2017).

1.2.2.2. Implication des variants rares et de novo

Puisque les variants fréquents, malgré leur role prépondérant, restent
difficilement identifiables, c’est a travers I'identification de mutations rares et de
novo que la découverte de genes associés et la compréhension des mécanismes sous-

tendant les TSA ont été les plus fructueuses.

Les variants rares sont présents chez moins d’1 % de la population. Ces
variants peuvent étre hérités ou bien de novo, lorsque le variant est porté par 'enfant
mais par aucun des deux parents. Ces variants apparaissent soit lors du
développement embryonnaire précoce soit dans lors de la gamétogenese chez I'un des
parents (Goldmann et al., 2016). Ces variants de novo, peuvent étre, tout comme les

variants hérités, des CNVs, des indels, ou des SNVs.
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Les études montrent un taux de mutation d’environ 1.10-8 mutations par
nucléotide par génération donnant alors lieu a 44-82 mutations de novo par génome
(Campbell and Eichler, 2013; Kong et al., 2012) (Acuna-Hidalgo et al., 2016;

Goldmann et al., 2016).

Les SNVs de novo sont presque 4 fois plus souvent d’origine paternelle,
probablement en raison du nombre plus élevé de divisions cellulaires lors de la
spermatogenese. Leur nombre augmente avec ’age du pere a la conception avec, en
moyenne, 2 mutations de novo supplémentaires chaque année (Kong et al., 2012).

Les CNVs de novo, quant a eux, proviennent aussi souvent du pere que de la

mere (Glessner et al., 2009; Pinto et al., 2014; Sanders et al., 2011).

Un grand nombre d’études se sont intéressées aux CNVs, détectés a travers
I'usage de puces de génotypage de plus ou moins haute définition et ont permis
I'identification de CNVs de novo associés aux TSA (Levy et al., 2011; Marshall et al.,
2008; Sanders et al., 2011; Sebat et al., 2007; Szatmari et al., 2007). Ces études
montrent que la quantité de CNVs de novo chez les patients serait supérieure a celles
des individus témoins. Ces études montrent que 5 a 15% des patients TSA seraient
porteurs de CNVs de novo alors que c’est le cas pour seulement 1 a 2% de la

population générale (Glessner et al., 2009; Pinto et al., 2014).

Par ailleurs, les patients présenteraient également en moyenne un nombre de

mutations ponctuelles exoniques de novo supérieur a leurs fréres et sceurs non

atteints (1,02 vs 0,79 mutation par exome) mais ils seraient porteurs de 2 a 3 fois plus
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de mutations de novo LGD (De Rubeis et al., 2014; Iossifov et al., 2014; Krumm et al.,

2014; Neale et al., 2012; O’Roak et al., 2012a; Samocha et al., 2014).

Certaines mutations de novo suffisamment pénétrantes pour étre responsable
des troubles de I'enfant seraient retrouvées dans 11% des patients issus de familles
simplex, ou un seul membre de la famille est atteint (Sanders et al., 2015). Ces
mutations « causales » sont plus fréquemment retrouvées chez des individus ayant

des TSA plus séveres, accompagnés de déficience intellectuelle (Bourgeron, 2015).

De facon intéressante, il est également possible de retrouver des mutations de
novo augmentant la vulnérabilité aux TSA chez des patients issus de familles

multiplex ou plusieurs individus sont atteints (Yuen et al., 2015).

Les variants rares hérités sont plus difficiles a interpréter car leur pénétrance
est souvent incomplete (Stein et al., 2013) mais il a été montré, lors d'une étude sur
plus de 2000 familles, que les patients présentaient d’avantage de mutations rares et
troncantes dans des genes intolérants aux mutations (Krumm et al., 2015).

Par ailleurs, certains CNVs rares et hérités, identifiés lors de certaines études,
impliquent les mémes genes que certains CNVs de novo, ce qui souligne également

leur role dans I’étiologie des TSA (Fernandez et al., 2010; Vaags et al., 2012).

Chez certains patients, il est possible de trouver une seule mutation rare et
endommageante, suffisamment pénétrante et affectant un géne important pour le

neurodéveloppement, qui pourrait a elle-seule expliquer les TSA de I'individu.
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Cest notamment le cas de lautisme syndromique ou les TSA sont une
manifestation de syndromes génétiques connus qui concernent environ 10% des
patients TSA (Benvenuto et al., 2009). Les troubles sont alors souvent accompagnées
de caracteres dysmorphiques.

Cependant, les causes génétiques identifiées dans 'autisme syndromique ne
sont pas spécifiques des TSA puisqu’au sein de chacun de ces syndromes, il existe des
individus avec et sans autisme.

Ces causes génétiques peuvent étre des anomalies chromosomiques ou des
mutations ponctuelles fortement pénétrantes. L’étude des mutations responsables de
lautisme syndromique a permis de fournir les premiéres pistes sur les voies

biologiques altérées dans les TSA.
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Syndrome Mutations Phénotypes

X fragile FMR1 Dysmorphies faciales, hypotonie, déficience intellectuelle,
troubles de l'apprentissage, troubles du langage, retard
de développement, déficit attentionnel, TSA

Syndrome MECP2 Régression développementale, microcéphalie, déficit

de Rett cognitif et moteur, épilepsie, stéréotypies, TSA séveéres.

Sclérose TSC1, TSC2 Tumeurs cérébrales, implication de plusieurs organes

Tubéreuse (reins, poumons, cceur, yeux et peau), déficit intellectuel,
troubles de [I'apprentissage, automutilation, trouble
obsessionnel compulsif, TDAH, épilepsie, agressivité,
TSA

Neurofibromatose NF1 Troubles de la pigmentation, neurofibromes, scoliose,
tumeur de l'iris, déficit cognitif, épilepsie, TSA

Syndrome 7011.23 del Troubles cardiaques et gastro-intestinaux, strabisme,

de hyperacousie, phonophobie, troubles visuels, syndrome

Williams-Beuren cérebelleux, hypertonie, retard moteur, déficience
intellectuelle, déficit d’inhibition sociale, TSA
Dup15q Dup 15911-q13, Hypotonie, dysmorphies faciales, petite taille, retard
GABRB3 moteur et cognitif, retard de langage, troubles du
comportement, épilepsie, TSA
Syndrome Del 15g11-g13 Dysmorphies faciales, hypogonadisme,
de Prader-Willi sur l'alléle hypopigmentation, de petites mains et pieds,
paternel hyperphagie, obésité morbide, trouble obsessionnel
compulsif, trouble de I'hnumeur et du comportement, TSA
Syndrome Del 15g11-g13 Dysmorphies faciales, strabisme, troubles du sommeil,
d’Angelman sur l'alléle retard de développement, troubles du langage, ataxie,
maternel déficit attentionnel, épilepsie, TSA
16p11.2 16p11 del Dysmorphies, hypotonie, surpoids, retard de langage,
troubles de I'apprentissage, épilepsie, TSA
22q11 22q11.2 dup Retard de croissance, hypotonie, retard de
développement psychomoteur, troubles de
I'apprentissage, déficience intellectuelle, TSA
Syndrome de 22q11.2 del Dysfonctionnement de différents organes (cceur, reins,
DiGeorge systéme digestif, squelette), dysmorphies faciales, bec de
lievre, anomalies immunitaires, hypocalcémie, perte
d’audition, retard moteur, troubles de I'apprentissage,
troubles psychiatriques (schizophrénie, anxiété, troubles
de '’humeur), TDAH, TSA
Syndrome de 22q13.3 del Dysmorphies, ptose, troubles rénaux, hypotonie, retard
Phelan- SHANK3 de croissance, déficience intellectuelle, hyposensibilité a
McDermid la douleur, retard ou absence de langage, TSA
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1.2.2.2.2a Le syndrome de X fragile

Le syndrome de I'X fragile représente I'une des causes héritées les plus
fréquentes dans la déficience intellectuelle avec une prévalence d’environ 1:5000—
7000 garcons atteints et 1:4000—6000 filles. Les troubles sont plus séveres chez les
garcons. 30-50% des garcons atteints et 25% des filles atteintes présentent des TSA
(M. Wadell et al., 2013; Talisa et al., 2014; Wheeler et al., 2015). La variation
génétique en cause dans de syndrome de I'X fragile est une expansion de triplets CGG
dans la région 5’'UTR du gene FMRIi, sur le chromosome X, aboutissant a une
hyperméthylation du promoteur du gene et donc une répression de la synthese de la
protéine FMRP (Oberlé et al., 1991). FMRP est une protéine qui se lie a ’ARN et qui
régule négativement la traduction de nombreux genes impliqués dans le
développement et la plasticité synaptique. Elle régule notamment l'expression de
genes associés aux TSA comme les neuroligines, les neurexines, les SHANK (Darnell

et al., 2011).

1.2.2.2.2b Le syndrome de Rett

Le syndrome de Rett est un trouble lié a I'’X qui affecte environ 1 fille sur 10
000. 25 a 40 % des patientes présentent des TSA (Moss and Howlin, 2009). Ce
syndrome est causé par la présence de mutations dans le ggne MECP2 qui code pour
un facteur de transcription se liant aux ilots CpG méthylés. MECP2 est fortement
exprimée dans le cerveau et est impliquée dans la synaptogenese (Lyst and Bird,

2015).
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1.2.2.2.2c¢ Sclérose tubéreuse

La sclérose tubéreuse est un trouble neuropsychiatrique autosomique
dominant affectant environ 1 personne sur 6000-10 000 et causé par des mutations
dans le gene T'SC1 ou le gene TSC2. 60% des patients présentent des TSA (Moss and
Howlin, 2009). Les mutations de ces genes entrainent une hyperactivation de la voie
mTOR, induisant une synthese de protéines dendritiques anormale et I’altération des

épines dendritiques (Ornoy et al., 2016).

1.2.2.2.2d SHANK et Phelan-McDermid

Les délétions de SHANK3 (région 22q13) sont associées au syndrome de
Phelan-McDermid et aux TSA. Les genes SHANK (SHANK1, SHANK2 et SHANK3)
codent pour des protéines d’échafaudage synaptique et ont tous les trois été associés
aux TSA. Lors d’'une méta-analyse, des CNVs ou des mutations troncantes des genes
SHANK ont été retrouvés dans pres d’1% des patients TSA. De facon intéressante, il
existe un gradient de sévérité des TSA en fonction du gene muté avec une déficience
intellectuelle plus prononcée chez les patients ayant des mutations de SHANK3

(Leblond et al., 2014).

1.2.2.2.2e Les syndromes de Prader-Willi et dAngelman

Le syndrome de Prader-Willi est causé par la perte d’empreinte sur la région
15q11.2-13 paternelle, avec une prévalence d’environ 1/10 000 a 1/30 000 (Angulo et
al., 2015), et le syndrome d’Angelman par la perte d’empreinte sur la région 15q11.2-
13 maternelle, avec une prévalence d’environ 1/10 000 a 1/20 000 (Bird, 2014). Ces
erreurs d’empreinte se produisent lors de la gamétogenese et entrainent une perte

d’expression des genes paternels dans le syndrome de Prader-Willi et une perte
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d’expression du gene UBE3A (dont l'allele maternel est celui qui est normalement

exprimé) dans le syndrome d’Angelman (Nicholls et al., 1998).

1.2.2.2.2f Le syndrome de DiGeorge ou syndrome vélocardiofacial

Le syndrome de DiGeorge, appelé également syndrome cardio-vélo-facial,
affecte prés d’'une personne sur 4000 et est causé par des délétions de la région
22q11.2 contenant plus de 30 genes différents (McDonald-McGinn and Sullivan,

2011).

Cependant, méme chez ces patients, ou 'on estime qu'une seule mutation est
suffisamment pénétrante pour expliquer les troubles, il est possible de retrouver
d’autres variants participant a la vulnérabilité aux TSA. En effet, une étude portant
sur plus de 2 000 enfants atteints de troubles neurodéveloppementaux séveres,
porteurs de CNVs associés a une déficience intellectuelle et des anomalies
congénitales a montré que 10% d’entre eux présentaient également un deuxieéme

grand CNV (Girirajan et al., 2012).

1.2.2.3. Implication de variants récessifs

Peu de stratégies sont disponibles pour identifier des variants récessifs
impliqués dans les troubles neurodéveloppementaux. La méthode la plus utilisée est
celle de la cartographie d’homozygotie. Le plus souvent, elle est employée afin
d’identifier des génes a risque dans des familles consanguines, ou les parents sont
apparentés. Dans la majorité des cas, les parents sont cousins germains et partagent

environ 1/8 de leurs alléles.
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Cependant, des mutations homozygotes ont également été retrouvées chez des
patients dont les parents n’ont qu'un lien de parenté tres ancien, comme c’est le cas
dans certaines populations, et méme chez des patients dont les parents ne
présentaient aucun lien de parenté (Gibson, 2006; Nalls et al., 2009). Il est donc
possible de réaliser des analyses d’homozygotie sur des cohortes entieres afin
d’identifier ~des mutations récessives impliquées dans des troubles
neurodéveloppementaux/neuropsychiatriques avec une composante génétique
complexe et hétérogene (Bond et al., 2002; Lencz et al., 2007; Piao et al., 2004;
Schuurs-Hoeijmakers et al., 2012).

Plusieurs études ont été menées afin d’identifier des régions ou des variants
récessifs a risque dans les TSA.

Morrow et collaborateurs ont mis en évidence, chez des familles consanguines,
la présence de délétions homozygotes participant largement a la vulnérabilité aux
TSA. Ils ont, par ailleurs, montré que les patients avec des parents apparentés étaient
plus susceptibles d’étre porteurs de mutations causales héritées, probablement
autosomiques et récessives (Morrow et al., 2008).

Sur cette méme cohorte, Yu et collaborateurs ont effectué des analyses de
séquencage d’exomes qui ont permis d’identifier des mutations homozygotes de

AMT, PEX7, SYNE1, VPS13B, PAH et POMGNT1 (Yu et al., 2013).

Une analyse d’homozygotie sur les données de séquencage d’exomes menée
sur 16 patients TSA, issus de familles non consanguines mais dont les parents ont un
lien de parenté ancien, de ’Autism Genetic Research Exchange (AGRE). L’analyse a
permis d’identifier des mutations homozygotes ségrégeant parfaitement avec les TSA
dans 4 familles et impliquant quatre nouveaux geénes candidats (UBE3B, CLTCL1,

NCKAP5L et ZNF18) (Chahrour et al., 2012).
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Enfin, Casey et collaborateurs, a travers I’analyse des régions homozygotes
plus fréquemment partagées par les patients que par leurs apparentés témoins (sur
1400 trios de I'’Autism Genome Project), ont montré qu’il existait des haplotypes
homozygotes a risque chez les patients et que ceux-ci était enrichis en genes associés

aux TSA (Casey et al., 2012).

L’ensemble de ces données démontre un role des variants récessifs dans la
vulnérabilité aux TSA au moins chez certains patients.

Une étude de 2013, portant sur plus de 900 patients et plus de 800 individus
témoins, a mis en évidence que les patients avaient, en moyenne, deux fois plus de
knock-outs complets de genes, dus a la présence de mutations LGD rares
homozygotes ou hétérozygotes composites, par rapport aux individus témoins et que
ces mutations pourraient expliquer jusqu’'a 3% de la vulnérabilité aux TSA (Lim et al.,

2013).

1.2.2.4. Modeles génétiques des TSA

Différents modeéles de transmission des TSA ont été proposés pour intégrer
I'ensemble des connaissances actuelles sur leur architecture génétique et les
différents roles des variants en cause. L’état de nos connaissances indiquerait plutot
un modele dans lequel la majeure partie du risque génétique résiderait dans 'effet
additif de variants fréquents a laquelle s’ajouterait un réle des mutations rares, de

novo et héritées.
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Cependant, il est supposable que, selon les familles, différents modéles
existent, faisant intervenir un nombre d’alléles variable. On distingue ainsi les

familles a « haut risque » et a « bas risque ».

Les familles a « haut-risque » seraient celles dont le génome des parents
comporterait un nombre important de variants communs a risque participant de
facon additive a la vulnérabilité aux TSA. Dans ces familles, I’enfant cumulerait alors
un trop grand nombre de ces variants et dépasserait ainsi le « seuil de risque »
nécessaire au développement des troubles.

A T'inverse, les familles a « bas-risque » sont celles dont le fond génétique ne
contient que peu de variants communs a risque. Chez I'enfant, il faudra alors un plus
grand nombre de mutations rares et déléteres pour provoquer l'apparition des
troubles. Dans ces cas, une mutation de novo suffisamment pénétrante peut étre en
cause dans les TSA.

Entre ces deux types de familles, il existerait également des familles a « risque
intermédiaire » ou la capacité du fond génétique a tamponner l'apparition de
mutations rares et déléteres serait variable en fonction du nombre de variants
communs a risque présents. Plus la charge en variants communs a risque du fond
génétique sera grande, moins il faudra de mutations rares et fortement pénétrantes

avant 'apparition de TSA (Bourgeron, 2015).

En conclusion, la vulnérabilité aux TSA fait intervenir tous les types de
variants, qu’ils soient communs, rares ou de novo, démontrant ainsi la complexité de
ces troubles avec un grand nombre de facteurs de risque génétiques différents dans la

population.
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L’ensemble des analyses génétiques (caryotypes, analyses de CNVs et WES)
retrouve une cause génétique dans presque 25% des cas et plus de 1000 genes ont été
associés aux TSA (la liste est disponible sur le site de Simons Foundation Autism
Research Initiative). Pourtant, aucun de ces genes ne peut expliquer plus d’1% des cas

de TSA, ce qui confirme leur grande hétérogénéité génétique (Huguet et al., 2013).

Aujourd’hui, les analyses de génome entier sont plus abordables et sont donc
de plus en plus fréquentes et pourraient permettre 'identification de mutations dans
des régions non codantes et/ou régulatrices potentiellement en cause dans les TSA (C
Yuen et al., 2017; Michaelson et al., 2012; Turner et al., 2016; Yuen et al., 2015).

Par exemple, une étude récente menée sur plus de 800 familles a pu montrer
un exces de transmission de variants structuraux paternels, affectant des promoteurs
ou des UTRs, aux patients par rapport a leurs fréres et sceurs non atteints (Brandler
et al., 2017).

Cependant, lors d’'une étude récente de séquencage de génome sur plus de 500
familles, les auteurs n’ont pas identifié une contribution importante des mutations de
novo ou rares détectées dans les séquences non codantes dans la vulnérabilité aux
TSA. Ces résultats doivent néanmoins étre interprétés prudemment car il faut tenir
compte des difficultés actuelles rencontrées lors de l'analyse des variants non-
codants. Ces difficultés sont notamment dues a I'absence d’équivalence du code
génétique utilisé lors de l'analyse de séquences exoniques et permettant de
déterminer I'impact fonctionnel d’'un variant mais elles sont également probablement
dues a la taille importante du génome non codante et au grand nombre de catégories
de variants non-codants. Il semblerait tout de méme que le risque relatif liés a la

présence de variants rares dans les séquences non-codante soit modeste et qu’il
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faudra probablement de tres grandes cohortes afin d’identifier de tels variants a

risque (Werling et al., 2017).

1.2.2.5. Genes associés aux TSA

Les premiers genes associés aux TSA ont pu étre identifiés grace aux formes
syndromiques dans lesquelles un CNV pénétrant conféere la partie majeure du risque.

L’association de genes aux TSA a travers les études de séquencage d’exome
provient essentiellement d’analyses de mutations de novo LGD, se basant sur
I'observation de plusieurs mutations de ce type affectant le méme géne chez plusieurs
patients non apparentés (Neale et al., 2012; Sanders et al., 2012a). Iossifov et
collaborateurs ont, de cette facon, pu associer 27 génes aux TSA en analysant les
données de la SSC comprenant plus de 2500 familles (Iossifov et al., 2014).

He et collaborateurs ont mis au point une méthode d'inférence reposant sur un
modele bayésien appelé Transmission And De novo Association (TADA) permettant
d’identifier de nouveaux génes candidats pour les TSA en fonction de la quantité de
mutations de novo et héritées détectées chez les patients et les témoins pondérée par
le type de chaque mutation. La méthode TADA serait plus complete puisqu’elle
permet de combiner 'analyse des variants de novo et hérités en donnant un poids
plus fort a certains types de variants. Par exemple, un variant de novo LGD sera
considéré comme plus impactant qu'un variant de novo faux-sens et un variant de
novo faux-sens aura plus de poids qu'un variant LGD hérité. Cette méthode permet
donc d’estimer le risque associé a certains genes a travers leur enrichissement en
variants endommageants par rapport a ce qui serait attendu par le hasard. Les

auteurs ont ainsi pu identifier, lors de cette premiere étude, 33 genes, appelés « génes
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TADA » (He et al., 2013). Une seconde étude a ensuite permis l'identification d'un

total de « 65 genes TADA ». (Sanders et al., 2015).

1.2.3. Facteurs épigénétiques

L’épigénétique regroupe ’ensemble des processus moléculaires capables de
réguler, positivement ou négativement, l’expression des génes sans modifier la
séquence d’ADN primaire. L’ensemble des marques épigénétiques permet ainsi de
définir le profil d’expression spatiotemporel des genes. L’épigénome peut donc étre
considéré comme une interface entre le génome et l'environnement. Méme si
I'épigénome est programmé durant le développement embryonnaire et feetal, les
marques épigénétiques sont transmissibles au cours de la mitose et peuvent I’étre
également au cours de la méiose et de la gamétogeneése. Elles sont, par définition,
réversibles mais elles peuvent avoir des conséquences irréversibles lors de certaines

étapes clés du développement.

