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Abstracto

Se ha descubierto repetidamente que las variantes del niumero de copias
(CNVs) causan o predisponen a trastornos del espectro autista (ASDs). Para
fines de diagnostico, se seleccionaron 194 individuos con ASDs para CNV
utilizando Illumina SNP arrays. En varios probands, también analizamos genes
candidatos localizados en supresiones heredadas para desenmascarar las
variantes autosdmicas recesivas. Tres CNVs, una triplicacion de novo del
cromosoma 15ql1-gl2 de origen paterno, una delecién en el cromosoma 9p24
y una delecién de novo 3g29, fueron identificados como la causa del trastorno
en un individuo cada uno. Se considero posible una causa autosémica recesiva
en dos pacientes: una delecion 1p31.1 homocigdtica que abarcaba PTGER3 y
una deleciéon de todo el gen DOCK10 asociado con una variante rara de sentido
erréneo hemizigoso. También identificamos varias CNVs privadas o
recurrentes, la mayoria de las cuales fueron heredadas de padres



asintomaticos. Aunque muy raras veces se detectaron NVC o variantes
heredadas de forma autosémica recesiva, nuestros resultados apoyan
principalmente la hip6tesis de que la mayoria de las CNV contribuyen a los ASD
en asociacién con otras CNV o variantes puntuales localizadas en otras partes
del genoma. La identificacion de estas interacciones genéticas en individuos
con TEA constituye un desafio formidable. Nuestros resultados apoyan
principalmente la hip6tesis de que la mayoria de CNVs contribuyen a los TEA
en asociacion con otras CNVs o variantes puntuales localizados en otras partes
del genoma. La identificacion de estas interacciones genéticas en individuos
con TEA constituye un desafio formidable. Nuestros resultados apoyan
principalmente la hip6tesis de que la mayoria de CNVs contribuyen a los TEA
en asociacién con otras CNVs o variantes puntuales localizados en otras partes
del genoma. La identificacion de estas interacciones genéticas en individuos
con TEA constituye un desafio formidable.
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Introduccion

El autismo es un trastorno neuropsiquiatrico caracterizado por interacciones y
comunicacion social dafiadas, asi como comportamientos restringidos, repetitivosy / o
estereotipados. El término trastornos del espectro autista (TEA) ahora se utiliza
comUnmente para designar este grupo de enfermedades de desarrollo altamente
heterogéneas y complejas. El autismo se asocia con discapacidad intelectual (ID) en —~
75 % en los pacientes y con epilepsia o anomalias EEG en — 15-25 % . Los TEA son
Mas comunes en pacientes varones que en mujeres, en una proporcion de 4: 1 que
puede alcanzar 10: 1 en formas con habilidades cognitivas normales. 1

Como se indica por el aumento del riesgo de recurrencia en las familias y la
concordancia en parejas de gemelos, los TEA se determinan genéticamente en gran
medida. 12 Estudios recientes han demostrado que los TEA pueden ser causados por
mutaciones puntuales, deleciones, duplicaciones y anomalias cromosdémicas raras y
altamente penetrantes que pueden surgir de novo o ser heredadas. 2-4:3:6.72.8.2 | og
trastornos monogénicos conocidos representan el 2-5 % de los casos sindrémicos; El
sindrome X fragil suele ser la causa mas frecuente, seguido por el sindrome de
macrocefalia PTEN y la esclerosis tuberosa, cada uno de los cuales representa < 1 % de
las personas con TEA. 119 Se encuentran grandes variantes de nimero de copias
(CNVs) en el 5-10 % de los pacientes autistas, especialmente en aquellos con ASDs
sindrémicos. 2-11: 12 varias CNVs se han identificado repetidamente en individuos con
ASD, tales como deleciones o duplicaciones en los cromosomas 15q11-q13, 16p11.2,
70911.23 y 22g13. 4:2:13 Las CNVs privadas en individuos con autismo a menudo alteran
los genes que codifican proteinas sinapticas, tales como neuroliginas, neurexinas y
proteinas SHANK, o proteinas de adhesion celular neuronal, las cuales tienen papeles
importantes en neurodesarrollo y / o neurotransmision. 2-14.15.16.17 gin embargo, la
mayoria de CNVs y variantes en genes implicados en el autismo hasta ahora se
encuentran también en otros trastornos del neurodesarrollo, tales como ID sin rasgos
autistas y / o la esquizofrenia. 1218 Estudios recientes apuntan a la herencia poligénica
u oligégena. ¢-12-19 De hecho, la mayoria de las anomalias identificadas se han asociado
con fenotipos muy variables y parecen insuficientes para causar ASDs por si mismos. Es
probable que las interacciones genéticas (epistasis) entre variantes raras tengan un
papel importante en la etiologia de los TEA. 12:16.17 Sin embargo, la mayoria de las CNV
y variantes de los genes implicados en el autismo hasta ahora también se encuentran
en otros trastornos del desarrollo neuroldgico tales como el ID sin rasgos autistasy / o
esquizofrenia. 12 18 Estudios recientes apuntan a la herencia poligénica u