Les mécanismes épigénétiques modifiant l'expression des génes sont
nombreux mais les plus étudiés sont ceux qui entrainent une modification de la
structure de la chromatine.

Le remodelage de la chromatine permet de réguler I'accessibilité de ’ADN aux
facteurs de transcription. Les deux principaux mécanismes intervenant dans le
remodelage de la chromatine: la méthylation de 'ADN assurée par des ADN
méthyltransférases notamment au niveau des ilots CpG et la modification post-
traductionnelle des histones. L’hyperméthylation de ’ADN entraine la condensation
de la chromatine et permet donc de réguler négativement I’expression de genes. A

I'inverse, I’hypométhylation favorise la transcription (Portela and Esteller, 2010).
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Il existe quatre types majeurs de modifications post-traductionnelles des
histones : l'acétylation, la méthylation, la phosphorylation et I'ubiquitination. La
combinaison de ces modifications constitue « le code épigénétique des histones » qui
sera reconnu par divers domaines protéiques afin de réguler la transcription.

Il existe également d’autres mécanismes épigénétiques, faisant notamment
intervenir des ARN non-codants et des micro-ARNSs, qui, en s’appariant a 'TARNm
d’'un gene, peuvent empécher sa traduction ou méme entrainer sa dégradation
(Wilson and Doudna, 2013).

La présence de mutations délétéres affectant des genes impliqués dans des
processus épigénétiques ou des régions soumises a des mécanismes épigénétiques
comme les genes a empreinte peut ainsi altérer I’'expression des genes et augmenter la
vulnérabilité de développer certaines troubles, comme les TSA.

Des facteurs épigénétiques pourraient entrer en jeu dans la vulnérabilité aux
TSA. D’'une part, parce que les jumeaux monozygotes montrent une concordance
incompléte et d’autre part, parce que de nombreux genes codant pour des protéines
impliquées dans des processus épigénétiques (appelés « épigenes ») ont été associés a
des troubles neurodéveloppementaux comme la déficience intellectuelle ou les TSA.
Parmi ces genes, certains codent pour des protéines ayant pour role le dépot de
certaines marques épigénétiques (DNA-méthyltransférases, les histone-
méthyltransférases, histone-acétylases), d’autres l'effacement de ces marques
(histones déacétyltransférases, lysines déméthylases), la lecture des marques
(protéines a domaine bromo, chromo ou Tudor), des facteurs de remodelage de la
chromatine (comme CHDS) et des régulateurs épigénétiques de régions a empreinte
(comme ZPF57). D’autres ont des effets plus indirects a travers I'intervention d’ARN
non codants ou le recrutement de methyl-CpG-binding proteins afin de modifier les

histones et réguler la transcription.
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De facon intéressante, plusieurs formes d’autisme syndromique sont le résultat
de mutations altérant des épigenes.

Par exemple, le role de la protéine MeCP2, altérée dans le syndrome de Rett,
est de réguler négativement la transcription en se liant 8 TADN méthylé et en formant
un complexe avec HDAC1 permettant ainsi la condensation de la chromatine (Nan et
al., 1998). Par ailleurs, la répression de I'expression du gene FMR1 dans le syndrome
de I'X fragile est le résultat d'une hyperméthylation de sa région 5'UTR causée par
I'expansion des ilots CpG (Oberlé et al., 1991) et les syndromes d’Angelman et de
Prader-Willi sont respectivement dus a des pertes ou gains de méthylation au niveau
de genes soumis a empreinte parentale (Nicholls et al., 1998).

Cependant, les études portant sur les modifications épigénétiques impliquées
dans les TSA ne sont que peu nombreuses mais I'une d’entre elles a permis de mettre
en évidence des différences de méthylation de plusieurs régions entre les patients
TSA et leurs jumeaux monozygotes non-atteints (Wong et al., 2014). Certaines
études ont montré qu’il existait, chez les patients TSA, une hyperméthylation des
genes BCL2 et RORA (Nguyen et al., 2010), du gene OXTR (Gregory et al., 2009)
codant pour le récépteur a 'ocytocine, hormone connue pour son role important dans
le comportement social (Zik and Roberts, 2015) ou encore des anomalies de la
méthylation d’autres genes associés aux TSA tels que BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), EN2 (engrailed-2) et 5-HT2A (récepteur sérotoninergique)

(James et al., 2013; Kundakovic et al., 2015).

Une étude de 2014 sur le méthylome interrogeant plus de 450 000 positions
couvrant le génome entier a permis d’identifier 4 régions différentiellement
méthylées dans les cerveaux post-mortem des patients par rapport aux individus

témoins (dont trois dans le cortex temporal supérieur et une dans le cervelet). L’étude
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a notamment mis en évidence une hypométhylation de la région régulatrice du gene
PRRT1 (proline rich transmembrane protein 1). Des mutations dans d’autres genes de
la famille PRRT ont été associées a différents troubles neurologiques et

neurodéveloppementaux (Ladd-Acosta et al., 2014).

Plus récemment, une étude d’association de l'histone acétylome (Histone
Acetylome-Wide Association Study ou HAWAS) a été menée sur 45 cerveaux post-
mortem de patients TSA et 49 cerveaux post-mortem d’individus témoins (Sun et al.,
2016). L’étude a montré que prés de 70% des patients TSA, atteints de formes
syndromiques ou idiopathiques, partageaient une signature acétylome concernant
plus de 5000 éléments cis-régulateurs dans les cortex pré-frontaux et temporaux. La
plupart des modifications de la chromatine seraient donc communes a ces différentes
formes de TSA mais ne seraient pas attribuables a des SNPs agissant en cis mais
plutot a d’autres facteurs comme des facteurs environnementaux, des SNPs agissant

en trans, des indels ou CNVs (Krumm et al., 2015).

Les auteurs ont ainsi mis en évidence un enrichissement en genes impliqués dans les
canaux ioniques, la fonction synaptique et I’excitabilité neuronale parmi les loci avec
une augmentation de l'acétylation H3K27 et un enrichissement en gene impliqués
dans la morphogenese du systeme digestif, la signalisation chémokine, la
désacétylation et les processus immunitaires liés a la microglie. Ainsi, malgré
I'hétérogénéité extréme des causes primaires des TSA, il est possible qu’elles
convergent vers des modifications épigénomiques communes, associées a des

fonctions spécifiques, et donnant lieu a certains des symptomes clés des TSA.
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1.2.4. Facteurs environnementaux

Méme si la composante génétique des TSA est extrémement importante, il a
été montré que plusieurs facteurs environnementaux pouvaient augmenter leur
vulnérabilité, notamment en interagissant avec ces facteurs génétiques a travers des

mécanismes épigénétiques.

Il a été montré que durant certaines périodes de son développement, le
cerveau était particulierement sensible aux effets environnementaux. Ainsi,
Iexposition, durant le développement embryonnaire et/ou feetal, a certaines
substances dites neurotoxiques augmenterait le risque de développer des troubles

neurodéveloppementaux.

Certains facteurs gestationnels, comme l’exposition a l’acide valproique
(médicament anti-épileptique), le thalidomide (médicament immunomodulateur,
précédemment utilisé comme sédatif et antiémétique pendant la grossesse), le
misoprostol (un analogue synthétique de la prostaglandine E1 utilisé comme
antiulcéreux) ou encore au virus de la rubéole ou au cytomégalovirus, durant la
grossesse, ont un impact si important que, chez certains patients, ils ont été établis
comme la cause primaire de leurs TSA. Par ailleurs, la neurotoxicité des métaux
lourds (le plomb, le méthylmercure) et des biphényls polychlorés a été démontrée

lors de nombreuses études (Persico and Merelli, 2015).

D’autres facteurs de risques ont été rapportés par certaines études, comme la
présence de différentes pathologies chez la meére pendant la grossesse, comme le
diabete (Ornoy et al., 2015), la pré-éclampsie (Buchmayer et al., 2009) mais ces

résultats auraient besoin d’étre répliqués.
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Certains déficits vitaminiques ont également été associés aux TSA, comme un
déficit en vitamine D (voir partie facteurs environnementaux dans les iles Féroé) ou
encore un déficit en acide folique (vitamine B9) (Surén et al., 2013) méme si cette

derniére association reste a renforcer.

1.2.5. Voies biologiques impliquées dans les TSA

Chaque geéne de vulnérabilité aux TSA identifié permet de mieux caractériser
les mécanismes sous-tendant ces troubles. De fagon intéressante, de nombreux genes
associés aux TSA convergent vers les mémes voies biologiques : régulation de la
transcription et remodelage de la chromatine, synthese de protéine et métabolisme
cellulaire, développement et fonction synaptiques (De Rubeis et al., 2014; Ebrahimi-
Fakhari and Sahin, 2015; Glessner et al., 2009; Kelleher and Bear, 2008; Pinto et al.,

2014; Sakai et al., 2011; Siidhof, 2008) .

Voineagu et collaborateurs ont analysé les cerveaux post-mortem de 19
patients et de 17 témoins. En se concentrant sur 3 régions cérébrales impliqués dans
les TSA, ils ont pu montrer qu’il existait des différences d’expression pour plusieurs
modules de co-expression de genes synaptiques, immunitaires et des marqueurs
gliaux (Voineagu et al., 2011). Chez les patients, les genes synaptiques étaient régulés
positivement alors que les genes liés a 'immunité étaient régulés négativement. Par
ailleurs, I’étude a montré que les profils d’expression variaient de facon significative
entre les cortex frontaux et temporaux chez les témoins alors que ce n’était pas le cas

pour les patients.

Les études neuro-anatomiques ont rapporté une fréquence augmentée des

macrocéphalies (plus de 15% des patients) (Sacco et al., 2015) et des anomalies
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connectivité neuronale chez les patients TSA (Herbert et al., 2003, 2004; Baron-

Cohen and Belmonte, 2005; Herbert, 2005; Just et al., 2007).

Des anomalies de 'architecture de plusieurs régions cérébrales, comme le lobe
frontal et le lobe pariéto-temporal, le cervelet et le systéme limbique sous-cortical
(amygdale et hippocampe), ont également été mises en évidence (Courchesne et al.,

2003, 2007, 2011; Hazlett et al., 2005; Nordahl et al., 2012).

Lange et collaborateurs ont étudié les différences de développement cérébral
de la petite enfance a I’age adulte entre 100 patients TSA et 56 individus témoins. Ils
ont mis en évidence un volume cérébral supérieur chez les enfants atteints de TSA
par rapport aux enfants neurotypiques et inférieur chez les adolescents TSA par
rapport aux adolescents neurotypiques. Ainsi, les modifications neuroanatomiques
liées aux TSA seraient dynamiques et ne seraient pas les mémes en fonction de I'age

des patients (Lange et al., 2015).

Par ailleurs, certaines études ont rapporté des différences d’architecture
cellulaire cérébrale, telles que des modifications du nombre de neurones, de leur
densité ou encore la présence de couches corticales peu définies ou désorganisées
(Courchesne et al., 2011; van Kooten et al., 2008; Oblak et al., 2010; Santos et al.,

2011; Simms et al., 2009; Stoner et al., 2014).

Cependant, la plupart de ces résultats n’ont pas été répliqués sur de grandes
cohortes et il existe de grandes divergences entre les résultats des différentes études
neuroanatomiques. Par exemple, une étude plus récente de notre groupe n’a pas pu
retrouver de différences significatives entre le volume du cervelet chez les patients et

chez les individus témoins (Traut et al., 2017).
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D’autres approches ont également été employées pour mieux comprendre ces
mécanismes. Ainsi, plusieurs modeles animaux ainsi que des cellules pluripotentes
induites ont été développés pour étudier les effets biologiques de variations

génétiques identifiées.

Du point de vue moléculaire, de nombreuses études ont mis en évidence une
convergence de certains sous-groupes de genes associés aux TSA en utilisant des
réseaux de co-expression et/ou d’interactions protéine-protéine (PPI) ainsi que

d’autres ressources d’annotation de genes.

O’Roak et collaborateurs ont ainsi pu montrer que 39% des mutations de novo
les plus déléteres identifiées lors de leur étude affectaient des genes fortement
interconnectés dans un réseau comprenant des genes impliqués dans les voies beta-
caténine et p53, le remodelage de la chromatine, I'ubiquitination et le développement

neuronal (O’Roak et al., 2012a).

En 2013, Parikshak et collaborateurs ont intégré différentes listes de genes
associés aux TSA et a la déficience intellectuelle (issus de plusieurs bases de données
dont SFARI et AutDB) dans des réseaux de co-expression et d’interaction
représentant les relations fonctionnelles, a I’échelle du génome entier, durant les
périodes de neurodéveloppement foetales et post-natales (Parikshak et al., 2013).
Lors de cette étude, les auteurs ont montré que genes associés aux TSA convergeaient
vers des modules impliqués dans différentes fonctions biologiques du développement
cortical, dont la régulation précoce de la transcription et le développement

synaptique.

Willsey et collaborateurs ont étudié, en utilisant les données de

transcriptomique du cerveau humain, le profil d’expression spatio-temporel de 9
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genes trés fortement associés aux TSA, pour lesquels des mutations de novo LGD
récurrentes ont été identifiées chez plusieurs patients (ANK2, CHD8, GRIN2B, CUL3,
DIRK1A, KATNAL2, POGZ, SCN2A, TBR1) (Willsey et al., 2013). Ils ont ainsi pu
démontrer une forte convergence de ces geénes vers les neurones de projection
glutamatergiques des des couches 5 et 6 des cortex humains préfrontaux et

somatosensoriel-moteur entre la 16e et 25e semaine de gestation.

1.2.5.1. Homéostastie synaptique
La voie synaptique occupe un role central dans les mécanismes en cause des
TSA, et certaines formes d’autisme peuvent étre considérées comme des

synaptopathies.

En effet, un grand nombre de mutations dans des protéines synaptiques
comme les neuroligines (Jamain et al., 2003), les neurexines ( Szatmari Mapping
autism risk loci using genetic linkage and chromosomal rearrangements 2007
Gauthier et al., 2011; Kim et al., 2008) et les SHANKS (Berkel et al., 2010; Durand et

al., 2007; Sato et al., 2012) ont été rapportées.

Ces dysfonctionnements de protéines synaptiques conduiraient a des défauts
de transmissions aux synapses excitatrices et inhibitrices, ce qui altérerait alors la
balance excitation/inhibition au niveau des neurones post-synaptiques. Ce

déséquilibre est considéré comme un mécanisme clé dans le développement de TSA.

Il se trouve que différents genes associés aux TSA codent pour des récepteurs
au glutamate, comme la sous-unité GluR6v du récepteur kainate (Jamain, 2002),

GRMS8 (metabotropic glutamate receptor) (Serajee et al., 2003), et les sous-unités
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GRIN2A (Barnby et al., 2005) et GRIN2B (O’'Roak et al., 2012b, 2012a) de NMDAR

(N-methyl-D-aspartic Acid Receptor).

Ce déséquilibre entre courants excitateurs et inhibiteurs pourrait également
étre di a des anomalies du systeme GABAergique chez les patients. En effet, une
diminution de I’expression d’'une enzyme nécessaire a la synthese de GABA, la GAD
(Glutamic Acide Decarboxylase) ainsi que la présence de récepteurs GABA altérés ont
été observés dans des cerveaux de patients TSA (Fatemi et al.,, 2002, 2010). Par
ailleurs, des mutations des récepteurs GABRA3 et GABRB3 ont également été

reportées (Piton et al., 2013; Warrier et al., 2013).

Il pourrait également exister un role du systeme sérotonergique dans ce
déséquilibre puisqu’il a été montré que certains patients TSA présentaient une
augmentation des niveaux de sérotonine plasmatique et urinaire par rapport aux
individus témoins (Burgess et al.,, 2006; Cook and Leventhal, 1996) (Cook and
Leventhal, 1996; Burgess et al., 2006). De plus, plusieurs genes codant pour des
acteurs du systeme sérotonergiques ont été associés aux TSA, tels que 5-HTT (Cook et

al., 1997) et TPH2 (Coon, 2005).

Plusieurs mutations affectant des neuroligines ou des neurexines ont été
retrouvées chez des patients avec TSA, déficience intellectuelle et chez des patients
schizophrenes (Glessner et al., 2009; Jamain et al., 2003; Kim et al., 2008;
Laumonnier et al., 2004; Leblond et al., 2012; O’Roak et al., 2012a; Szatmari et al.,
2007; Walsh et al.,, 2008). Des mutations du gene CNTNAP2 codant pour une
protéine neuronale transmembranaire faisant partie de la famille des neurexines ont
également été rapportées chez des patients atteints de TSA, troubles du langage et

d’épilepsie (Alarcon et al., 2008; Arking et al., 2008; Bakkaloglu et al., 2008; Vernes
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et al., 2008). Les neurexines et neuroligines sont des protéines synaptiques
transmembranaires d’adhésion cellulaire. Les neurexines sont pré-synaptiques et se
lient aux neuroligines, qui sont, elles, post-synaptiques. Cette interaction est
importante pour la formation et le maintien des synapses et permet de réguler
I’équilibre entre courant excitateur et inhibiteur dans les neurones post-synaptiques

(Craig and Kang, 2007; Graf et al., 2004; Prange et al., 2004; Stidhof, 2008).

Les protéines SHANKs sont, quant a elles, des protéines d’échafaudage
présentes au niveau de la densité post-synaptique (composition de complexes
protéiques synaptiques spécifiques au niveau de la membrane post synaptique).
(Sheng and Kim, 2000). L’implication de ces protéines provient dans un premier
temps de la délétion de SHANK3 dans le syndrome de Phelan-McDermid (voir partie
autisme syndromique). Depuis, de nombreuses mutations de SHANK3 ont été
rapportées chez des patients TSA (Durand et al., 2007) ainsi que des mutations de
SHANK?2 et SHANK1 (Berkel et al., 2010; Leblond et al., 2012; Pinto et al., 2010; Sato

et al., 2012).

Cette hypothése de déséquilibre « excitation/inhibition » dans les TSA est
également appuyée par la prévalence élevée d’épilepsie chez les patients (voir partie

comorbidités).

1.2.5.2. Remodelage de la chromatine et régulation de la transcription
Plusieurs genes associés aux TSA jouent un role clé dans la régulation du
remodelage de la chromatine et de la transcription, comme MECP2 dans le syndrome

de Rett, MEF2C (myocyte-specifice enhancer factor 2C), HDAC4 (histone deacetylase
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4), CHD8 (chromodomain-helicase DNA binding protein 8), CTNNB1 (catenin beta
1). L’expression de ces génes est parfois elle-méme régulée par I'activité neuronale et
a ainsi un impact sur la connectivité neuronale et la plasticité synaptique (Bourgeron,

2015).

1.2.5.3. Synthése et dégradation protéique

La voie de signalisation mTOR influence la plasticité synaptique en régulant
localement la synthese protéique (Tang and Schuman, 2002) en réponse a la
disponibilité de certains nutriments, de ’énergie disponible, du stress, des hormones
et des facteurs mitogénes (Klann and Dever, 2004; Sarbassov et al., 2005) et des
perturbations de cette voie de signalisation pourraient étre impliquées dans la
pathogenéese des TSA, comme le suggere son implication dans plusieurs formes

d’autisme monogénique (Kelleher and Bear, 2008).

En effet, plusieurs genes associés aux TSA codent pour des protéines régulant
négativement la voie mTOR, NF1 (Neurofibromin 1) (Marui et al., 2004), SYNGAP1
(RAS GTPase-activating protein 1) (Hamdan et al., 2011), TSC1/TSC2 (tuberous
sclerosis complex) (Leung and Robson, 2007; Smalley, 1998) et PTEN (phosphatase

and tensin homolog) (Butler et al., 2005; Herman et al., 2007).

Il a, par ailleurs, été montré que les souris knock-out pour Fmri présentent
une suractivation de la voie mTOR (Sharma et al., 2010). Or, de nombreux genes
associés aux TSA sont des cibles de FMRP, TSC2, NF1, NLGN2, NRXN1 (Darnell et

al., 2011).

La dégradation des ARNm non-sens est un processus de controle qualité qui
régule de facon importante I'expression des geénes. Il s’agit d’'une voie biologique de

surveillance qui dégrade les transcrits contenant des codons stops précoces. De tels
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transcrits apparaissent dans le cas de mutations non-sens ou bien entrainant un
décalage du cadre de lecture, une anomalie d’épissage ou des erreurs de
transcription. La dégradation des ARNm non-sens intervient donc afin de détruire
ces transcrits afin qu’ils ne soient pas traduits en protéines potentiellement déléteres

(Nicholson and Miihlemann, 2010)

Plusieurs études montrent que la dégradation des ARNm non-sens joue un
réle important dans le développement cérébral et des mutations du gene UPF3B qui
code pour une protéine clé de ce processus de dégradation, ont été rapportées chez
des patients atteints de troubles neurodéveloppementaux (Addington et al., 2011;

Laumonnier et al., 2010; Szyszka et al., 2012; Tarpey et al., 2007).
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Figure 5. Principales voies biologiques associées aux TSA : le remodelage de
la chromatine, la régulation de la transcription, de la synthese et de la dégradation
protéique, le cytosquelette et les fonctions synaptiques. Les protéines associées aux
TSA sont entourées en rouge. (Bourgeron, 2016).
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1.3. Thérapies actuelles

A ce jour, il n’existe aucun traitement efficace pour les personnes avec TSA.
Leur prise en charge se fait essentiellement a travers des thérapies comportementales
afin d’améliorer la qualité de vie des patients a travers l'apprentissage et
I’amélioration des capacités cognitives et adaptatives ainsi que de 'autonomie. Il est
parfois estimé que le succes de ces stratégies est amélioré quand elles sont entreprises
de facon précoce, idéalement avant I’age de 3 ans. (Zwaigenbaum et al., 2015).

Les méthodes de thérapie comportementale les plus répandues sont ’'ABA
(Applied Behavior Analysis) ou encore le modele d’intervention précoce de Denver,
destiné aux jeunes enfants (entre 12 et 48 mois), qui se base sur la méthode ABA mais
dans un cadre développemental mettant les relations et les interactions avec ’enfant

au centre de 'intervention.

Par ailleurs, il est possible d’administrer un traitement pharmacologique afin
d’atténuer certains symptomes, notamment certaines comorbidités. Par exemple, des
molécules anti-psychotiques (risperidone et aripiprazole) peuvent étre prescrites afin
de réduire les stéréotypies et l'irritabilité chez les patients. Des inhibiteurs de la
recapture de la sérotonine sont parfois également utilisés pour améliorer les
comportements répétitifs et des inhibiteurs de la recapture de noradrénaline en cas

de TDAH.

Certaines études montrent un effet bénéfique du lithium sur les troubles de

I’humeur de certains patients (Siegel et al., 2014).
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La prescription de mélatonine est de plus en plus fréquente pour réduire les
troubles du sommeil présents chez de nombreux patients (Andersen et al., 2008;

Garstang and Wallis, 2006; Wright et al., 2011).

Plus récemment, une nouvelle piste de traitement par un diurétique, le

bumétanide, s’est montrée prometteuse, en améliorant les comportements

autistiques, lors de plusieurs cliniques (Lemonnier et al., 2017).
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2. Les iles Féroé

2.1. Situation géographique

Les iles Féroé sont situées au cceur du Gulf Stream dans I'océan Atlantique
nord, a équidistance approximative entre ’Ecosse, la Norvege et I'Islande. Il s’agit
d’un archipel de 1 399 km2 constitué 18 iles principales dont la plupart sont reliées
par des tunnels (les autres sont accessibles par bateau ou par hélicoptere). Depuis
1948, l'archipel est une province autonome et recoit d'importantes subventions

annuelles de la part du Danemark.

En 2016, les iles Féroé comptaient 49 117 habitants (ce qui correspondrait
approximativement au nombre d’habitants de la ville d’Evry dans 'Essonne).

L’archipel compte seulement deux villes, Torshavn, la capitale (12 648
habitants en 2015) et Klaksvik (4 615 habitants en 2015). Le reste de la population vit

dans des zones rurales ou de petits villages.
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2.2. Histoire démographique

On estime que l'origine de la population des iles Féroé date du IXe siecle, quand
les Vikings originaire de 'ouest de la Norvege ont colonisé I'archipel. Cependant, les
données paléobotaniques suggerent la présence d’individus deux siecles plus to6t mais
ces individus auraient probablement quitté I’'archipel avant I'invasion Viking.

Le nombre d’habitants est resté tres réduit pendant des siecles (un recensement
de 4773 habitants a été établi en 1769) mais la population a ensuite connu une forte
expansion, atteignant 9 000 habitants au XIXe siecle et plus de 49 000 habitants
aujourd’hui.

Les flux migratoires au départ et en provenance des iles Féroé ont été tres limités
en raison de leur position géographique, du monopole commercial présent de 1380 a
1856 et d’une législation, présente a I’époque, visant a éviter la dépopulation.

L’expansion de la population a donc été principalement due a une
augmentation de la valeur sélective des individus en raison de ’amélioration des
conditions de vie, de 'augmentation de l'espérance de vie et de la natalité en
résultant.

La population a également connu des périodes de goulot d’étranglement dues a
des épidémies, comme celle de variole en 1709, ou encore a des épisodes de famines.

Ainsi, lhistoire démographique des iles Féroé suggere que la diversité

génétique de la population Féroienne serait réduite.

Des études génomiques récentes ont révélé que les chromosomes Y des
Féroiens avaient, en moyenne, pour 87% une composante scandinave (Jorgensen et
al., 2002) et que ’ADN mitochondrial 84% de composante écossaise/irlandaise (Als

et al., 2006).
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La population Féroienne posseéde ainsi une asymétrie plus importante que les
autres population scandinaves puisque seules 17% des femmes qui se sont
initialement installées aux iles Féroé étaient d’origine scandinave alors que 83%

provenaient des iles britanniques.

2.3. Isolat génétique

Un isolat génétique correspond, par définition, a une population résultant d'un
effet fondateur important. Ces populations se sont constituées a partir d'un petit
groupe d’individus fondateurs ou seulement une partie de la variabilité génétique de
la population dont ils sont originaires est représentée. Par ailleurs, leur fond
génétique peut évoluer sous les effets de différents mécanismes évolutifs.

Les « goulots d’étranglement » sont des phénomenes aboutissant a une
diminution de la diversité génétique dune population qui se produisent lorsque
I'effectif de la population est fortement réduit, suite a des événements comme les
guerres, les épidémies de maladies infectieuses ou les épisodes de famine. L’effectif
réduit de reproducteurs ayant survécu au goulot d’étranglement transmet alors
seulement une fraction de la diversité génétique initiale de la population aux
générations suivantes.

Ces populations peuvent étre également soumises a des effets forts de la
dérive génétique, un mécanisme qui résulte en une modification aléatoire des

fréquences alléliques au sein d’'une population.
L’origine d’un isolat génétique peut étre une isolation géographique ou encore
culturelle qui entraine une succession de générations sans échange de matériel

génétique avec d’autres populations.
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Figure 7. Mécanismes et conséquences de l'isolation génétique.

Les isolats génétiques présentent de nombreux avantages pour les études
génétiques. D’une part, en raison de leur pool génétique réduit du a l'effet fondateur,
d’autre part, 'important degré de consanguinité de ces populations produit

généralement une augmentation de I'incidence de maladies récessives.

Le pouvoir statistique des analyses génétiques de traits complexes est
généralement réduit par la présence d’'un bruit de fond du a toutes les combinaisons
possibles entre les facteurs génétiques et environnementaux présentes dans la

population. Par conséquent, lors de 1’étude de populations hétérogenes, il est
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nécessaire d’avoir un tres grand nombre d’individus afin d’obtenir un pouvoir
statistique suffisant a la détection de facteurs de vulnérabilité génétique.

L’étude de populations isolées représente donc une alternative afin
d’augmenter le pouvoir de détection, en diminuant ce bruit de fond, puisque
Ihétérogénéité génétique de telles populations ainsi que la variabilité

environnementale auxquelles elles sont exposées sont réduites.

Cela fait maintenant de nombreuses années que les populations isolées sont
utilisées en génétique. Au départ, elles étaient étudiées afin d’identifier des mutations
impliquées dans des maladies rares a héritabilité mendelienne monogénique et
récessive. Depuis, elles sont également utilisées pour I'étude de traits et de maladies
complexes.

En effet, en plus de la réduction de I'hétérogénéité génétique, ces populations
ont un mode de vie trés similaire entre les individus, les mémes habitudes
alimentaires, la méme exposition a certains pathogenes et le méme environnement
naturel. Cela permettrait effectivement d’augmenter le pouvoir de détection de
variants associés a certains traits complexes en diminuant le bruit de fond da a
I’'environnement.

Par ailleurs, il est possible que certains variants, qui seraient rares dans la
population générale, aient des fréquences plus élevées dans les isolats, ce qui rendrait
leur association plus facilement détectable.

Enfin, la présence d'un taux consanguinité plus élevé permet aussi de mieux

détecter les effets récessifs de certains variants communs a risque.
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2.3.1 Exemples d’études concluantes portant sur des isolats génétiques

Plusieurs études portant sur la population islandaise qui a, elle aussi, connu un
fort effet fondateur ont été concluantes (Arnason, 2003). Elles ont notamment
permis l'identification de variants rares impliqués dans la maladie du sinus, la goutte,
le cancer de la prostate et la maladie d’Alzheimer (Gudmundsson et al., 2012; Holm

et al., 2011; Jonsson et al., 2012; Sulem et al., 2011).

Une étude portant sur la Finlande, macro-isolat génétique avec plus de 5
millions d’habitants, a mis en évidence quatre nouveaux loci associés aux anévrismes
sacculaires intracraniens (Kurki et al., 2014). En raison d’une forte dérive génétique,
I'un de ces variants avait, dans la population finlandaise, une fréquence 15 fois
supérieure a celle retrouvée dans la population générale néerlandaise et alors qu'’il

est, par ailleurs, presque absent dans les autres populations du projet 1000 Génomes.

Une étude d’association sur une cohorte de juifs Ashkenazi a permet de
détecter I'association d'un locus, avec un seuil de significativité pangénomique, a la
schizophrénie et les troubles bipolaires (Lencz et al., 2013). Cette association ensuite

a été répliquée dans 11 cohortes indépendantes.

Une étude, cette fois-ci portant sur la population du Groenland, isolat
d’environ 57000 habitants, a permis d’associer un variant non-sens, présent a 17%
dans la population groenlandaise mais tres rare dans la population générale, du gene
TBC1D4 au diabete de type 2 dont la prévalence avait énormément augmenté au
Groenland au cours des 25 années précédentes. Cette association a permis de mieux

comprendre le phénomene d’insulinorésistance des muscles squelettiques chez
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certains individus homozygotes atteints d’'une forme particulierement sévére de

diabete de type 2 (Moltke et al., 2014).

1.3.2. Etudes épidémiologiques et génétiques dans les iles Féroé

Etant donné leur caractere d’isolat génétique, les iles Féroé constituent un
environnement intéressant pour y mener des études épidémiologiques.
De nombreuses variables sont inhabituellement stables comme le statut socio-
économique, ’éducation, le systéme de santé/soins ou le régime alimentaire (bien

qu’il existe quelques variations sur la consommation de fruits de mer).

De facon attendue, certaines maladies récessives ont une prévalence
augmentée dans les iles Féroé.

Le déficit systémique primaire en carnitine est une maladie autosomale
récessive extrémement rare dans le monde puisqu’il affecte environ 1 personne sur 50
000 a 100 000. Dans les iles Féroé, la prévalence est la plus forte au monde avec 1
personne atteinte sur 300. Cette maladie est causée par des mutations du gene
SLC22A5 et peut étre responsable de cardiomyopathies menant a des arréts

cardiaques (Rasmussen et al., 2013, 2014; Rose et al., 2012).

La population Féroienne possede également la prévalence la plus élevée au
monde de glycogénose de type 3, maladie autosomale récessive due a des mutations
du gene de I’ amyloglucosidase (AGL). La prévalence est d’'une personne atteinte pour
3600 soit pres de trente fois supérieure a celle de la population générale (Santer et
al., 2001). Il s’agit d’'une maladie du stockage de glycogene caractérisée par une

faiblesse musculaire sévére et une hépatopathie (Ozen, 2007).
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Par ailleurs, la prévalence de la mucoviscidose aux iles Féroé est d’environ
1/1800 soit plus de deux fois supérieure a celle du Danemark (1/4700), et plus de
trois fois supérieure a la Suéde (1/6500) et la Norvege (1/6000). Un féroien sur 24

est porteur de la mutation A F508, ce qui représente I'une des fréquences mondiales

les plus élevées (Schwartz et al., 1995).

Certaines maladies complexes sont également plus fréquentes dans les iles

Féroé.

Par exemple, la prévalence de la maladie de Parkinson est environ deux fois
supérieure dans la population féroienne par rapport aux populations voisines sans
qu’aucune raison n’ait pu étre solidement attribuée. De facon intéressante, I'age de
début de la maladie est supérieur aux iles Féroé et le risque relatif également

(Wermuth et al., 2008).

D’autres maladies neurodégénératives comme la sclérose en plaque ou la
sclérose latérale amyotrophique ainsi que certains troubles neuropsychiatriques

comme 'autisme ou les troubles panique ont été étudiés dans les iles Féroé.

Récemment, I'analyse de segments identiques par descendance chez des
patients atteints de SEP et des individus témoins a révélé un exces de partage chez les
patients d’'un segment de 63 SNPs comprenant le gene SORCS3 qui semblerait jouer

un réle dans la plasticité neuronale (Binzer et al., 2016).
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Une étude d’association, également récente, utilisant des données de
séquencage d’exome a permis d’identifier un nouveau gene candidat dans les troubles

panique (Gregersen et al., 2016).

2.4. Les TSA dans les iles Féroé

2.4.1 Epidémiologie

L’équipe du professeur Gillberg a mené plusieurs études sur les TSA dans les
iles Féroé.

Une étude épidémiologique a été conduite sur tous les individus nés aux iles
Féroé entre 1985 et 1994. Ces individus ont fait I'objet d'un premier dépistage pour
les TSA en 2002 (Ellefsen et al., 2007) et, une seconde fois, en 2009 (Kocovska et al.,
2012). Lors de la premiere étude, en 2002, la population des iles Féroé était de 47
704 habitants et 7689 individus étaient nés entre 1985 et 1994 et alors agés de 7 a 16
ans. Le dépistage a été organisé a travers une large campagne d’informations sur les
TSA aupres de la population (télévision, conférences publiques) et des entretiens avec
les directeurs et enseignants de tous les établissements scolaires (n=65).

Ces interventions ont permis de décrire, a la population Féroienne et
notamment aux enseignants, les premiers signes et symptomes des TSA et ce, de
facon détaillée. Les psychologues ont également présenté les différentes formes
cliniques des TSA (autisme infantile, atypique et syndrome d’Asperger).

Lors des conférences, deux psychologues cliniciens étaient présents et ont
vivement encouragé les parents a les contacter s’ils remarquaient des signes de TSA
chez leur enfant. Les psychologues ont également contacté chacun des 65
établissements scolaires et donné des conférences dans les 52 établissements

comportant plus de 10 éleves. Les enseignants des écoles plus petites ont, quant a
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eux, été contactés par téléphone par I'un des psychologues et le cas de chaque enfant
a été évalué individuellement.

Pour tous les cas présentant le moindre signe ou symptome de TSA, les
psychologues ont invité les parents de I’enfant a participer a I’étude.

Le dépistage a été fait en trois étapes :

- 12 enfants ont été adressés, avant le processus de dépistage dans les écoles,
par des psychologues indépendants ou par les parents en raison de leurs symptomes.

- I’équipe de psychologues a rencontré chacun des enfants inscrits dans les
deux écoles des iles Féroé spécialisées dans les troubles développementaux. Parmi
eux, 19 ont été convoqués pour une évaluation plus approfondie et pour 2 d’entre eux,
les parents ont refusé en raison du diagnostic récent de I'enfant mais ont tout de
méme accepté de fournir les rapports cliniques concernant leur enfant de facon
anonyme.

- une évaluation de tous les enfants scolarisés et pour lesquels les parents
avaient donné leur permission a été effectuée en utilisant le Asperger Syndrome and
high-functioning autism Screening Questionnaire (ASSQ) (Ehlers and Gillberg,
1993). Parmi eux, 25 présentaient possiblement des criteres de TSA et ont été
adressés a I'équipe de recherche. Pour 4 de ces enfants, les familles ont refusé de
participer a I’étude mais la description des enseignants suggérait fortement la
présence d’'un syndrome d’Asperger. Sept enfants parmi les 21 restants n’atteignaient
pas le seuil de diagnostic de 'ASSQ pour les TSA. Les 14 enfants restants ont été, par
la suite, évalués de facon détaillée par interview DISCO (Diagnostic Interview for
Social and Communication Disorders), et 12 d’entre eux ont recu un diagnostic de

TSA.
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Au total, 56 enfants ont été rapportés comme étant susceptibles d’étre atteints
de TSA et, apres toutes les étapes diagnostiques, 43 enfants (36 garcons et 7 filles) ont
recu un diagnostic de TSA et pour 41 d’entre eux, les parents ont accepté de participer
a I’étude.

La prévalence des TSA dans les iles Féroé, estimée a partir de cette étude, était

de 0.56%.

La campagne d’information sur les TSA a continué dans les iles Féroé entre
2003 et 2009, notamment a travers différents média comme la télévision, la radio ou
les journaux et également a travers des conférences données par I'équipe de

recherche.

Une étude complémentaire, dite « follow-up », a été menée durant I'année
2009 (Kocovska et al., 2012). Tous les participants de I'étude de 2002 ont été invités
a faire partie de cette seconde étude et une nouvelle phase de dépistage des individus
nés entre 1985 et 1994 a eu lieu afin de s’assurer que tous les cas avaient été dépistés
et également afin de déterminer si la prévalence des TSA avait augmenté au cours des
7 années écoulées.

L‘équipe de recherche a donc invité tous les praticiens hospitaliers, médecins
généralistes, enseignants et psychologues a leur rapporter tous les patients
diagnostiqués TSA ou tous les individus pouvant €étre atteints de TSA.

Cette fois-ci, 7128 individus nés entre 1985 et 1994, habitaient aux iles Féroé
au 31 décembre 2009 (agés alors de 15 a 24 ans) alors qu’ils étaient 7689 au 31
décembre 2002, probablement en raison du nombre d’individus partant étudier a

I’étranger, notamment au Danemark.
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Les 41 participants de I'étude de 2002 ont été recontactés afin de confirmer
leur diagnostic et 31 d’entre eux ont accepté de participer a cette étude « follow-up ».

Parallelement, 30 nouveaux individus non diagnostiqués en 2002 ont été
rapportés comme présentant des signes de TSA. Parmi eux, 22 (13 garcons et 9 filles)
ont recu un diagnostic de TSA (2 cas d’autisme infantile, 6 cas d’autisme atypique et
14 cas de syndrome d’Asperger). Par ailleurs, 2 patientes Asperger, déja
diagnostiquées ailleurs, ont été adressées a I’équipe de recherche. Ainsi, 24 nouveaux
cas de TSA ont été ajoutés a 1’étude, dont 16 syndromes d’Asperger (8 individus
masculins et 8 individus féminins).

Au total, 43 patients ont été inclus en 2002 (36 garcons et 7 filles) et 24 (13
garcons et 11 filles) ont été inclus en 2009 aboutissant a un nombre total de 67 cas de
TSA (15 cas d’autisme infantile, 15 cas d’autisme atypique et 37 cas de syndrome
d’Asperger) dans les iles Féroé chez les enfants nés entre 1985 et 1994.

La prévalence des TSA estimée en 2009 au sein de cette cohorte était de 0,94%
(24% d’autisme infantile, 54% de syndromes d’Asperger et 22% d’autisme atypique).
Cette prévalence est comparable a celle du reste de ’'Europe et du monde occidental.

Méme si la taille de la cohorte reste limitée, les auteurs estiment qu’elle reste

représentative de la population des patients TSA aux iles Féroé.
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Diagnostic Etude initiale de 2002 Etude follow-up de 2009

n=43 (ratio 5:1) n=24 (ratio 1.2:1)
Garcons Filles Garcons Filles
Autisme infantile 9 4 1 1
Syndrome d'Asperger 18 3 8 8
Autisme atypique 9 0 4 2
Total (n=67) 36 (83,7%) 7 (16,3%) 13 (54,2%) 11 (45,8%)

Cette méme cohorte a fait I'objet d’'une étude portant sur la stabilité du
diagnostic de TSA en se basant sur les différents tests diagnostics indépendants
réalisés chez les mémes patients avec 7 ans d’écart, en 2002 et en 2009 (Kocovska et
al., 2013). Sur les 31 cas étudiés et diagnostiqués en 2002, 30 avaient toujours un
diagnostic de TSA en 2009. Concernant les différentes formes de TSA, cette stabilité
était meilleure pour les patients diagnostiqués avec autisme infantile (10/10) que
pour les patients initialement diagnostiqués Asperger pour lesquels 5/15 avaient un
diagnostic différent en 2009 dont 4 avec autisme atypique ou Trouble Envahissant du
Développement non spécifié et 1 sans diagnostic de TSA. Pour 'autisme atypique, 5/6

ont recu le méme diagnostic en 2009 et 1/6 a recu un diagnostic Asperger.

Toujours sur cette méme cohorte de patients, une étude sur le syndrome
Pathologique d’Evitement des Contraintes a été menée (Gillberg et al., 2015). Ce
syndrome est caractérisé par une certaine passivité durant la petite enfance, une
résistance extréme et un évitement des contraintes quotidiennes, un défaut d’identité

sociale, de fierté ou de honte, une instabilité de ’humeur et une impulsivité liées au
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besoin de controle, un retard de langage, une aisance dans les jeux de roéle, une
comportement obsessionnel et des troubles neurologiques (maladresse, épilepsie). Ce
syndrome est extrémement rare mais il a été suggéré qu’il serait un sous-groupe des
TSA. Sur les 50 patients féroiens pour lesquels I'évaluation était possible, 9 (1 sur 5
environ) présentaient certains criteres diagnostiques du syndrome Pathologique
d’Evitement des Contraintes mais un seul seulement présentait tous les criteres

diagnostiques nécessaires.

2.4.2 Facteurs environnementaux

De facon intéressante, il existe plusieurs facteurs environnementaux
spécifiques aux iles Féroé qui pourraient se révéler importants dans I'interaction avec
les facteurs génétiques prédisposant aux TSA.
Par exemple, le méthylmercure, 'intoxication aux polychlorobiphényls et la carence

en vitamine D.

2.4.2.1. Méthylmercure dans les iles Féroé

Les iles Féroé constituent toujours une communauté de pécheurs du Nord ou
la consommation de baleine-pilote est une tradition qui a pour conséquence une
exposition excessive au méthylmercure chez un grand nombre d’habitants
(Grandjean et al., 2003).

Il existe plusieurs formes de mercure présentes dans l'environnement
provenant d’éruptions volcaniques ou de la pollution industrielle.

La forme de mercure la plus étudiée est le méthylmercure qui est formé dans
les systéemes aquatiques par des microorganismes ou des algues a partir de I’élément

mercure (Hg). Le méthylmercure est difficilement éliminé (sa demi-vie est d’environ
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72 jours) et est donc bioamplifié au cours de la chaine alimentaire aquatique, de la
bactérie au plancton, en passant par des macro-invertébrés et jusqu’aux poissons
herbivores puis piscivores. A chaque niveau trophique de la chaine alimentaire, la
concentration en méthylmercure dans lorganisme augmente. Ainsi, -cette
concentration est maximale chez les prédateurs aquatiques, comme la baleine pilote
et peut étre des millions de fois plus élevée que la concentration en méthylmercure de

leau.
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Figure 8. Représentation schématique du cycle biogéochimique du
méthylmercure

Chez 'Homme, la consommation de poisson et d’autres espéces aquatiques est
la seule source significative d’exposition au méthylmercure (Wiener, 2003).

Le méthylmercure posseéde la capacité de traverser la barriere hémato-

encéphalique et peut ainsi avoir des effets déléteéres séveres sur le développement et
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le fonctionnement du systéme nerveux central (Debes et al., 2006; Grandjean et al.,
1997). Sa neurotoxicité serait encore plus grande lors de la période prénatale
(Sakamoto et al., 2004).

I est donc possible qu’il soit lié au développement de troubles
neurodéveloppementaux dont les TSA en provoquant une excitotoxicité, c’est-a-dire
un endommagement des neurones suite a la suractivation des récepteurs au
glutamate. (Garrecht & Austin, 2011).

Cependant, la sensibilité au mercure est trés probablement variable dun

individu a autre et dépendante de facteurs génétiques (Julvez et al., 2013).

Des études menées dans les iles Féroé et en Nouvelle-Zélande ont montré que
Pexposition chronique au méthylmercure, méme a des concentrations modérées,
suite a la consommation de poisson lors de la période prénatale, pouvait avoir des
conséquences néfastes sur les fonctions cognitives et neuropsychologiques a long-
terme de I'enfant, en affectant notamment l’attention, le langage, la mémoire, les
fonctions moteurs fines, les capacités visuo-spatiales et la perte de points de QI
performance et de QI total (Kjellstrom et al, 1989, Grandjean 1997, Debes 2006).
Suite a ces études, les autorités de Santé Publique Féroienne ont établi, en 1998,
certaines recommandations afin de sensibiliser la population et de conseiller aux
femmes en période pré-conceptionnelle de cesser la consommation de baleine pilote.

Ces recommandations ont eu pour effet une diminution de la concentration de
méthylmercure retrouvée dans les cordons ombilicaux a la naissance entre 1986/1987

(24,2 ug/L) et 2000/2001 (1,4 u g/L) (Weihe et Grandjean, 2013). La cohorte

étudiée lors de ce projet représente donc I'une des derniéres générations d’enfants

Féroiens exposés a la consommation de baleine pilote lors de la période pré-natale.
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2.4.2.2. Carence en vitamine D dans les iles Féroé

La vitamine D est une vitamine liposoluble qui existe, chez ’'Homme, sous
deux formes : 'ergocalciférol, ou vitamine D2, présente dans I’alimentation d’origine
végétale (céréales, champignons) et le cholécalciférol, ou vitamine D3, qui est
majoritairement produite par la peau sous I'action des rayonnements Ultra-Violets de
type B (UVB) mais qui est également disponible a travers certains produits
d’alimentation animale (poissons gras, produits laitiers enrichis). Cependant, la
quantité de vitamine D apportée par I'alimentation reste tres faible et sa source

principale provient donc tres largement de I'exposition au soleil.
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De nos jours, les carences en vitamine D sont de plus en plus fréquentes en
raison notamment de notre mode de vie urbain et des recommandations contre les
effets néfastes de 1’exposition au soleil (Holick, 2005, Holick 2007; Schwalfenberg,

2007; Bosomworth, 2011; Cannell et al., 2008b).

Dans les pays nordiques, les rayonnements solaires permettant la synthese de
vitamine D ne sont disponibles que lors d'une courte période de I'été. Ainsi, leurs

populations sont encore plus susceptibles d’étre carencées en vitamine D. C’est
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particulierement le cas aux iles Féroé en raison de leur localisation au sein de I'Océan
Atlantique Nord a une latitude de 62°N et de leur climat océanique (fortes pluies,

vents forts, température moyenne de 9°C I'été).

Les carences sont également plus fréquentes au sein de populations a la peau
foncée car un temps d’exposition 5 a 10 fois plus long est nécessaire pour synthétiser
la méme dose de vitamine D que les populations a la peau claire (Clemens, Adams,

Henderson, & Holick, 1982).

En dehors de son role bien connu dans l’homéostasie calcique et le
métabolisme osseux, la vitamine D possede un role clé dans de nombreux processus
importants comme ’homéostasie cérébrale, la régulation de la réponse immunitaire,
le vieillissement mais également dans la régulation de l'expression des genes
(Sigmundsdottir, 2011; Harms, Burne, Eyles, & McGrath, 2011; Ramagopalan et al.,
2010).

En effet, il a été montré que la vitamine D, en tant que facteur de transcription,
pouvait se fixer a plus de 2700 génes et réguler 'expression de plus de 200 d’entre

eux (Ramagopalan et al., 2010).

Plusieurs études suggerent qu'une carence en vitamine D lors des périodes
prénatales ou néonatales pourrait constituer un facteur de vulnérabilité aux TSA
(McGrath et al., 2001; Cannell & Grant, 2013; Grant & Soles, 2009; Kocovska et al.,
2012, Minnis, & Gillberg, 2012; Koc”ovska et al., 2014; Fernell et al., 2015) en raison
notamment de son réle dans le neurodéveloppemement (Eyles et al., 2013 et 2014,
Garcion et al. 2002) , dans la modulation du systeme immunitaire et dans la

régulation de genes (Ramagopalan et al., 2010). En effet, il a été montré que la

81



vitamine D aurait des effets neuroprotecteurs et serait impliquée dans ’homéostasie
cérébrale (Eyles et al., 2013, 2014, Garcion et al. 2002, Holick, 2007).

Certaines études ont trouvé une anti-corrélation entre les dosages de vitamine
D et la sévérité des symptomes autistiques chez les patients (Mostafa & AL-Ayadhi,
2012; Gong et al., 2014).

Par ailleurs, il a été montré que la prévalence de I'autisme serait plus élevée
dans les pays nordiques (Grant & Soles, 2009) et chez les enfants de méres migrantes
a la peau foncée, particulierement celles provenant d’Afrique du Nord et s’installant

en Europe du Nord (Grant & Soles, 2009; Fernell et al., 2010; Dealberto, 2011).

Enfin, au sein de notre cohorte des iles Féroé, Kocovska et collaborateurs ont
montré une différence significative des concentrations de vitamine D dans le sang des
patients TSA par rapport aux individus témoins. Les patients avaient des niveaux
sanguins significativement plus bas et présentaient plus fréquemment une carence en
vitamine D en comparaison avec leurs fréres et sceurs non atteints, leurs parents, et

les individus témoins (Kocovska et al., 2014).

Les acteurs régulant le métabolisme ainsi que les effets de la vitamine D
(récepteurs, les protéines et enzymes associées a la vitamine D) sont évidemment
sous controle génétique. Les effets d’'une carence environnementale en vitamine D
pourraient donc étre amplifiés par des facteurs de risque génétiques qui
contribueraient a la vulnérabilité aux TSA (Fu et al. 2009; Ahn et al. 2010; Hiraki et

al. 2013).
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OBJECTIFS



Les facteurs génétiques jouent un role clé dans I'étiologie des TSA.
Cependant, l'architecture génétique des TSA est extrémement complexe
puisqu'elle est caractérisée par une tres grande hétérogénéité des modes de
transmission, du nombre et de la nature des genes et des variants impliqués.
L’identification des différentes combinaisons d’alleles a risque pour chaque
patient est alors difficile. Il est difficile d'identifier, pour chacun des patients, la
combinaison d'alleles a risque.

Afin de réduire la complexité génétique, ce projet de these s’intéresse a
Parchitecture génétique des familles de patients TSA au sein de la population d’'un

isolat génétique, les iles Féroé.

Le premier objectif de cette thése est la caractérisation, d'un point de vue
génétique, de la population des iles Féroé et de notre cohorte afin de mieux
comprendre 1'ensemble des facteurs génétiques impliqués dans la vulnérabilité aux
TSA.

Le deuxiéme objectif est l'identification de variants a risque (CNVs, SNVs,
indels) au sein de cette cohorte a travers I'étude des données de génotypage et de
séquencage d'exomes afin d'identifier les génes de vulnérabilité aux TSA dans les iles
Féroé.

Enfin, le troisieme objectif de cette étude est la stratification des individus de
la cohorte en fonction de leur profil génétique grace a la combinaison de I'ensemble
des variants génétiques identifiés a travers les différentes méthodologies afin de

mieux caractériser la relation génotype-phénotype pour chaque individu.

84



SUJETS ET
METHODES



Les méthodes utilisées lors de 1'étude sont décrites dans l'article et figurent ainsi dans
la partie "Résultats" de ce manuscrit. Cette partie a pour objectif de fournir

d'avantage de détails sur les patients et leur recrutement.

Patients

Tous les patients de I’étude font partie de la cohorte épidémiologique recrutée
en deux temps par I’équipe du professeur Gillberg (voir introduction) correspondant
aux enfants nés entre 1985 et 1994 ayant recu un diagnostic de TSA.

Au total, 67 patients ont été recrutés lors de cette étude.

Parmi ces 67 patients patients, 23% ont recu un diagnostic d’autisme classique,
56% de syndrome d’Asperger et 21% d’autisme atypique. Il y avait 49 individus
masculins (73%) et 18 individus féminins (26%).

Malheureusement, nous disposons de '’ADN de seulement 36 de ces patients.
Parmi ces 36 patients, 31% avaient recu un diagnostic d’autisme classique, 47% de
syndrome d’Asperger et 22% d’autisme atypique. 28 patients sont de sexe masculin

(78%) et 8 de sexe féminin (22%).

Evaluation psychiatriques Analyses génétiques
1985 1954 2002 2009 2014 2017

| | 1 ! | 1

Les différents diagnostics ont une répartition trés similaire au sein de la

cohorte épidémiologique et au sein de la cohorte génétique, plus réduite.
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Pour 28 patients, TADN des deux parents était disponible, permettant

I’analyse de mutations de novo.

Cohorte épidémiologique Cohorte génétique

60 N=67 35 N=36
50 - 30 al
40 2 = Moyen
20
30 - Proche de la moyenne
15-
20 1(5) m Déficience intellectuelle modérée
10 1 .. . 5 m Déficience intellectuelle sévére
0 L - — - 0

Asp. Atyp.Autisme Gargons Filles Asp. Atyp. Autisme Gargons Filles

Dépistage et diagnostic

Le dépistage a été fait a travers l'utilisation de ASSQ (Autism Spectrum
Screening Questionnaire). Les enfants retenus suite a ce dépistage ont été examinés
et évalués a l'aide du test DISCO (Diagnostic Interview for Social and Communication
Disorder (DISCO-10 in 2002 and DISCO-11 in 2009).

Quand les capacités générales et verbales de l'enfant le permettaient, les
enfants ont été également interrogés a propos de leurs capacités et intéréts, leurs
relations sociales et leur culture générale.

Les criteres diagnostiques retenus étaient ceux des critéeres de 1I'ICD-10
(dixiéme édition de 1'International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems) pour l'autisme infantile et 1'autisme, des criteres de Gillberg pour le
syndrome d'Asperger (Leekam et al., 2000) et des criitéres de 'lCD-10 pour l'autisme
atypique avec la spécificité que le patient ainsi diagnostiqué ne remplissait pas tous

les critéres pour 'autisme infantile ou le syndrome d'Asperger.
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Les QI des patients ont été mesurés, lorsque c'était possible, en utilisant la 3e
édition du WISC-R (Weschler Intelligence Scale for Children - Revised) ou le WAIS-R
(Wechsler Adult Intelligence Scale - Revised).

Pour les patients dont les capacités ne permettaient pas d'effectuer ces tests, le
QI a été estimé a partir de 1'échelle de Vineland intégrée au test DISCO.

Les différentes catégories de QI étaient : (i) déficience intellectuelle sévére
pour les QI mesurés ou estimés en dessous de 50; (ii) déficience intellectuelle
modérée pour les QI mesurés ou estimés entre 50 et 69; (iii) intelligence proche de la
normale pour les QI mesurés entre 70 et 84; (iv) intelligence normale pour les QI
mesurés entre 85 et 114; (v) intelligence supérieure a la normale pour les QI a partir

de 115.
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Abstract

The number of genes associated with autism spectrum disorder (ASD) is
increasing, but few studies have been performed on epidemiological cohorts and
in isolated populations. Here, we investigated 357 individuals from the Faroe
Islands including 36 patients with ASD, 136 of their relatives and 185 non-ASD
controls. Data from SNP array and whole exome sequencing revealed that patients
had a higher burden of copy-number variants (P<0.05), higher inbreeding status
(P<0.005), higher load of homozygous deleterious mutations (P<0.0005), and a
higher ASD polygenic risk score (P<0.01) compared to controls. Overall, for 11%
of individuals with ASD, a known genetic cause was identified, for 39% at least
one strongly deleterious mutation was identified in a compelling candidate gene
and for 50% no obvious genetic cause was detected. Our analysis supports the
role of several genes/loci associated with ASD (e.g. NRXN1, ADNP, 22q11 deletion)
and identified new truncating (e.g. GRIK2, ROBO1, NINL and IMMPZ2L) or recessive
deleterious mutations (e.g. KIRELL3 and CNTNAPZ) affecting ASD-risk genes. It
also revealed three genes involved in synaptic plasticity, RIMS4, KALRN and
PLA2G4A, carrying de novo deleterious mutations in patients without intellectual
disability. In summary, our analysis provides a better understanding of the
genetic architecture of ASD in isolated populations by highlighting the role of both
common and rare gene variants and pointing at new ASD-risk genes. It also
indicates that more knowledge about how multiple genetic hits affect neuronal

function will be necessary to fully understand the genetic architecture of ASD.
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Introduction

Autism spectrum disorders (ASD) are diagnosed in 1-2% of the population worldwide
and are characterized by atypical social communication and the presence of restricted
interests, stereotyped and repetitive behaviors. Individuals with ASD can also suffer
from psychiatric and medical conditions including intellectual disability (ID), epilepsy,
motor control difficulties, attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD), tics, anxiety,
sleep disorders, depression or gastrointestinal problems 1. Boys are more often affected
than girls with a sex ratio between 4:1 for typical autism and 8:1 for Asperger syndrome.
The genetic susceptibility to ASD can vary from one individual to another. In some cases,
a single de novo mutation can be detected. On the contrary, in some cases, the genetic
architecture is more complex and involved thousands of common genetic variants, each
one with low impact but collectively increasing the susceptibility to autism 2. Most of our
knowledge on the genetics of ASD comes from studies on unrelated patients who do not
share a recent common ancestor. Several studies investigated families with ASD from
countries where consanguinity is high 34, but the genetic architecture of ASD in isolated
populations remains largely unknown.

The Faroe Islands is an archipelago located in the North Atlantic Ocean, halfway
between Norway, Iceland and Scotland (Figure 1A). The population (approximately
49,000 inhabitants) was founded in the 9th century by a small number of emigrants from
Norway. The population remained at a small size for centuries until they experienced a
rapid expansion in the 1800s. Previous genetic studies indicated that individuals from
Scotland, Norway, Sweden, Ireland, Iceland and British Isles have significantly
contributed to the current gene pool of the Faroese population >6.

We previously showed that the prevalence of ASD in the Faroe Islands (0.94% of

the population 7-9) was not different from many western countries. In this study, we
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ascertained the genetic profile of 357 individuals including an epidemiological cohort of
36 patients with ASD born between 1985 and 1994 (Figure 1, Supplementary Figure 1),
their relatives (n=136) and a group of 185 controls. We first investigated the known
causes of ASD and then identified new candidate genes. We also ascertained the impact
of inbreeding and the load of deleterious homozygous mutations on the risk of ASD.
Finally, both rare and common genetic variants were used to stratify patients and to

compare their genetic and clinical profiles.

RESULTS

The genetic diversity in the Faroe Islands

A total of 67 children and adolescents with autism were detected in a total population
study of individuals aged 8-17 years living in the Faroe Islands and born between 1985
and 1994 810, Thirty-six of the 67 individuals (54% of the total group) signed (or had
parents who signed) informed consent forms and were included in the genetic study.
Participants and non-participants in the genetic study were similar in terms of gender
and cognitive abilities (Figure 1B). In addition, we collected DNA from 136 of their
relatives and from 185 "non-ASD controls. The genetic profile included a high-density
[llumina SNP array interrogating > 4.3 millions of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) and a whole exome sequencing (WES) to discover new variants. Using the
identical-by-state (IBS) distance, we first compared the population structure of
individuals from the Faroe Islands with worldwide populations (Figure 1C). All
individuals were clustered in the Faroese population (at the exception of seven controls,
but still with European genetic background). Using admixture, we showed that
individuals from the Faroe Islands had >90% of their genome constituted from

“European component” (Supplementary Figure 2). As expected from the demographic
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history, individuals from the Faroese population displayed a higher degree of inbreeding

compared with others world populations (Figure 1D).

Contribution of de novo variants
We ascertained the burden of de novo mutations since they are key players in the
genetics of autism 1112, The de novo variants were identified for 28 patients and 45
unaffected siblings for whom DNA of both parents was available. The combined analysis
of genotyping and WES data revealed the presence of de novo chromosomal
abnormalities and exonic copy-number variants (CNVs) in 3 out of 26 patients (11.5%)
and 1 out of 43 unaffected siblings (2.3%). One patient PN400129 had a trisomy of
chromosome 21 and was diagnosed with ASD, ID and Down syndrome (Supplementary
Figure 3, Supplementary Table 1). One female PN400533 with atypical autism without
ID carried a de novo 29 Mb deletion on chromosome 22ql1 causing
DiGeorge/velocardial syndrome. A male PN400115 with atypical autism without ID
carried a de novo 425.5 kb deletion removing the six first exons of the NRXN1a.We also
found a 91.4 kb deletion removing all exons of ADNP in a male patient with ID
(PN400125). The deletion was not found in the mother and was most likely de novo, but
father's DNA was not available and none of the SNPs within the deletion were
informative to confirm the de novo status of the deletion. The de novo CNV observed in
the unaffected sibling (PN400170) was a duplication of 782 kb affecting 5 genes (CNPY1,
DPP6, EN2, HTR5A, INSIG1 and PAXIP1).

Using the WES data, we detected the presence of de novo single nucleotide
variations (SNVs) and small insertions/deletions (indels)(Supplementary Table 2).
Overall, the rate of de novo exonic SNV/indels was similar to other studies 13 and was

not different in the patients (0.93) and their unaffected siblings (0.96). The variants
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were considered as probably deleterious when they were likely gene disruptive (LGD,
for example stop gain or frame shift mutation) or missense events with a combined
annotation dependent depletion (CADD) score >30 (MIS30) 14 There was also no
significant increase in the rate of de novo deleterious variants in patients compared to
unaffected siblings and no significant enrichment in genes associated with ASD (SFARI
genes 15) or expressed in the brain (Brain genes, see subjects and methods for gene
selection). Nevertheless, several deleterious mutations were identified in known genes
for ASD (MECP2) or compelling candidate genes (RIMS4, KALRN, PLA2G4A)
(Supplementary Figure 4). Clinical details on the patients carrying those mutations are

available in the supplementary clinical notes.

Contribution of rare CNVs and SNVs/indels variants
The overall burden of exonic CNVs was higher in patients compared to controls for both
deletions (P=0.02) or duplication (P=0.006) (Figure 2A, Supplementary Table 3). The
burden of deletions was also higher for ASD-risk genes listed in the SFARI database
(P=0.01), for genes intolerant to loss-of-function variation (pLI> 0.9) 16 (P=0.01) or
genes expressed in the brain (P=0.02). For duplications, only genes expressed in the
brain were more frequently duplicated in patients compared to controls (P=0.005).
These differences however do not survive corrections for multiple tests and we had no
significant difference between patients and their unaffected siblings. Among the SFARI
genes affected by the CNVs, we identified a 58 kb maternal inherited deletion including
the IMMPZL, a 2 Mb paternal inherited duplication on the pseudo-autosomal region 1
including SHOX and ASMT, and a 39 kb maternal inherited duplication of TBL1XR1.

Our analysis was restricted to CNVs affecting exons, but a large 357 kb

duplication within intron 5 of the NLGN1 gene and covering a long NLGN1 antisense
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noncoding RNA was paternally inherited in a proband (PN400102) with ASD and no ID.
There was no such rare intronic CNVs in the SFARI genes in unaffected siblings and
controls.

We then run gene-wise association tests from rare SNV/indels (MAF < 5%). None
of associations were gene wide significant, but KIF1B, FOXD3, RNF181 and SDPR were
among the top genes (P<0.001) detected by both the CMC-EMMAX and SKAT-0 analyses
(Figure 2B; Supplementary Figure 5; Supplementary Table 4 and Table 5). For FOXD3,
RNF181, and SDPR the association was mainly driven by one missense variant, whereas
for KIF1B, several variants contributed to the association. Single variant tests were
performed (Supplementary Table 6) and among the hits with P <0.009, two variants
affect genes previously associated with neurodevelopmental disorders (NDD). A variant
p.R276W in NINL, a gene previously associated with ASD was more frequent in patients
(P400121 was homozygous) compared to controls (P = 0.0005). This Ninein-like protein
is known to associate with motor complex and interact with the ciliopathy-associated
proteins lebercilin, USH2A and CC2D2A. A CHAMP1 variant (p.A586S) was more
frequent in patients compared with controls (P<0.003) and it was previously shown that
de novo mutations in CHAMP1 cause ID with severe speech impairment 17.

Finally, we found truncating mutations affecting several SFARI genes (e.g. PRODH,
ERBB4, GRIKZ, ROBO1, RBMS3, and IMMPZL; Figure 2B and Supplementary Table 7), but
the number of patients carrying these mutations was too low to detect a significant

association.

Contribution of recessive mutations
Since inbreeding increases the risk for individuals to carry homozygous deleterious

mutations, we first compared the inbreeding status of the patients, their relatives and
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controls. Patients (p<0.005) as well as their unaffected siblings (p<0.01) had a higher
inbreeding coefficient compared with controls (Figure 3A). More interestingly, we found
that individuals with ASD were carrying more deleterious homozygous mutations (LGD,
MIS30, gnomAD MAF < 1%) than controls (P<0.0005; Figure 3B, Supplementary Table
8). Genes carrying deleterious homozygous mutations in affected individuals were
significantly enriched in the combined gene-set lists (SFARI + pLI> 0.9 + Brain genes)
compared to controls (P <0.05; Figure 3C).

In one consanguineous family, we found a KIRREL3 homozygous damaging
missense mutation (p.R562L) affecting a conserved residue in the cytoplasmic domain
of this synaptic adhesion molecule 18 listed in SFARI and associated with NDD 1920
(Figure 3D). Interestingly, the female patient (PN400528) with a normal 1Q was also
homozygous for another deleterious mutation (p.N687K) affecting TECTA, a SFARI gene
associated with autism 20 and deafness 2.

In another family, the male proband (PN400579) was homozygous for two
mutations affecting CNTNAPZ and PEX6 (Figure 3E). Recessive CNTNAPZ mutations are
associated with Pitt-Hopkins like syndrome 1 and cortical dysplasia-focal epilepsy
syndrome (MIM #610042). The CNTNAPZ p.E680K variant affects a highly conserved
amino acid within the fibrinogen domain of the protein. Recessive PEX6 mutations are
associated with Heimler syndrome 2 a recessive peroxisome disorder characterized by
sensorineural hearing loss, amelogenesis imperfecta and nail abnormalities, with or
without visual defects (MIM #616617). The homozygous variant p.R601Q carried by the
proband is considered pathogenic since it was previously detected in several
independent patients diagnosed with Heimler syndrome 2 22. Details on the clinical

profiles of the families are available in the supplementary notes.
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Contribution of common variants

In order to complete the genetic profile of all the individuals, we investigated the
contribution of the common variants (MAF >5%) using three complementary
approaches: (i) genome wide association studies (GWAS) in cases and controls using
three models (allelic, recessive and dominant), (ii) a burden/collapsing test that
aggregates the variants located in a gene, (iii) a calculation of the ASD polygenic risk
score.

The results of the GWAS are presented in Supplementary figure 6 and
Supplementary figure 7 and a list of the top 45 loci that display p-values under 10-> are
shown in Figure 2B and Supplementary Table 9. Two of these loci were located within or
nearby genes previously associated with NDD. TNIK on chromosome 3q26 (rs1492859;
P =5.59x107) encodes a key synaptic partner of DISCI, a gene associated with
psychiatric disorders 23. TMEFF2 on chromosome 2q32.3 (rs6737056; P =3.47x107) is
highly expressed in the brain and is known to modulate the AKT/ERK signaling
pathways that are supposedly perturbed in ASD 24 TMEFFZ is also a target of CHDS, a
chromatin remodeling gene associated with autism 2526, Using the gene-based analysis
implemented in MAGMA 27, only one gene WHAMM on chromosome 15g25.1 had a
P < 10> (Supplementary Table 10 and 11). WHAMM is expressed in the brain and acts as
a regulator of membrane dynamics that functions at the interface of the microtubule and
actin cytoskeletons 28.

Finally, we ascertained the ASD polygenic risk score (ASD-PRS) for each
individual (Figure 4). The ASD-PRS was calculated using PRSice-2 from a previous GWAS
using over 16,000 individuals with ASD 2° who do not overlap with this sample. We

found a significantly higher ASD-PRS in individuals with ASD compared to controls
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(P <0.01; Figure 4A). Remarkably, in the ASD group, the ASD-PRS was significantly

higher in individuals without ID compared to those with ID (P < 0.05, Figure 4B).

Genetic stratification of ASD in the Faroe Islands

Overall, for 11% of individuals with ASD, a known genetic cause was identified, for 39%
at least one strongly deleterious mutation was identified in a compelling candidate gene
and for 50% no obvious genetic cause was detected (see details in the supplementary
clinical notes). Interestingly, three children were born premature and were all in the
group where no genetic explanation was found. In order to stratify patients, we used the
number of rare deleterious mutations in SFARI genes (including CNVs) and the ASD-PRS
estimated from the common variants (Figure 5). Hierarchical clustering found four
clusters. The first one comprised seven individuals with high ASD-PRS and high burden
of deleterious mutations in SFARI genes. In this cluster, none of the individuals had ID.
The second "cluster" included only one individual who was diagnosed with ASD and
Down syndrome with a low ASD-PRS and high burden of SFARI deleterious mutations.
In the third cluster, fourteen individuals had low ASD-PRS and low burden of SFARI
genes deleterious mutations. In this cluster 50% of the individuals had ID. In the fourth
cluster, fourteen individuals had higher ASD-PRS, but low burden of SFARI deleterious

mutations. In this cluster, 25% had ID.

DISCUSSION
In this study, we investigated a group of individuals with ASD that has two distinctive
features. First, the group is representative of a general population cohort of all young

people living in the Faroe Islands at one point in time, meaning that it was not biased for
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inclusion/exclusion criteria used for research studies. Secondly, the Faroese population

has a more homogeneous genetic background compared to most other populations.

ASD-risk genes in the Faroe Islands

We found a subset of individuals carrying strongly deleterious mutations (some of
which appeared de novo) affecting single gene or chromosomal regions. The
chromosomal abnormalities included on case each of trisomy 21 and 22q11 deletion
(causing Down and DiGeorge/velocardial syndromes, respectively). This was not
surprising to find such known genetic disorders in an epidemiologic cohort since the
prevalence of ASD in patients diagnosed with these syndromes is higher than in the
general population (16-37% for Down syndrome 3° and 23-50% for
DiGeorge/velocardial syndrome deletion 3132). We also revealed new mutations in
known ASD-risk genes (ADPNP, NRXN1, NINL, MECP2) and points at new compelling
candidate genes such as KALRN, PLA2G4A and RIMS4.

The KALRN gene encodes for a guanine nucleotide exchange factor (GEF) with
strong homology to TRIO, a gene previously associated with ASD 34 KALRN is expressed
in neuronal tissue during embryonic development 33 and has been associated with
schizophrenia risk through resequencing and association analysis and postmortem
analyses of patients’ cortical KALRN mRNA and protein levels 3536, It is also a binding
partner of the Huntingtin and a regulator of structural and functional plasticity at
dendritic spines. The de novo mutation (p.N2024D; CADD=26.7) was never observed in
the general population affects a key amino acid of the GEF domain conserved through
evolution and present in Drosophila melanogaster and Caenorhabditis elegans. The male

individual (PN400117) carrying this de novo KALRN mutation has no ID.
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PLA2G4A gene encodes the cytosolic phospholipase A2a that catalyzes the
hydrolysis of membrane phospholipids to produce arachidonic acid. Mice lacking
Pla2g4a display abnormalities in neuronal maturation (narrow synaptic cleft) 37 and
long-term potentiation (LTP) 38. The de novo variant (p.R485C; CADD=35) was never
observed in the general population and is predicted as a deleterious mutation falling in
the catalytic domain of the protein. The patient (PN400102) carrying this de novo
mutation has no ID.

RIMS4 codes for a presynaptic proteins that plays a key role for dendritic and
axonal morphogenesis 3°. RIMS1 and RIMS3 have already been associated with ASD 40-42
The individual (PN400137) carrying the de novo RIMS4 stop mutation (p.Y204X;
CADD=38) has a normal 1Q (Performance 1Q=108, Verbal 1Q=116). The mutation is
predicted to truncate the last quarter of the protein and was never observed in the
general population. Interestingly, RIM proteins interact with voltage-dependent Ca(2+)
channels (VDCCs) and suppress their activity at the presynaptic active zone to regulate
neurotransmitter release. Knockdown of gamma-RIMs (RIMS3 and RIMS4) attenuated
glutamate release to a lesser extent than that of alpha-RIMs (RIMS1 and RIMSZ2). As a
consequence, competition between alpha- and gamma-RIMs seems to be essential for
modulating the release of glutamate at the synapse 43. We can therefore hypothesize that
the de novo RIMS4 truncating stop mutation perturbs the fine-tuning of glutamatergic

release at the synapse and contributes to ASD.

High inbreeding slightly increases the risk of ASD, but no evidence for a founder
effect for ASD in the Faroe Islands.
In genetic isolates, it is frequent to observe an increase frequency of diseases due to the

presence of deleterious variants that were present in the genomes of the small group of
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migrants who settled the population. In the Faroe Islands, this “founder effect” was
documented for several genetic diseases such as Bardet-Biedl syndrome %%, cystic
fibrosis 45, 3-Methylcrotonyl-CoA carboxylase deficiency ¢, glycogen storage disease
type IIIA 47 and retinitis pigmentosa 48. We confirmed that inbreeding in the Faroe Island
is higher than expected compared with other populations. The median of inbreeding is
F=0.015 = 0.001 in the control sample and is similar to the one reported by Binzer et al.
(2014) in their study on multiple sclerosis in the Faroe Islands (F = 0.018) #°. This level
of inbreeding corresponds approximately to a second-cousin relationship (F=0.016).
We also observed that individuals with ASD from the Faroe Islands have significantly
higher level of inbreeding and burden of recessive deleterious mutations compared to
their geographically matched controls. The homozygous deleterious mutations carried
by the patients were enriched in genes included in our list of genes of interest (e. g. high
intolerance for loss of function mutations, expressed in the brain and previously
associated with ASD). However, this increased risk for ASD caused by high inbreeding is
relatively small (Fprobands = 0.0189; Feontrois = 0.0148; OR=1.28; P-value = 0.0047).

In contrast to other genetic conditions, we could not detect a founder effect for
ASD in the Faroe Islands. Moreover, the loci identified in our study do not overlap with
those detected in a previous genetic microsatellite association study in the Faroese
population pointing at regions on 2q, 3p, 6q, 15q, 16p, and 18q >%. We also found no
overlap between the variants identified in our study and those found in Faroese patients
diagnosed with panic ! or bipolar 52 disorders. This absence of a founder effect is also in
agreement with the epidemiological observation that the prevalence of ASD in the

Faroese population is not higher compared to other more outbred populations.

102



Perspectives
Our study confirms that both rare and common genetic variants contribute to the
susceptibility to ASD. Indeed, although, we identified previously known genetic causes
for ASD and pointed at new compelling candidate genes, we also showed a contribution
of the common variants illustrated by the higher level of ASD-PRS in individuals with
ASD (especially those with no ID) compared to controls. To date, very few genes were
identified in individuals diagnosed with ASD, but with intact general intelligence. Based
on the genes previously reported (NLGN3, NLGN4X, duplication of SHANK3) 5354 and the
genes found in this study (RIMS4, KALRN, PLA2G4A) it seems that the proteins involved
in ASD without ID converge to different part of the post- and pre-synapse rather than to
pathways such as gene regulation and chromatin remodeling, but this has to be
confirmed on larger cohorts. Indeed, he main limitation of our study is the small number
of patients. Several LGD variants affecting ASD-risk genes such as GRIKZ2 55 or ASMT >¢
were found exclusively or more frequently in individual with ASD compared to controls,
but we lack a replication samples to confirm the contribution of these variants in the
susceptibility to ASD in the Faroe Islands.

In summary, this study improves our knowledge on the genetic architecture of
ASD in epidemiological cohorts and in genetic isolates by showing that the contribution
of both rare and common gene variants to ASD can be detected in small, but genetically
homogeneous populations. It also provides new compelling candidate genes and reveals
that high inbreeding and high load of homozygous deleterious mutations can be a risk
factor for ASD. Such combined analysis investigating both rare and common gene
variants might represent a useful framework to investigate, from groups to individuals,

the complex genetic architecture of ASD.
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SUBJECTS AND METHODS

Patients

All patients in this study were recruited from an epidemiological cohort through a two-
phase screening and diagnostic process targeting all children born in the 10-year period
from 1985 through 1994 and living in the Faroe Islands in 2002 (7-16 years, n=7,689
children) and 2009 (15-24 years, n= 7,128 children) 810. The total number of children
diagnosed with ASD was 67 which corresponds to an ASD prevalence of 0.94%. Among
the patients, 23% were diagnosed with classical autism, 56% with Asperger syndrome
and 21% with atypical autism. There were 49 males (73.1%) and 18 females (26.9%).
DNA was available for 36 patients including 11 diagnosed with classical autism (31%),
17 with Asperger syndrome (47%), and 8 with atypical autism (22%). There were 28

males (78%) and 8 females (22%).

Screening and diagnosis

In 2002, screening included the use of the Autism Spectrum Screening Questionnaire
(ASSQ) >7. Screen-positive children were thoroughly examined via Diagnostic Interview
for Social and Communication Disorder (DISCO-10 in 2002 and DISCO-11 in 2009) >8 of
one or both parents and the Wechsler Intelligence Scale for Children - 3r edition (WISC)
or Wechsler Adult Intelligence Scale - Revised (WAIS). Whenever overall and verbal
abilities allowed it possible, children were also interviewed in an
unstructured/semistructured manner about interests and skills patterns, peer relations,
family relationships and about formal general information knowledge. The following
diagnostic criteria used when making clinical diagnoses were (a) ICD-10 criteria for

childhood autism/autistic disorder; (b) Gillberg criteria for Asperger syndrome; (c) ICD-

104



10 criteria for atypical autism with the added requirement that a case thus diagnosed
could not meet full criteria for childhood autism or Asperger syndrome; and (d) ICD-10
criteria for disintegrative disorder.

The majority of children in the atypical autism and Asperger syndrome groups
had been tested with the WISC-R. Those with childhood autism had usually been tested
on other tests. In those intellectually low-functioning individuals for whom no test was
available, 1Q was estimated on the basis of the Vineland developmental portion that is

part of the DISCO-interview.

Genotyping

The cohort available for the genotyping is shown in Figure 1 and Supplementary Figure
1. It includes 36 patients with ASD, 208 controls, 132 close relatives of the patients (61
unaffected siblings and 68 parents) and 10 close relatives from the controls. DNA was
extracted from blood leukocytes. The genotyping was performed at the “Centre National
de Recherche en Génomique Humaine (CNRGH)” using the Infinium IlluminaOmni5-4
BeadChip (> 4.3 millions of markers) from Illumina. Sample quality controls such as Sex
check (based on the X chromosome homozygosity rate), Mendel errors (transmission
errors within full trios) and Identity By State (IBS, see section below) were performed

using PLINK 1.90 59,

Population genetic structure

Genome-wide pairwise IBS calculations and Multidimensional scaling (mds) analysis on
genome-wide IBS pairwise distances matrix was calculated using PLINK 1.90. The
genetic distances were calculated for 376 individuals from Faroe Islands and 1,184

individuals from HapMap phase 3 project with the following calculation: 1- (0.5 * IBS1 +
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IBS2)/N; N is the number of tested markers; IBS1 and IBS2 are the number of markers
for which one pair of individuals share either 1 or 2 identical allele(s), respectively. Out
of the 376 individuals, 32 individuals were removed from further analyses, including 7
ancestry outliers (all controls), 9 siblings of controls, one swap and 15 control
individuals involved in pairs with IBS score superior to 0.9.

For the estimation of the inbreeding status, SNPs with genotyping call rate < 95%,
minor allele frequency < 0.05, strong linkage disequilibrium r> 0.5 or failing Hardy
Weinberg equilibrium test (p < 10-%) were filtered out of the Faroe SNP genotyping
dataset. All homozygosity analyses were performed with Plink 1.09 on autosomes
including identification of Runs Of Homozygosity (ROH) and Inbreeding coefficients
calculation. For ROH detection, a threshold of 50 consecutive homozygous SNPs with a
minimum density of 1 SNP / 5,000 kb and no minimum length 50 SNPs was used following
Howrigan et al.’s guidelines 0. No heterozygous markers were allowed in the 50 SNPs-
window. In this analysis, the maximum gap between two consecutive SNPs within a run was
set to 5,000 kb. Inbreeding coefficients were calculated by estimating the proportion of
the autosomal genome that is in ROH. This method was proposed by McQuillan and al
(2008)%! and has been showed to be the most reliable, especially with small sample
size®2. Faroe inbreeding coefficients were compared to inbreeding coefficient of HapMap

phase 3 project populations.

Genome-wide association study (GWAS)

Prior association analyses, SNPs with genotyping call rate <90%, minor allele
frequency < 0.05 or failing Hardy Weinberg equilibrium test (p < 10-¢) were filtered out
of the Faroe SNP genotyping dataset. The global genome wide genotyping call rate of all

the individuals was superior to 90%. A total of 1,690,491 variants and 212 independent

106



individuals (including 36 cases and 176 controls) passed filters and QC. Allelic, recessive
and dominant GWAS were performed with Plink 1.09 using Chi-squared statistics.
Manhattan and Quantile-Quantile (Q-Q) plots were generated using R. Gene and gene-set
(including SFARI, pLI>0.9 and Brain gene lists) analyses were performed with
MAGMA v1.06 27 using principal components regression and linear regression model,

respectively.

Whole-Exome Sequencing (WES)

Blood leukocytes DNA from 286 individuals was enriched for exonic sequences through
hybridization SureSelect Human All Exon V5 (Agilent) by the CNRGH. For 67 individuals
for whom the available quantity of DNA was low, they used a low-input protocol using
only 200 ng of DNA compared to 3 pg for the normal protocol. The captured DNA was
sequenced using a HiSeq 2000 instrument (Illumina). Coverage/depth statistics have
been accessed as quality control criteria. We required that more than 90% of each
exome have 10X coverage and more than 80% have 20X coverage. Short read sequences
were then aligned to hgl9 with BWAvO0.7.8, duplicate reads were removed with
PicardTools MarkDuplicates. Reads with a global quality under 30 and a mapping
quality under 20 were excluded from the analysis. Variants were predicted using
FreeBayes 3 and GATK ¢4 with a minimum of 10 reads covering the position. VEP (using
RefSeq and Ensembl 91) was used to annotate the variants. We used the GEMINI 65
framework that automatically integrates the VCF file into a database for exploring
genetic variation for disease and population genetics. Genetic variations were analyzed
using GRAVITY, a Cytoscape ©¢ plugin designed in the lab specifically for interpreting
WES results using Protein-Protein Interaction networks (http://gravity.pasteur.fr/).

Gravity uses a user-friendly interface and makes easier prioritizing variants according to
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damage prediction, mode of inheritance, gene categories and variant frequency in
databases. It allows filtering variants with many parameters, such as quality parameters
(DQ, MQ, GQ), allelic fraction, frequency of the variant in the cohort or in databases,
damage prediction scores (CADD, SIFT, Polyphen2) and many more. Since WES does not
detect the FMR1 amplification, 33 patients with ASD were tested for Fragile-X syndrome
using the AmplideX™ FMR1 PCR kit from Theradiag. There was no patient with “pre-
mutation” or “full-mutation” of CGG repeats in the 5’ UTR region of the fragile X mental

retardation-1 (FMR1) gene.

Copy-number variants (CNVs)

CNVs were identified from both SNP genotyping and WES data. Quality controls were
the following: call rate > 0.99, standard deviation of the Log R ratio < 0.35, standard
deviation of the B allele frequency < 0.08 and absolute value of the wave factor < 0.05.
CNVs were detected by both PennCNV®¢7 and QuantiSNP®8 algorithm using the following
filters: >=3 consecutive probes, CNV size>1kb and CNV detection confidence
score >=15. CNV detections from PennCNV and QuantiSNP were merged using
CNVision®°. CNVs with CNVision confidence score < 30, CNV size < 50 kb, overlap > 50%
with segmental duplication or known large assembly gaps (greater than 150 kb) or copy
number =2 in pseudo autosomal regions (PARS) in males were filtered out. CNV
annotations were performed using ANNOVAR 79 and CNV frequencies in Faroese and in
database of genomic variation cohorts (DGV, http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) were
assessed using in house python scripts based on reciprocal overlap >=80%. We also
detected CNVs from the WES sequencing data using the XHMM software’l. CNVs with
QSOME score < 90, number of targets < 5, or overlap > 50% with segmental duplication

or known large assembly gaps (greater than 150 kb) were filtered out. CNV annotations
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were performed using ANNOVAR 7% and CNV frequencies in Faroese were assessed
using in house python scripts based on reciprocal overlap = 80%. De novo and inherited
CNVs were validated by visual inspection using SnipPeep

(http://snippeep.sourceforge.net/).

Gene-set lists and prioritization of variants
Three gene-set lists were used : (i) “SFARI genes” (n=990) that includes genes

implicated in ASD 15 (Simons Foundation Autism Research Initiative gene database -

https://gene.sfari.org/); (ii) “pLI>0.9 genes” that includes genes with strong
probability of being loss-of function intolerant (n=3,230) 72%; (iii) “Brain genes” that
includes genes specifically or strongly expressed (above 1 Standard Deviation) in fetal
or adult human brain using data from Su et al (n=3,591)73.

A combination of approaches was used to prioritize the genes and to estimate the
deleterious effect of a variant. We prioritized genes using gene sets (SFARI genes, pLI >=
0.9 and Brain genes, previously defined). We prioritized Likely Gene Disruptive (LGD)
mutations (stopgains, splice site variants, frameshift indels) over missense mutations or
synonymous mutations. Additionally, we used the CADD score * (a CADD >= 30 means
that the mutations belong to the 0.1% most deleterious mutations) to assess the
deleterious effect missense mutations. Minor allele frequency (MAF) was estimated in
the general population from the gnomAD database’?. In order to filter out common
variants that was not listed in gnomAD, we also excluded variants that were present in
more than 15% of our Faroese control cohort. For the detection of deleterious

homozygous mutations, we kept only LGD and MIS30 with MAF <1%.
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Burden analysis
Rare variant association studies (MAF<5%) were performed using EPACTS v3.2.6

(https://genome.sph.umich.edu/wiki/EPACTS). Prior association analysis, variants

identified by WES were filtered using VCFtools
(http://vcftools.sourceforge.net/man_latest.html) with the following metrics: minimum
genotyping quality = 30, min depth of coverage = 10, maximum of missing data < 10, no
InDel (small insertion or deletion), only bi-allelic sites and no site failing Hardy
Weinberg equilibrium test (P < 10-¢). The annotation of the variants was done using
EPACTS and the variants included in the Gene-wise association analyses were non-
synonymous, essential splice site, normal splice site, start loss, stop loss and stop gain
variants. Logistic Score Test (“b.score” in supplementary Table 1) was used to test single
variant association (Ncases=36 ; Ncontrols=107 ; Nvariants=155,284). For Gene-wise tests, we
used two approaches (including ncases=36 ; Ncontrols=107 and ngroups= 15,005): (i)
collapsing burden test using EMMAX (Efficient Mixed Model Association eXpedited 74,
“CMC-EMMAX” in supplementary Table 1) and (ii) Optimal SNP-set sequence Kernel
Association Test (“SKAT-0” in supplementary Table 1). The advantage of the CMC-
EMMAX is that this test is accounting for population structure and high relatedness
between individual (based on kinship matrix). The advantage of SKAT is that this test is
particularly powerful in the presence of protective and deleterious variants and null

variants. For both Gene-wise tests, a 106=<MAF<0.05 was used.
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Figure 1. Genetic background of the Faroese population. A. Geographic localization of the Faroe Islands. B. Demographic comparison of
the epidemiological and genetic cohorts of the Faroe Islands. The epidemiological and the genetic cohort are composed of 67 and 36
individuals with ASD, respectively. C. Multidimensional scaling plots (MDS) of genome-wide identity by state (IBS) pairwise distances
between human populations. Each dot represents an individual and the distance between two dots corresponds to genetic distance based on
genome-wide pairwise IBS calculations. D. Degree of inbreeding across HapMap 3 and Faroese populations. The inbreeding coefficients of
the Faroe non-ASD control individuals (n=176) were compared to the HapMap3 populations. Faroe individuals displayed a higher degree of
inbreeding compared with others human populations (Median F: Fpyrops=0.015; Fysw=0.0014; Fcgy=0.0071; Fepp=0.0081; Feyp=0.0083;
Fgiu=0.011; Fjpr=0.0093; F; wx=0.0045; Fyx; =0.0095; Fyxx=0.0026; Fr5=0.0066; Fyz;=0.0028; Paired samples Wilcoxon test: W sw=12.56,
Pusw <0.0001; Wegy=12.27, Pegy <0.0001; Weyp=7.14, Peyp <0.00015 Wepp=7.11, Peyg <0.0001; Wep=-3.06, Pgy <0.002;W pr=-5.83, Pppr
<0.0001; Wpywg=-10.86, Ppywx <0.0001; Wyx;=-5.66, Pyx; <0.0001; Wyg=-14.52, Pygx <0.0001; Wrg=-8.64, Prs; <0.0001; Wyg=-1441,
Pyrr <0.0001; P are nominal p-values, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). N, number; ID, intellectual disability; ASW, African ancestry in
Southwest USA (n=83); CEU, Utah residents with Northern and Western European ancestry from the CEPH collection (n=165); CHB, Han
Chinese in Beijing, China (n=84); CHD, Chinese in Metropolitan Denver, Colorado (n=85); GIH, Gujarati Indians in Houston, Texas (n=88);
JPT, Japanese in Tokyo, Japan (n=86); LWK, Luhya in Webuye, Kenya (n=90); MXL, Mexican ancestry in Los Angeles (n=77), California;

MKK, Maasai in Kinyawa, Kenya (n=171); TSI, Toscani in Italia (n=88); YRI, Yoruba in Ibadan, Nigeria (n=167)
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Figure 2. Rare and common variants in Faroese individuals with ASD. A. Copy-number variant (CNV) analysis among gene-set lists
within Faroe individuals. The number of exonic CNV carriers altering any genes or gene-set lists (SFARI genes, pLI > 0.9 genes and Brain
genes, see subject and methods section) were compared between probands, siblings and controls (Fisher’s exact test: Nyobang=36, Neonirors=107,
Pexv_ioss_ait_genes=0-02, ORcxy toss_an_genes=2-793 Pexy_ioss_srari=0.014, OReny_joss_an_srari=13-25; Pexy _oss pri-09=0.014, OReny ioss pris09=13.25;
Penv_ioss_rain=0-024, OReny joss_an_srain=3-395 Penv_gain_ail_genes=0-0056, ORexy_gain_aii_genes=3-285 Peny_gain_srari=0-067, OReny_gain_an_srari=4-33;
Penv_gain_pris0.9=0.11, ORcny_gain_pri»09=2:47; Penv_gain_prain=0.0049, OR Ny _gain_ai_prin=4-76; P are nominal p-values). B. Heatmap combining
signals obtained from rare and common variant association tests and rare deleterious variants altering SFARI genes throughout Faroese
individuals with ASD. “Burden of non-synonymous” includes results from SKAT-O and CMC-EMMAX obtained from WES data (see

subject and methods section and supplementary figure 5; P < 10™%). “Common variants” are the top hits of the genome wide association
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study (GWAS) for both allelic and recessive model obtained from genome-wide genotyping data (P < 10™¢). “Rare LGD SFARI variants”
are rare likely gene disrupting (LGD) variants altering SFARI genes identified by (MAF < 1% in gnomAD). “The controls freq.” column

indicates the proportion of non-ASD Faroese controls carrying the corresponding variant. P-Values are nominal. ID, intellectual disability.
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Figure 3. Genetic recessive mutations in Faroese individuals with ASD. A. Distribution of the inbreeding coefficient in Faroese
individuals (Mann Whitney U-test: Nyopanas=36, Neontrols=176, Ngipings=3035 Ucontrots vs.probands=2+297 » Peontrots vs probands=0-00475 Uconirots vs siblings=1,953,
Peontrols.vs. sibtings=0-011; * indicates the one withstanding multiple testing). B. Number of rare LGD+MIS30 homozygous mutations carried per
individual (Mann Whitney U-test: Nyopanas=36, Neontrots=107, Ngiptings=305 Ucontrots.vs probands= 1 3215 Peontrots vs probands=0-00049; Ulgnirots vs sivlings=1,293,
Peontrols vs. sibtings=0-025; * indicates the one withstanding multiple testing). C. Venn diagram of the genes carrying the mutations from B. Genes
names are in bold and annotated when they are part of our gene-set lists (SFARI genes, pLI > 0.9 genes and Brain genes, see subject and
methods section). The plot on the right shows the proportion of individuals in each category carrying at least one mutated gene in our gene-
sets lists (Fisher’s exact test: Peonols.vs probands=0-03; Peongrols.vs. siblings=0-03). D. and E. are describing two specific families carrying multiple

variations. “0” and “1” refer to wildtype or mutated allele, respectively. The localizations of the variations are indicated along the proteins
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and alignments throughout species showed the strong conservation of the altered amino acids. LGD, likely gene disruptive; MIS30, missense
variations with CADD score = 30; IgD, immunoglobulin domain; TIL, Trypsin Inhibitor-like; FA5/8C, Coagulation factor 5/8 type C
domain; LamG, Laminin G domain; EGF, epidermal growth factor like domain; Fibr., Fibrinogen, alpha/beta/gamma chain, C-terminal

globular domain; AAA: ATPases associated domains.
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Figure 4. Distribution of the ASD polygenic risk score in Faroese individuals. A. Distribution of the polygenic risk score for ASD (ASD-
PRS) of controls, probands and unaffected siblings (Mann Whitney U-test: Nyobanas=365 Neontrots=107, Ngiplings=535 Ucontrols.vs probands=2 344
Peontrols.vs probanas=0-0070; * indicates the one withstanding multiple testing). B. Distribution of the ASD-PRS for the cases without intellectual

disability (ID) and the cases with ID (Mann Whitney U-test: n,, ianp=11, 0, ithout D=2} Umb vsno-0=79 s Pipvsno.p=0.017; * indicates

the one withstanding multiple testing). The PRS was calculated using PRSice-2 (see Subjects and Methods section).
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PN400115 M |NRXN1 del(dn)
PN400128 M low level of SFARI
PN400111 M gene mutations
PN400532 F | KIF17(dn) MECP2(dn) Epilepsy, lack of corpus callosum 25% ID
PN400124"| @ |m Premature, probable epilepsy
. [PN400531 |@ | F Epilepsy
PN400144* M| CADdn?) Epilepsy
PN400575 F Premature
~ |PN400137 RIMS4dn) GCdn)
E‘E g (dn): de novo SFARI: ASD-PRS:
® 4 ID: ®yes (inh): inherited 0 B 0.00015
Q * no data for one or both parents (dn?): unknown inheritence
. P (hom): homozygous . 13 M 0.00007

Figure 5. Stratification of ASD in Faroese individuals. On the left, the stratification was built using hierarchical clustering on the number

of genes carrying rare deleterious mutations altering SFARI genes (MIS30, LGD or CNV) and on the polygenic risk score for ASD (ASD-

PRS). The other columns were not used for the clustering. The genetic profile contains mutations with a predicted impact on the condition of

the patient, the one in bold are most likely causatives. The clinical profile gives a subset of relevant information for each patient. ID,

intellectual disability; M, male; F, female; del, deletion; dup, duplication; dn, de novo; hom, homozygote; inh, inherited; dn?, Inheritance

status unknown; ADHD, attention deficit hyperactivity disorder; VCF syndrome, velo-cardio-facial syndrome.
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Supplementary figures and clinical notes

Supplementary Figure 1: Pipeline of analyses
Supplementary Figure 2: Population stratification of the Faroe Islands
Supplementary Figure 3: CNVs altering genes involved in NDD
Supplementary Figure 4 de novo SNVs in patients with ASD
Supplementary Figure 5: Rare variation association study
Supplementary Figure 6: Results from the GWAS
Supplementary Figure 7: Locus zoom
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Supplementary Figure 1: Pipeline of the study
QC, quality control; SD LRR, standard deviation of the Log R ratio; SD BAF, standard
deviation of the B allele frequency; [WF|, absolute value of the wave factor; BWA, Burrows-
Wheeler Aligner; GATK, Genome Analysis Toolkit; VEP, Variant Effect Predictor; GQ,
genotyping quality; Htz R, heterozygosity ratio; CNV, copy number variant; SNP/V, single
nucleotide polymorphism/variation; WES, whole exome sequencing; Hmz, homozygote; Htz,
heterozygote; pLI, probability of being loss-of function intolerant.
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Supplementary Figure 2. Population stratification of the Faroe Islands. Combination of
the ethnic genetic background for each individuals of the Faroe and the individuals from
HapMap3 using admixture. Legend of HapMap 3 population : ASW, African ancestry in
Southwest USA (n=83); CEU, Utah residents with Northern and Western European ancestry
from the CEPH collection (n=165); CHB, Han Chinese in Beijing, China (n=84); CHD,
Chinese in Metropolitan Denver, Colorado (n=85); GIH, Gujarati Indians in Houston, Texas
(n=88); JPT, Japanese in Tokyo, Japan (n=86); LWK, Luhya in Webuye, Kenya (n=90);
MXL, Mexican ancestry in Los Angeles (n=77), California; MKK, Maasai in Kinyawa,
Kenya (n=171); TSI, Toscani in Italia (n=88); YRI, Yoruba in Ibadan, Nigeria (n=167)
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Supplementary Figure 3: CNVs altering genes involved in NDD.

A. De novo Trisomy 21 in patient with ASD, ID and Down syndrome. B. De novo deletion of
425.5 kb removing the six first exons of the NRXNIa in patient with ASD. C. De novo 2.9
Mb deletion on chromosome 22q11 in patient with ASD and DiGeorge/velocardial syndrome.
D. A 91.4 kb deletion removing all exons of ADNP in a male patient with ASD and ID. Each
dot shows Log R Ratio (LRR; in red) and B allele frequency (BAF; in green). The copy
number (CN) is indicated with a blue line. Patients with ID and patients without ID are
represented in black and grey, respectively. ASD, autism spectrum disorder; ID, Intellectual
disability.
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Supplementary Figure 4. The de novo SNVs in patients with ASD

Sanger sequencing was performed to validate de novo SNVs altering MECP2, KIF17 (A),
PLA2G4A4 (B), RIMS4 (C) and KALRN (D). Sanger chromatograms are shown for each trios.
Patients with ID and patients without ID are represented in black and grey, respectively. The
position of the SNVs is indicated on the protein and the amino acid alignment of the region
throughout several species (Human, Rhesus, Mouse, Dog, Zebrafish) shows the high

conservation of the altered amino acids.

disability.

ASD, autism spectrum disorder; ID, Intellectual
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Supplementary Figure 5

data.

To test for Gene-wise association a collapsing burden test using EMMAX “CMC-EMMAX”

(A) and optimal SNP-set sequence Kernel Association Test “SKAT-O” (B) were used. The

EMMAX, Efficient Mixed Model Association

dashed line indicates P-value < 10™°.
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Supplementary Figure 6: Results from the Genome Wide Association Study (GWAS)
using different models (allelic, Recessive or Dominant).

QQ plots and Manhattan plots for allelic, recessive and dominant GWAS are represented in
panel A and B, respectively. QQ, quantile-quantile.
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Supplementary Figure 7: Locus zoom of the top hits detected by the GWAS.
LocusZoom for regional visualization of the top hits isolated from the allelic and recessive
GWAS was used.
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Supplementary Clinical Notes

Probands with a causative genetic cause (N=4/36=11%)

PN400115

PN400115 1s a male diagnosed with atypical autism (ADOS=22). He has a de novo 425.5 kb
deletion removing the six first exons of the NRXN/a. He has a congenital torticollis and
dental carries.

PN400125

PN400125 is a male with a severe intellectual deficiency and childhood autism (ADOS=19)
carrying a 91.4 kb deletion removing all exons of ADNP. Such deletions are usually most
likely de novo, but we cannot confirm the de novo status since we had no DNA from the
father. The patient has hypotonia, narrow occiput, small and low ears, epilepsy in the first
years of life but then stopped, strabismus, dental caries and otitis.

PN400129

PN400129 is a male who has a trisomy of chromosome 21 and is diagnosed with childhood
autism (ADOS=22) and Down syndrome. He has severe intellectual deficiency, ventricular
septum defect, scoliosis and dental caries.

PN400533

PN400533 is a female diagnosed with atypical autism (ADOS=8, FSIQ=79, PIQ=75,
VIQ=86). She carried a de novo 2.9 Mb deletion on chromosome 22qll causing
DiGeorge/velocardial syndrome. She shows signs of attention deficit and hyperactivity
disorder (ADHD). She has flat broad face, high forehead, thick veins visible on forehead,
mild asymmetry of the face, right half is prominent, synophrys, low set ears, high nasal
bridge, motoric and right half of faceless than left, recurrent infections mainly in the lungs
and urinary tract, scoliosis and convulsions at 4-7 days after birth.

Probands with most likely a genetic cause of ASD (N=14/36=39%)

PN400528

PN400528 i1s a female who is diagnosed with Asperger syndrome (FSIQ=85; PIQ=97;
FSIQ=78; ADOS=18). She has primary diurnal enuresis. She was born from consanguineous
parent and carries two deleterious homozygous mutations. An homozygous damaging
missense mutation (p.R562L) affects a conserved residue in the cytoplasmic domain of the
synaptic adhesion molecule KIRREL3 (Martin et al., 2015a) listed in SFARI and previously
associated with NDD (Bhalla et al., 2008) (Talkowski et al., 2012). She is also homozygous
for another deleterious mutation (p.N687K) affecting TECTA, a SFARI gene associated with
autism (Sanders et al., 2012b)and deafness (Verhoeven et al., 1998a).
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PN400117

PN400117 is a male diagnosed with Asperger syndrome. He has tics and gynecomastia. He is
carrying a mutation of KALRN, a gene involved in synaptic plasticity and homologous to
TRIO, a gene previously found mutated in ASD. The KALRN de novo mutation (p.N2024D) is
predicted deleterious, affects a key amino acid of the GEF domain conserved through
evolution and present in Drosophila melanogaster and Caenorhabditis elegans.

PN400137

PN400137 is a male diagnosed with Asperger syndrome and displays a high 1Q (ADOS=9;
FSIQ=114; PIQ=108, VIQ=116). He is carrying two de novo mutations affecting RIMS4 and
GC. RIMS4 codes for a presynaptic proteins that plays a key role for dendritic and axonal
morphogenesis (Alvarez-Baron et al., 2013). The GC mutation alters a conserved region of
the Vitamin D-Binding Protein, a key actor for vitamin D transport and homeostasis.

PN400144

PN400144 is a male diagnosed with Asperger syndrome (ADOS=17; FSIQ=88; PIQ=104,
VIQ=74). He has epilepsy with abnormal EEG in the temporal region. He is carrying a
frameshift mutation (p.T1169TX) of CAD that could be de novo since we had no relatives for
this individual. CAD codes an enzyme of the pyrimidine biosynthesis previously associated
with early onset epileptic encephalopathy (MIM # 616457). He also carries a splice site
mutation affecting ASMT, the last protein of the melatonin pathway previously found
mutated in patients with ASD (Melke et al., 2008).

PN400530

PN400530 is a male diagnosed with atypical autism, ADHD and intellectual deficiency
(ADOS=4; FSIQ=50; PIQ=67, VIQ=54). He is carrying a homozygous splice acceptor variant
affecting P2RX?2 that codes for a cation channel receptor that mediates excitatory postsynaptic

responses in sensory neurons. This gene was previously associated with autosomal dominant
deafness (MIM #608224).

PN400532

PN400532 is a female diagnosed with Asperger syndrome (ADOS=13, FSIQ=78, PIQ=82,
VIQ=79). She is carrying a de novo MECP2 missense (p.R103W) mutation predicted as
deleterious and within the methyl binding domain of the protein. However, the same variant
was observed in three individuals (two females and one male) among the >90,000 individuals
from gnomAD. Therefore, the causative effect of this mutations is not clear. The same patient
also carried a de novo KIF17 variant (p. T306M). KIF'17 codes a dendrite-specific synaptic
molecular motor that transports N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor subunit-
2Bcontaining vesicles to neuronal dendrites(Yin et al., 2011). The patient displays an absence
of corpus callosum, hard abnormal spikes of both hemispheres on EEG and possibly epilepsy.

PN400579

PN400579 is a male proband born in the most consanguineous family of our cohort (parents
are first cousins). He is diagnosed with childhood autism without intellectual deficiency
(ADOS=15, FSIQ=101, PIQ=110, VIQ=95). He is homozygous for two mutations affecting
CNTNAP2 and PEX6. Recessive CNTNAP2 mutations are associated with Pitt-Hopkins like
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syndrome 1 (MIM # 610042) and cortical dysplasia-focal epilepsy syndrome (MIM
#610042). The CNTNAP2 p.E680K affects a highly conserved amino acid within the
fibrinogen domain of the protein, but is found in the general population although very rare (26
carriers among 138,384 individuals in gnomAD and never at the homozygous state).
Recessive PEX6 mutations are associated with Heimler syndrome 2, a recessive peroxisome
disorder characterized by sensorineural hearing loss, amelogenesis imperfecta and nail
abnormalities, with or without visual defects (MIM # 616617). The homozygous variant
p.R601Q carried by the proband is considered pathogenic since it was previously detected in
several independent patients diagnosed with Heimler syndrome 2(Smith et al., 2016a).

PN400102

PN400102 is a male diagnosed with atypical autism without intellectual deficiency
(ADOS=13, FSIQ=97, PIQ=108, VIQ=88). He is carrying a de novo mutations (p.R485C ) in
PLA2G4A. This gene codes for the cytosolic phospholipase A2a that catalyzes the hydrolysis
of membrane phospholipids to produce arachidonic acid. Mice lacking Pla2g4a display
abnormalities in neuronal maturation (narrow synaptic cleft) (Qu et al., 2013a) and long-term
potentiation (LTP) (Su et al.,, 2013a). The patient (PN400102) carrying the de novo
deleterious variant p.R485C has no ID. He also carries a maternally inherited p.L.888*
frameshift mutation of the glutamate receptor GRIK?2, previously found associated with ASD
(Jamain et al., 2002).

PN400103
PN400103 i1s a male diagnosed with Asperger syndrome (ADOS=4, FSIQ=84, PIQ=100,
VIQ=73). The patient is carrying an inherited deletion of the SFARI gene IMMP2L.

PN400104

PN400104 is a male diagnosed with atypical autism with intellectual deficiency (ADOS=S5,
FSI1Q=60, PIQ=74, VIQ=61). He has nystagmus. He is carrying an inherited duplication of
the 5’UTR exon of ZNF626, a SFARI gene.

PN400119

PN400119 1s a female diagnosed with childhood autism (ADOS=15, FSIQ=76, PIQ=72,
VIQ=80). She has cerebellum atrophy and her mother might have vitamin D. She is carrying a
paternally inherited deletion of NINL, a SFARI gene highly express in the cerebellum and
coding for protein involved in microtubule organization. The patient is also carrying a
paternally inherited stop mutation (p.G482X) of ROBOI, a gene coding for a receptor from
the neural cell adhesion molecule that plays a key role in an axon guidance in the brain.

PN400166

PN400166 is a male diagnosed with atypical autism (ADOS=9, FSIQ=78, PIQ=102,
VIQ=63). He is a collector and has interest in computers. He is carrying a homozygous
PREX2 mutation (p.D312N). PREX2 codes for a RAC1 guanine nucleotide exchange factor
(GEF), is a binding partner of PTEN, a component of the PI3K pathway and has strong
homology with PREX1, a SFARI gene. He also carries a paternally inherited p.L888*
frameshift mutation of the glutamate receptor GRIK?2, previously found associated with ASD
(Jamain et al., 2002).
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PN400559

PN400559 is a male diagnosed with Asperger syndrome (FSIQ=92; PIQ=92; VIQ=92). He is
carrying a 2 Mb paternal inherited duplication on the pseudo-autosomal region 1 including
SHOX and ASMT. He is also compound heterozygous for USH2A (p.R4115C inherited from
the mother and p.R5031W inherited from the father), a gene involved in hearing and vision
loss (MIM # 276901).

PN400587

PN400587 1s a male diagnosed with Asperger syndrome (ADOS=12, FSIQ=97, P1Q=97,
VIQ=97). He has been in patient care more than 1 year due to psychosis and depression. He is
carrying a paternally inherited frameshift mutation (p.RK174-175RX) of RANBP17, a SFARI
gene. RANBPI7 codes for a member of the importin-beta superfamily of nuclear transport
receptors and is expressed in the brain (mostly cerebellum).

Families where no obvious genetic cause is detected (N=18/36=50%)

PN400121

PN400121 is a female diagnosed with childhood autism (ADOS=22). She was born premature
(1.5 kg birth weight) and presented high blood pressure medicine. She is carrying a rare
maternally inherited stop mutation of the SFARI gene RBMS3 (p.Q314X) coding for the RNA
binding motif single stranded interacting protein 3.

PN400100
PN400100 is a male diagnosed with Asperger syndrome (ADOS=14; FSIQ=102).

PN400108

PN400108 is a male diagnosed with Asperger syndrome (ADOS=15; FSIQ=93). He had a
Wilm's tumor (tumor of the kidney) and surgery, radiation therapy and chemotherapy. Iron
and calcium deficiency during pregnancy. He is carrying a BRCA2 stop mutation and a splice
site mutation of ASMT, the last enzyme of the melatonin synthesis pathway (Melke et al.,
2008).

PN400111

PN400111 is a male diagnosed with Asperger syndrome (ADOS=11; FSIQ=76). He is
carrying a maternally transmitted stop mutation in the SFARI gene ROBO?2 (pG33X) coding
for an axon guidance molecule receptor.

PN400113

PN400113 is a male diagnosed with atypical autism (ADOS=2; FSIQ=102). He was a big
baby: 60 cm at birth. He is carrying a paternally transmitted stop mutation of the SFARI gene
BRCA?2 (p.K3326X).

PN400114
PN400113 1s a male diagnosed with atypical autism (ADOS=13; FSIQ=73). He is carrying a
paternally transmitted splice acceptor variant in the SFARI gene LAMC3 coding for the

laminin subunit gamma 3.

PN400116
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PN400116 is a male diagnosed with autism and ID (ADOS=15; FSIQ=40). He has
cholesteatoma, an abnormal growth of skin in the middle ear behind the eardrum. He is also
diagnosed with Tourette syndrome. He is carrying a maternally transmitted splice donor
variant of the SFARI gene YY/ coding for a transcription factor.

PN400118
PN400118 is a male diagnosed with autism and severe ID (ADOS=22).

PN400124

PN400124 is a male diagnosed with autism and severe ID (ADOS=15). He was born highly
premature (27 weeks, 700g at birth) with diplegia spastic degree I (paralysis affecting
symmetrical parts of the body). He also has multiple medical conditions including
retinopathy, lung infections, necrotizing enterocolitis, cardiac problems and potentially
epilepsy. He is carrying a maternally transmitted frameshift mutation of the SFARI gene
ETFB (p.93PX) coding for an electron transfer flavoprotein beta subunit.

PN400127
PN400127 1s a male diagnosed with autism and severe ID (ADOS=21). He developed ataxia
after hitting his head at 11 years old. He also has hypotonia.

PN400128

PN400128 i1s a male diagnosed with Asperger syndrome (ADOS=7). He is carrying a
frameshift mutation in the SFARI gene ERBB4 (p.L913LFLQYRSYYMGTX) coding the erb-
b2 receptor tyrosine kinase 4.

PN400132

PN400132 is a male diagnosed with Asperger syndrome (ADOS=8; ; FSIQ=90). He is
carrying a paternally transmitted frame shift mutation of the SFARI gene PPP2RIB
(p.V115X). He has a posterior dislocation of the hip.

PN400133

PN400133 is a male diagnosed with Asperger syndrome (ADOS=15; FSIQ=86). He suffers
from congenital vesico-uretero-renalis reflux and hydronephrosis (a kidney swells disorder
due to the failure of normal drainage of urine from the kidney to the bladder).

PN400179

PN400179 is a male diagnosed with Asperger syndrome (ADOS=13; FSIQ=102). He had
orthopedic surgery. He is carrying LGD mutations in three SFARI genes: the protein
phosphatase 2 scaffold subunit Abeta gene PPP2R1B (p.V115X), the complement component
4B gene C4B (p.Y1229X), and the calpain 12 gene CAPN12 (p.S481CAPTAX).

PN400182
PN400182 a male diagnosed with Asperger syndrome (ADOS=9; FSIQ=94).

PN400531

PN400531 is a female diagnosed with atypical autism (ADOS=20; FSIQ=37). She suffers
from epilepsy (generalized paroxsysmer of 3-4 Hz with spikes and increased amplitude)
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PN400534

PN400534 is a female diagnosed with atypical autism and ID (ADOS=10; FSIQ=58). She has
dental carries. She is carrying a paternally transmitted frameshift mutation of the SFARI gene
ICAI (pV49X) coding for the islet cell autoantigen 1.

PN400575
PN400531 is a female diagnosed with Asperger syndrome (ADOS=11; FSIQ=94). She was
born premature (1kg at birth).
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DISCUSSION



1. Homogénéité génétique des iles Féroé

Les populations isolées ont un degré supérieur d'homogénéité génétique et
présentent potentiellement un enrichissement en alleles rares. C'est pourquoi ces
populations semblent idéales pour détecter des variants rares et étudier les
interactions géne-gene et géne-environnement ainsi que les effets de la consanguinité
impliqués dans le développement de phénotypes complexes.

La premiere étape de notre étude a été de caractériser, d'un point de vue
génétique, la structure de la population des iles Féroé et nous avons pu confirmer que
la population Féroienne était génétiquement proche d'autres populations
européennes mais qu'il existait effectivement une réduction de 1'hétérogénéité
génétique au sein des individus témoins de notre cohorte par rapport a d'autres
populations.

Le coefficient de consanguinité moyen de la population des iles Féroé apparait,
en effet, significativement supérieur a celui des 11 populations de la phase III du
projet HapMap.

Le niveau de consanguinité médian des individus témoins de notre cohorte
Féroienne est de F=0,015. Cela correspond a un lien de parenté entre les individus de
la population Féroienne de type cousins au deuxieme degré, pour laquelle Fisorique =
0,01563. Ce résultat est proche de celui observé lors de 1'étude de Binzer et
collaborateurs sur la sclérose en plaques aux iles Féroé (F=0.01807) (Binzer et al.,
2015). Nous confirmons ainsi le fait que le niveau de consanguinité est élevé dans les

iles Féroé.
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2. Consanguinité et TSA

En raison de leur histoire démographique, les populations isolées peuvent
connaitre un enrichissement en alleles déléteres présents dans les génomes du petit
groupe de fondateurs dont elles résultent. C'est pourquoi il est possible que les
prévalences de certaines pathologies soient augmentées.

Ainsi, dans la population féroienne, le syndrome de Bardet-Biedl (Hjortshoj et
al., 2009) (Hjortshgj et al., 2009), la mucoviscidose (Schwartz et al., 1995), le déficit
en 3-Methylcrotonyl-coenzyme A carboxylase (Thomsen et al., 2015), la glycogénose
de type IIIA (Santer et al., 2001) et la rétinite pigmentaire (Ostergaard et al., 2011)
ont une fréquence supérieure par rapport aux autres populations européennes. Ce
n'est pas le cas des TSA, dont la prévalence est estimée a 0.94% (Kocovska et al.,

2012).

Lors de notre étude, nous nous sommes intéressés au role de la consanguinité
comme facteur de vulnérabilité aux TSA. Nous avons mis en évidence des taux de
consanguinité significativement plus élevés chez les patients par rapport aux
individus témoins.

De plus, nous avons trouvé un nombre plus important de mutations récessives
déléteres chez les patients par rapport aux témoins appariés et ces dernieres
affecteraient plus souvent des génes trés intolérants aux variations entrainant une

perte de fonction, exprimés dans le cerveau ou associés aux TSA.

Bien que les études portant sur le réle des variants récessifs dans les TSA
soient moins nombreuses, une grande étude de 2013, portant sur plus de 900

patients et plus de 800 individus témoins, avait également trouvé un plus grand
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nombre de mutations LGD rares homozygotes ou hétérozygotes composites chez les
patients par rapport aux individus témoins et estimait que ces mutations

contribueraient jusqu’a 3% de la vulnérabilité aux TSA.

Malgré le fait que la consanguinité apparait étre un facteur de risque pour les
TSA dans les iles Féroé et puisque la prévalence y est similaire a celle des autres
populations européennes, il est possible que le pool génétique de vulnérabilité aux
TSA soit plus limité dans la population Féroienne que dans les autres populations,
moins homogenes, ou un grand nombre d'alleles a risque ségregent, et que cela
puisse contrebalancer les facteurs de risque liés a la consanguinité (Ellefsen et al.,

2007).

Plusieurs études portant sur d'autres isolats génétiques ont mis en évidence
une prévalence des TSA, dans ces populations, similaire a celles de populations non
isolées.

En Finlande, le coefficient de consanguinité moyen de la population, bien que
plus faible que dans les iles Féroé, est relativement élevé (F=0.0118) (Verweij et al.,
2014) et la prévalence des TSA a été estimée en 2000 par Kielinen et collaborateurs a
1.2% (Kielinen et al., 2000).

En Arabie Saoudite, le coefficient de consanguinité moyen (F=0.20-0.30) est
supérieur a celui des iles Féroé (El-Hazmi et al., 1995), la prévalence des TSA est
cependant assez mal documentée, probablement en raison d'outils diagnostics moins
standardisés. Al-Salehi et collaborateurs 1'ont estimée étre, malgré tout, similaire a
celle des pays européens et occidentaux (18/10 000 en 2002 en Arabie Saoudite (Al-

Salehi et al., 2009) alors qu'elle était estimée a 13/10 000 en Europe en 2005

(Fombonne, 2005). Une étude récente sur 19 patients issus d'Arabie Saoudite a par
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ailleurs confirmé que I'architecture génétique des TSA était extrémement hétérogene
méme dans une population treés consanguine (Al-Mubarak et al., 2017).

Une étude menée en Inde par Mamidala et collaborateurs en 2014 a également
mis en évidence que la consanguinité était un facteur de vulnérabilité aux TSA
(Mamidala et al., 2015). Le coefficient de consanguinité moyen en Inde varie en
fonction des régions et des religions allant de F= 0,016 (Karnataka) a F=0,0449
(Pondicherry)(Bittles et al., 2002). Une estimation préliminaire de la prévalence des
TSA en Inde a été menée par Rudra et collaborateurs en criblant plus de 11 000
enfants scolarisés a Kolkata, une métropole en Inde de I'Est, a révélé que seulement
0.23% des enfants seraient atteints de TSA. Cette prévalence est cependant tres
probablement sous-estimée puisque 20% des enfants de la région n'étaient pas
scolarisés (Rudra et al., 2017).

En Islande, la prévalence des TSA a été estimée a 1.2% (Saemundsen et al.,
2013). L'Islande est un isolat génétique ancien ou le niveau de consanguinité de la
population a beaucoup diminué au fil des générations. Aujourd'hui, le niveau de
parenté moyen entre les individus serait de 1'ordre de cousin au 5e degré soit environ

F=0.001 (Arnason, 2003; Helgason et al., 2003, 2008).

En résumé, la consanguinité semble étre un facteur de risque pour les TSA
mais ce risque est modéré puisque, dans les Iles Féroé, les freres et sceurs non

atteints des patients présentent des coefficients de consanguinité du méme ordre.

3. Facteurs génétiques impliqués dans la vulnérabilité aux TSA
dans les iles Féroé

Malgré le nombre réduit de patients de notre étude, celle-ci nous a permis de
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confirmer le role de certains variants dans la vulnérabilité aux TSA et d'identifier 3
nouveaux genes candidats qui pourraient éventuellement nous orienter afin de mieux
comprendre les mécanismes biologiques en jeu et trouver de nouvelles stratégies

diagnostiques et thérapeutiques.

3.1. Identification de variants affectant des génes déja associés
aux TSA

3.1.1. Variants de novo

La composante génétique des TSA est extrémement hétérogene, avec plus de
1000 genes associés aux TSA a ce jour (liste disponible sur le site de Simons
Foundation Autism Research Initiative). L'identification de mutations affectant un
méme locus/géne lors d'études indépendantes permet de conforter le réle de celui-ci,
méme si, dans les TSA, aucun de ces genes ne peut expliquer plus d’1% des cas

(Huguet et al., 2013).

Notre analyse de variants de novo a permis de conforter le role des variants de
la région 22q11 et du gene NRXN1, deux loci déja associés aux TSA lors de plusieurs
études (voir introduction). En effet, NRXN1 (Neurexin alpha 1) est une protéine
d'adhésion cellulaire pré-synaptique qui joue un role clé pour la formation et le
maintien des contacts entre les neurones. Les neurexines se lient aux neuroligines qui
sont des protéines d'adhésions cellulaires post-synaptiques également associées aux
TSA. Par ailleurs, la délétion de la région 22q11 est flanquée de séquences répétées
inversées (IR) et est responsable du syndrome Vélocardiofacial (VCFS) ou syndrome
de DiGeorge dont certaines manifestations sont une déficience intellectuelle, des
troubles de l'apprentissage, de la mémoire, de l'expression et des troubles du

comportement.
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D'autre part, l'un des patients est porteur d'une trisomie 21 (syndrome de

Down). Le syndrome de Down est la cause chromosomique la plus retrouvée chez les
individus avec déficience intellectuelle et concerneraient 12,6/10 000 naissances (de
Graaf et al., 2015). Dans ce syndrome, les patients présentent généralement une
déficience intellectuelle intermédiaire a sévere (Capone et al., 2005).
Les études épidémiologiques montrent que les patients atteints du syndrome de
Down présentent plus fréquemment un TSA par rapport a la population
neurotypique. En effet, 16 a 37% des patients atteints du syndrome de Down auraient
également un diagnostic de TSA (Warner et al., 2014).

D'une facon générale, les capacités sociales et de langage sont souvent
impactées, a des degrés variables, chez les individus ayant une déficience
intellectuelle mais il a été montré que les enfants atteints du syndrome de Down et de
TSA avaient des compétences cognitives et adaptatives plus réduites que les patients
présentant uniquement un syndrome de Down mais également des troubles du
langage et du comportement plus importants (Molloy et al., 2009; Pandolfi et al.,
2018).

De facon intéressante, il a été montré que les apparentés de personnes atteintes du
syndrome Down présentaient plus fréquemment un déficit social (Lowenthal et al.,
2007; Reilly, 2009). Lors d'une étude de 2000, Ghaziuddin et collaborateurs ont
retrouvé un TSA chez 7 des 22 parents de patients Down + TSA (32%) et chez
seulement 1 des 14 parents (7%) de patients Down sans TSA (Ghaziuddin, 2000) .
Rasmussen et collaborateurs en 2001 ont rapporté la présence de TSA, TDAH ou
déficit d'apprentissage chez 5 (20%) apparentés au premier ou second degré des 25

patients avec Down+TSA (Rasmussen et al., 2001) .
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Ces observations semblent indiquer qu'une combinaison d'alleles a risque "multiple

hits" entrerait en jeu dans la vulnérabilité aux TSA des patients Down.

Enfin, nous avons identifié, chez une patiente, un variant faux-sens de novo,
affectant le domaine methyl binding domain (MBD) de MeCP2. MeCP2 est fortement
exprimée dans le systéme nerveux central et joue un réle important dans l'entretien
des synapses en régulant l'expression de nombreux genes (Skene et al., 2010;
Thambirajah et al., 2012). Des mutations de MeCP2 ont été retrouvées chez des
patients atteints du syndrome de Rett qui affecte majoritairement les individus de
sexe féminin (Lyst and Bird, 2015). Les caractéristiques du syndrome de Rett sont
une régression développementale dans la petite enfance suivie d'une stabilisation
ainsi que des déficits cognitifs, comportementaux et physique sévéres. Il est difficile
de conclure sur I'impact de la mutation identifiée chez la patiente puisque cette méme
mutation a été reportée 3 fois dans la base de donnée gnomAD qui compte plus de 90
000 individus et que, par conséquent, sa pénétrance ne doit donc pas étre compleéte.
La patiente a, par ailleurs, un QI proche de la normale, ce qui est peu commun dans
le syndrome de Rett.

Cette méme patiente présente, par ailleurs, une deuxieme mutation de novo
faux-sens (T306M) délétere affectant le gene KIF17 (Kinesin-Like protein 17).
KIF17 est une kinésine spécialisée dans le transport des vésicules contenant la sous-
unité 2B du récepteur NMDA aux dendrites (Yin et al., 2011). KIF17 est impliquée
dans la plasticité synaptique (Yin et al.,, 2012). Une étude de 2010 a permis
d'identifier un variant de novo tronquant KIF17 chez un patient atteint de
schizophrénie (Tarabeux et al., 2010) et une étude de 2015 a mis en évidence un

niveau d'expression plus faible de KIF17 dans les cortex pré-frontaux post-mortem

144



chez les patients atteints de schizophrénie en comparaison avec les individus témoins
(Ratta-Apha et al., 2015).
De facon intéressante, il a été montré que l'expression de KIF17 était régulée par

MeCP2 (Lanz et al., 2013).

3.1.2. Variants récessifs

L'étude des variants hérités impliqués dans les TSA reste épineuse a ce jour.
Cependant, nous avons pu identifier, chez certains patients consanguins, des
mutations homozygotes rares et déléteres dans des genes associés aux TSA

permettant ainsi de confirmer leurs roles potentiels dans la vulnérabilité aux TSA.

L'un de ces genes est KIRREL3, qui code pour une molécule d'adhésion
synaptique (Martin et al., 2015b) et qui a été associé a de nombreux troubles
neurodéveloppementaux comme la déficience intellectuelle et le retard neurocognitif
associé avec le syndrome de Jacobsen mais également les TSA (Bhalla et al., 2008;
Guerin et al., 2012; Talkowski et al., 2012). La mutation identifiée chez une patiente
issue d'une famille consanguine (p.R562L chez PN400528) affecte un résidu
conservé du domaine cytoplasmique de KIRRELS3.

De facon intéressante, cette patiente est également porteuse d'une mutation faux-
sens homozygote (p.N687K) modifiant un résidu glycosylé de la protéine TECTA,
précédemment associée aux TSA (Sanders et al., 2012a) et a la surdité (Verhoeven et

al., 1998b).

Nous avons également pu identifier une mutation homozygote p.E680K

prédite comme délétere et affectant un résidu conservé du domaine fibrinogene de
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CNTNAP2. Des variants de CNTNAP2 ont été impliqués dans les TSA (Alarcon et al.,
2008; Arking et al., 2008; Li et al., 2010; Nascimento et al., 2016; Whitehouse et al.,
2011). Une délétion frameshift d'une paire de base a I'état homozygote a été identifiée
chez des enfants atteints de TSA, de dysplasie corticale, d'épilepsie focale et de
macrocéphalie au sein d'une famille consanguine d'Amishs de I'ancien Ordre (Strauss
et al., 2006).

De facon intéressante, chez le patient porteur du variant homozygote p.E680K
de CNTNAP2, une mutation de PEX6 a également été retrouvée. Les mutations de
PEX6 sont la deuxiéme cause la plus fréquente (10% des cas) dans les troubles du
spectre Zellweger qui sont des troubles autosomiques récessifs rares de la biogenése
du peroxysome (Ebberink et al., 2010; Geisbrecht et al., 1998; Krause et al., 2006; Yik
et al., 2009). Le variant présent chez notre patient (R601Q) a été identifié chez des
patients atteints d'adrénoleucodystrophie néonatale (NALD) et de la maladie de
Refsum infantile (Smith et al., 2016b). Ces deux pathologies font partie du spectre
Zellweger avec, respectivement, une sévérité intermédiaire et modérée. Les troubles
du spectre Zellweger sont associés a une altération de la migration neuronale et du
neurodéveloppement (Gressens et al., 2000; Volpe and Adams, 1972). Les patients
souffrent souvent d'un dysfonctionnement de plusieurs organes, de difficultés
psychomotrices et d'une dégénération sensorineuronale post-développementale
provoquant une perte d'audition et une cécité progressive. Ainsi, il existe un role
important des péroxysomes dans la migration, prolifération, différenciation et survie

des neurones (Berger et al., 2016).
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3.2. Identification de nouveaux génes candidats
L'analyse de variants de novo a permis l'identification de 3 nouveaux genes
candidats pour les TSA dont les roles dans le neurodéveloppement pourraient

permettre d'approfondir nos connaissances sur I'étiologie des TSA.

3.3.1. RIMS4

L'un des patients est porteur d'une mutation non-sens de novo affectant le
gene RIMS4. Le gene RIMS4 (Regulating Membrane Exocytosis 4) code pour une
protéine pré-synaptique qui joue un role clé dans la morphogenese de l'arborisation
dendritique et axonale (Alvarez-Baron et al., 2013). RIMS1 et RIMS3 ont déja été
associés aux TSA (Dong et al., 2014; Iossifov et al., 2012; Kumar et al., 2010). Le
patient présente un QI normal (QI performance = 108 et QI verbal = 116). De facon
intéressante, les protéines RIM interagissent avec les canaux calciques voltage-
dépendants et suppriment leur activité au niveau de la densité pré-synaptique afin de
réguler le relargage de neurotransmetteurs. I1 a été montré que l'inhibition de
I'expression des RIMs-alpha (RIMS1 et RIMS2) résultait en un relargage de
glutamate plus atténué que l'inhibition de l'expression des RIMs-gamma (RIMS3 et
RIMS4). La compétition entre les différentes familles de RIMs, alpha et gamma,
semble donc essentielle pour la régulation de la sécrétion de glutamate au niveau des
synapses (Uriu et al., 2010). Il est ainsi probable que la mutation stop de novo de
RIMS4 perturbe la régulation fine du relargage de glutamate aux synapses et

contribue alors au TSA du patient.

3.3.2 KALRN
Le géne KALRN code pour un facteur d'échange nucléotidique de guanine

(Kinase Kalirin rho-GEF) présentant une forte homologie avec le géne TRIO, déja
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associé aux TSA (De Rubeis et al., 2014). Le gene KALRN est soumis a un épissage
alternatif aboutissant a au moins 4 isoformes. La mutation de novo de KALRN
(p.N2024D) identifiée chez le patient touche un acide aminé clé du domaine Guanine
Exchange Factor de la protéine, trés conservé au cours de 1'évolution et déja présent
chez Drosophilia melanogaster et Caenorhabditis elegans. Cette mutation semble
affecter uniquement les isoformes Kal-9 et Kal-12.

Bien que l'isoforme la mieux caractérisée soit Kal-7, certaines études ont mis
en évidence le réle important des isoformes Kal-9 et -12 de la protéine dans le
neurodéveloppement et la croissance neuronale car il permettrait notamment de
réguler la plasticité structurelle et fonctionnelle des épines dendritiques. Ces
isoformes sont fortement exprimées dans le tissu neuronal durant le développement
embryonnaire et leur expression est tres diminuée dans le cerveau adulte (Yan et al.,
2015). Chez la souris, des défauts d'arborisation dendritique ont été observées en
I'absence de ces isoformes durant le développement précoce (Yan et al., 2015). Plus
récemment, il a été montré que 1'altération de Kal-9 pouvait conduire a une réduction
du branchage dendritique réduit et de la taille des épines dendritiques (Russell et al.,
2017).

Plusieurs études ont mis en évidence une association entre les variants de
KALRN, son niveau d'expression et la schizophrénie (Deo et al., 2012; Kushima et al.,
2012) ainsi que d'autres troubles comme les TDAH (Lesch et al., 2008), la maladie de
Hungtinton ou d'Alzheimer (Murray et al., 2012; Youn et al., 2007).

La voie de signalisation Kalirin pourrait donc étre également impliquée dans la
vulnérabilité aux TSA et pourrait donc constituer une nouvelle piste thérapeutique

pour les patients.
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3.3.3 PLA2G4A
PLA2G4A est un gene synaptique codant pour la phospholipase calcium-

dépendante cytosolique A2 o et qui a été associé a la schizophrénie a travers

l'identification de variants lors d'analyses GWAS (Nadalin et al., 2008, 2013; Pae et
al., 2004; Peet et al., 1998; Rybakowski et al., 2003; Tao et al., 2005, 2006) ou de
déséquilibre de transmission familiale (Hemmings et al., 1998).

PLA2G4A joue un role important dans le métabolisme membranaire en
permettant la libération d'acide arachidonique via 1'hydrolyse des phospholipides
membranaires. Elle serait impliquée dans la neurotransmission, la maturation
cérébrale, le développement cortical et le remodelage synaptique (Law et al., 2006).
Les souris KO pour Pla2g4a présentent des anomalies de maturation neuronale
(fente synaptique réduite) (Qu et al., 2013b) et de potentation a long terme (LTP) (Su
et al., 2013b).

De plus, PLA2G4A pourrait étre lié a la sévérité des symptémes des patients
schizophrenes (Tao et al., 2006).
Le patient (PN400102) porteur de la mutation de novo altérant PLA2G4A (p.R485C)

ne présente pas de déficience intellectuelle.

De facon intéressante, il a été mis en évidence un role de la phospholipase A2
(PLA2) dans les effets neurotoxiques du méthylmercure puisque l'addition de
méthylmercure dans le milieu de culture entrainerait le relarguage, par les cellules,
d'acide arachidonique, de facon dose-dépendante, témoignant ainsi de l'activité de la
PLA2. Ce relarguage serait atténué par l'ajout d'inhibiteur de PLA2 (Mazerik et al.,

2007; Shanker, 2004; Shanker et al., 2003).
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Il a aussi été montré que PLA2 était impliquée dans la réponse a la vitamine D
puisque les cellules relarguaient d'avantage d'acide arachidonique en présence de
calcitriol (forme hormonale active de la vitamine D) dans le milieu de culture (Gentili

et al., 2004; Pirianov et al., 1999).

L'identification de ces variants de novo, susceptibles de jouer un role dans le
développement de TSA et affectant différentes protéines, souligne encore une fois le
fait que la composante génétique des TSA implique de nombreux processus de
régulation et de signalisation mais qui toutefois semblent toujours interconnectés
puisque chacune de ces protéines semblent jouer un rdle clé dans le

neurodéveloppement au niveau synaptique.

D'autre part, il est intéressant de noter que, parmi ces variants, deux ont été
associés, par plusieurs études, a la schizophrénie, ce qui confirmerait le recoupement
entre les facteurs génétiques de vulnérabilité aux TSA et a la schizophrénie (Burbach

and van der Zwaag, 2009; Carroll and Owen, 2009; Warrier et al., 2016).

4. Role combiné des différents types de variants dans la
vulnérabilité aux TSA

L'architecture génétique des TSA étant complexe et variée, nous avons voulu
estimer le role potentiel de chaque type de variants dans la vulnérabilité aux TSA

dans les iles Féroé.

4.1. Implication des variants fréquents
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Les études d'héritabilité ont pu montrer le réle important des variants
fréquents (MAF>5%), ayant chacun des effets limités, dans la vulnérabilité aux TSA
et il a été estimé qu'ils représenteraient 49% du risque contre 3% pour les mutations
rares et 3% pour les mutations de novo (Gaugler et al.,, 2014). Malgré ces
observations, l'identification de tels variants reste a ce jour difficile en raison de leur
grand nombre et de leurs tailles d'effets faibles mais également de I'extréme diversité
phénotypique des TSA.

Les collaborations mises en place afin d'augmenter la taille d'échantillon et
ainsi le pouvoir statistique des études GWAS, n'avaient, jusqu'ici, pas été suffisantes
et n'avaient permis l'association d'aucun SNP ni d'aucun gene aux TSA de facon
significative a I’échelle du génome entier (Geschwind and State, 2015). Ce n'est que
tres récemment, lors d'une méta-analyse regroupant plus de 18 000 patients TSA et
27 000 individus témoins, que Grove et collaborateurs ont pu identifier 5 loci

associés significativement aux TSA a 1'échelle du génome entier (Grove et al., 2017).

C'est pourquoi il n'est pas étonnant que, lors de notre analyse GWAS sur notre
cohorte des iles Féroé, aucun marqueur n'ait pu étre significativement associé aux

TSA al'échelle pangénomique puisque I'effectif de la cohorte est tres réduit.

Afin de déterminer l'effet cumulé des différents marqueurs individuels mais
aussi de mieux comprendre les mécanismes fonctionnels en jeu, nous avons
également réalisé une analyse de genes issus de ces résultats GWAS a l'aide de
MAGMA. Malgré l'absence de résultats robustes statistiquement, I'ensemble de ces
analyses nous a permis de mettre en avant certains genes (TNIK, TMEFFz2,
WHAMM) susceptibles de jouer un réle dans le développement des troubles chez les
patients.
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Par ailleurs, toujours dans le but de prendre en compte la contribution, de
facon additive, de plusieurs variants fréquents ayant des effets limités, nous avons
estimé le Polygenic Risk Score pour les TSA (PRS-ASD) de chaque individu de la
cohorte. Ce score permet de regrouper les effets génétiques d’'un ensemble de
marqueurs qui n’atteignent pas, de facon individuelle, le seuil de significativité lors
des études d’associations (Chatterjee et al., 2013; Dudbridge, 2013; 2009).

Nous avons obtenu des scores ASD-PRS plus élevés chez les patients par
rapport aux témoins soulignant 1'importance des variants communs dans 1'étiologie
des troubles. Ainsi, la contribution des variants communs pourrait étre plus grande
dans I'étiologie des TSA sans déficience intellectuelle. C'est également ce qu'avaient
conclu Grove et collaborateurs lors de leur étude sur plus de 18 000 patients et 27
000 individus témoins visant a estimer 1'héritabilité des TSA puisqu'ils avaient mis en
évidence une héritabilité supérieure des TSA pour les patients Asperger par rapport
aux patients avec déficience intellectuelle (Grove et al., 2017) .

L'architecture génétique des TSA, tres hétérogene, pourrait également varier
en fonction des différentes formes de TSA (par exemple, avec ou sans déficience
intellectuelle). C'est déja ce que suggéraient les résultats de nombreuses analyses de
variants de novo montrant un exces de variants de novo causaux chez les patients
TSA avec déficience intellectuelle par rapport aux patients avec un QI normal (De
Rubeis et al., 2014; Iossifov et al., 2014; Samocha et al., 2014; Sanders et al., 2015).

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que le risque polygénique pour les
TSA était associé a de meilleures performances cognitives et une meilleure réussite
scolaire (Bulik-Sullivan et al., 2015; Clarke et al., 2016; Okbay et al., 2016).

Cependant, lors de leur approche de test de déséquilibre de transmission
polygénique sur plus de 6000 familles de patients TSA, Weiner et collaborateurs ont
estimé que l'importance des variants communs était similaire chez les patients avec
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ou sans déficience intellectuelle. Les variants communs et les variants rares
contribueraient a la vulnérabilité génétique aux TSA de maniéres différentes (Weiner
et al., 2017).

Il est, dans tous les cas, tout a fait probable que 1'hétérogénéité génétique des

TSA s'étende aux différents types de TSA.

4.2. Implications des variants rares

Par définition, un variant rare est présent chez moins d’1 % de la population, il

peut étre hérité ou bien de novo.

Un grand nombre d'études montrent que la quantité de CNVs de novo chez les
patients serait supérieure a celles des individus témoins (Levy et al., 2011; Marshall et
al., 2008; Sanders et al., 2011; Sebat et al., 2007; Szatmari et al., 2007).

Nous avons également mis en évidence un plus grand nombre de CNVs
exoniques chez les patients de cette cohorte féroienne par rapport aux individus
témoins, qu'il s'agisse de délétions ou de duplications, ainsi qu'un plus grand nombre
de délétions affectant des geénes listés dans SFARI, intolérants aux variants
entrainant une perte de fonction (pLI>0,9) ou exprimés dans le cerveau et un plus
grand nombre de duplications affectant des génes exprimés dans le cerveau.

Nous avons détecté la présence de CNV de novo pour 2-3 patients, soit 5,6-
8,3% de notre cohorte. Cela correspond avec les fréquences de CNVs de novo
rapportées par la littérature chez les patients TSA dans d'autres populations
européennes (5-15%) (Glessner et al., 2009; Pinto et al., 2014). Il est tres probable
que ces CNVs de novo soient suffisamment pénétrants pour expliquer les TSA des
patients.
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Le taux de SNVs de novo lors de notre étude est de 0.93 événement par exome
pour les patients et 0.96 pour les freres et soeurs non atteints. Ce taux est similaire a
ceux retrouvés dans d'autres études (Neale et al., 2012; Sanders et al., 2015). Aucun
indel de novo n'a été identifié.

En revanche, nous n'avons pas trouvé d'augmentation du nombre total de
variants de novo chez les patients par rapport a leurs fréres et soeurs non atteints.
Aucune différence significative n'a été observée en analysant spécifiquement les
mutations déléteres et celles affectant des genes exprimés dans le cerveau,
contrairement a ce qui a été retrouvé lors de plus grandes études (Sanders et al.,
2012a). Nous n'avons pas trouvé de corrélation entre le nombre de mutations de novo
et le QI des patients ou leur sexe, ce qui est en accord avec la littérature (Sanders et

al., 2012a).

Les variants rares hérités sont, quant a eux, plus complexes a interpréter en
raison de leur pénétrance bien souvent incomplete. Cependant, lors de notre analyse
CNVs, nous avons pu identifier chez un patient une déletion maternelle de IMMP2L

et une duplication maternelle de TBL1XR1 chez un autre patient.

Nous avons également détecté plusieurs variants LGD altérant des genes
connus pour les TSA (GRIK2, ASMT) portés soit exclusivement soit plus
fréquemment par des patients que par les individus témoins mais il nous faudrait
répliquer ces résultats sur un deuxiéme groupe de patients indépendants afin de

confirmer leur contribution dans la vulnérabilité aux TSA dans les iles Féroé.

154



Notre étude montre que les facteurs génétiques de vulnérabilité aux TSA
semblent étre identiques dans les iles Féroé par rapport aux autres populations
européennes. Nous avons pu identifier des causes génétiques des TSA déja connues
mais aussi de nouveaux genes candidats.

Toutefois, les loci identifiés par notre étude ne se situent pas dans les régions
de vulnérabilité aux TSA mises en évidence lors d'une étude d'association sur plus de
600 marqueurs microsatellites dans les iles Féroé par Lauritsen et collaborateurs en
2005 (association de marqueurs dans les régions 2q, 3p, 6q, 159, 16p et 18q)

(Lauritsen et al., 2006).

5. Autres facteurs de vulnérabilité aux TSA

Parmi les 18 patients pour lesquels aucun facteur de vulnérabilité génétique
n'a été retrouvé, 3 sont nés prématurément. Plusieurs études montrent une
association entre la prématurité et les TSA (Hack et al., 2009; Johnson et al., 2010;
Kuban et al., 2009; Lampi et al., 2012; Limperopoulos et al., 2008; Mahoney et al.,
2013; Schendel and Bhasin, 2008).

La prématurité semble étre un facteur de risque pour les TSA comme le
montre I'augmentation de leur prévalence chez les enfants nés prématurément. Cette
augmentation est inversement proportionnelle a 1'age gestationnel de 1'enfant a la
naissance. Ainsi, chez les tres grands prématurés, la prévalence des TSA atteint
jusqu'a 15-26% (Johnson et al., 2010; Joseph et al., 2016; Limperopoulos, 2009). La
prématurité peut, en effet, perturber le neurodéveloppement dans ses phases les plus
actives et ainsi causer des retards développementaux (Ajayi-Obe et al., 2000; Inder et
al., 2005; Kapellou et al., 2006). Plusieurs mécanismes ont été proposés pour

expliquer le risque de TSA lié a la prématurité comme la présence de déficits
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sensoriels et moteurs chez ces enfants, des lésions précoces de la substance blanche

ou du cervelet (voir pour revue (Limperopoulos, 2009).

6. Points forts et points faibles de notre étude

Le fait que les patients soient issus d'un isolat génétique pourrait étre la cause
de résultats atypiques et non généralisables a la population générale. Méme si cela ne
peut pas étre completement exclu, nos résultats semblent indiquer que les causes
génétiques des TSA dans les iles Féroé sont similaires a celles observées dans les
autres populations européennes et occidentales.

Malgré le fait qu'il s'agisse d'une cohorte épidémiologique comportant tous les
cas détectés de TSA dans les iles Féroé chez les enfants nés entre 1985 et 1994,
'effectif de notre cohorte est relativement limité. Une estimation réalisée avec le
Genetic Power Calculator de Shaun Purcell 2008
(http://zzz.bwh.harvard.edu/gpc/cc2.html) nous indique que, pour un odd-ratio des
génotypes hétérozygote/homozygote de 1.5/1.6, notre étude n'a que 8.4% de pouvoir
statistique en étude d'association et qu'il nous faudrait 974 patients afin d'obtenir
80%.

Il est donc difficile d'obtenir des résultats statistiques dans une telle cohorte.
Cependant, malgré le nombre réduit d'individus, il est important de souligner que la
cohorte semble représentative de la population totale des iles Féroé (Kocovska et al.,
2013).

Par ailleurs, 1'un des atouts majeurs de notre étude est qu'elle porte sur une
cohorte épidémiologique a 1'échelle d'une population entiére et évaluée a l'aide
d'outils standardisés et reconnus ou une deuxieme évaluation des patients, sept ans
plus tard, a permis de confirmer leur diagnostic. La cohorte épidémiologique étudiée

a permis de recenser tous les cas, a 1'échelle du pays entier, de TSA chez les enfants
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nés entre 1985 et 1994, sans qu'ils n'aient été adressés chez un clinicien par un proche
ou un professeur.

Ainsi, malgré le manque de pouvoir statistique du a I'effectif réduit de patients,
notre cohorte s'avere idéale pour identifier les causes génétiques impliquées dans la

vulnérabilité aux TSA dans les iles Féroé durant cette période.
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CONCLUSION



Les TSA forment un groupe de troubles neurodéveloppementaux extrémement
hétérogene aussi bien sur le plan clinique que dans leur architecture génétique. En
effet, la vulnérabilité aux TSA fait intervenir tous les types de variants, qu’ils soient
communs, rares ou de novo, démontrant ainsi la complexité de ces troubles avec un

grand nombre de facteurs de risque génétiques différents dans la population.

A ce jour, un grand nombre de genes ont été associés aux TSA mais peu
d’études ont été réalisées sur des cohortes épidémiologiques et dans des populations
isolées.

Lors de cette étude, nous avons combiné 1'analyse des données de génotypage
et de séquencage d'exome de 357 individus (36 patients, 136 apparentés des patients,
185 témoins) afin de mieux caractériser l'architecture génétique des TSA au sein
d'une cohorte épidémiologique comportant tous les cas détectés de TSA dans les iles

Féroé chez les enfants nés entre 1985 et 1994.

Dans un premier temps, nous avons étudié la structure génétique de la
population des iles Féroé et nous avons pu montrer qu'il s'agissait effectivement
d'une population a forte composante européenne dont la diversité génétique était
réduite par rapport aux autres populations du projet HapMap. Le coefficient de
consanguinité médian des individus témoins de notre cohorte (F=0,015) indiquerait
une relation entre les individus Féroiens de type cousin au second degré.

De facon intéressante, ce coefficient de consanguinité était significativement plus
élevé chez les patients par rapport aux individus témoins. La consanguinité pourrait

donc étre un facteur de risque modéré pour le développement de TSA.
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L'analyse des différents types de variants a révélé que 1'architecture génétique
des TSA dans les iles Féroé ne semblait pas différente de celle des autres populations
européennes.

Notre analyse GWAS n'a pas permis l'association significative de marqueur a
I'échelle du génome entier mais ce résultat était attendu étant donné les grandes
difficultés a obtenir de tels signaux méme lors de cohortes regroupant plusieurs
milliers de patients. Cependant, nous avons tout de méme pu mettre en avant le role
des variants communs dans 1'étiologie des TSA puisque le Polygenic Risk Score des
patients était significativement supérieur a celui des individus témoins.

Enfin, nous avons pu détecter une mutation en cause des TSA chez 11% des
patients a travers l'identification de mutations déléteres dans des génes déja associés
aux TSA. Pour 39%, au moins une mutation fortement délétere dans des geénes
candidats a été détectée. L'analyse des variants de novo a permis notamment de
mettre en évidence 3 nouveaux genes candidats pour les TSA impliqués dans la
plasticité synaptique : RIMS4, KALRN et PLA2G4A.

Pour 50% des patients, aucune cause génétique n'a pu étre identifiée a ce jour. Trois
d'entre eux étant nés tres prématurément, cela pourrait expliquer pourquoi, chez ces

patients, nous n'avons pu détecter de variants causaux.

A travers notre étude, nous montrons donc qu'il est possible de détecter les
différents types de variants, communs et rares, contribuant a la vulnérabilité aux TSA
dans une cohorte épidémiologique issue population isolée malgré 1'effectif réduit de
la population.

Nos résultats indiquent que, dans la population Féroienne, la composante
génétique des TSA semble étre similaire a celle d'autres populations européennes et
que la consanguinité serait un facteur de risque supplémentaire mais modéré.
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