oligbgena. 1. 12 De hecho, la mayoria de las anomalias identificadas se han asociado
con fenotipos muy variables y parecen insuficientes para causar ASDs por si mismos. Es



probable que las interacciones genéticas (epistasis) entre variantes raras tengan un
papel importante en la etiologia de los TEA. 12:16.17 Sin embargo, la mayoria de las CNV
y variantes de los genes implicados en el autismo hasta ahora también se encuentran
en otros trastornos del desarrollo neurolégico tales como el ID sin rasgos autistasy / o
esquizofrenia. 2 18 Estudios recientes apuntan a la herencia poligénica u

oligégena. &1 12 De hecho, la mayoria de las anomalias identificadas se han asociado
con fenotipos muy variables y parecen insuficientes para causar ASDs por si mismos. Es
probable que las interacciones genéticas (epistasis) entre variantes raras tengan un
papel importante en la etiologia de los TEA. La mayoria de las CNV y las variantes de los
genes implicados en el autismo hasta ahora también se encuentran en otros trastornos
del desarrollo neurolégico, tales como ID sin rasgos autistasy / o

esquizofrenia. 2 18 Estudios recientes apuntan a la herencia poligénica u

oligégena. 1712 De hecho, la mayoria de las anomalias identificadas se han asociado
con fenotipos muy variables y parecen insuficientes para causar ASDs por si mismos. Es
probable que las interacciones genéticas (epistasis) entre variantes raras tengan un
papel importante en la etiologia de los TEA. La mayoria de las CNV y las variantes de los
genes implicados en el autismo hasta ahora también se encuentran en otros trastornos
del desarrollo neurolégico, tales como ID sin rasgos autistas 'y / o

esquizofrenia. 12 8Estudios recientes apuntan a la herencia poligénica u

oligbgena. -1 1%De hecho, la mayoria de las anomalias identificadas se han asociado
con fenotipos muy variables y parecen insuficientes para causar ASDs por si mismos. Es
probable que las interacciones genéticas (epistasis) entre variantes raras tengan un
papel importante en la etiologia de los TEA. 18Estudios recientes apuntan a la herencia
poligénica o oligogénico. ¢-17-19De hecho, la mayoria de las anomalias identificadas se
han asociado con fenotipos muy variables y parecen insuficientes para causar ASDs por
si mismos. Es probable que las interacciones genéticas (epistasis) entre variantes raras
tengan un papel importante en la etiologia de los TEA. 18Estudios recientes apuntan a la
herencia poligénica o oligogénico. 81 12De hecho, la mayoria de las anomalias
identificadas se han asociado con fenotipos muy variables y parecen insuficientes para
causar ASDs por si mismos. Es probable que las interacciones genéticas (epistasis)
entre variantes raras tengan un papel importante en la etiologia de los TEA.

En este estudio, hemos examinado 194 sujetos con ASD utilizando SNP microarrays
para evaluar las causas gendmicas y establecer el diagnéstico de sindrome genético. Se
considerd que tres tromboliticas heterozigéticas, una triplicacion de novo del
cromosoma 15ql11-gl2 de origen paterno, una deleciéon distal en el cromosoma 9p24 y
una delecion de novo 3929, y una delecibn homocigética en el cromosoma 1p31.1 que
abarca PTGER3 causan probablemente el trastorno en cuatro Personas. Ademas, se
seleccionaron genes candidatos ubicados en deleciones heredadas para desenmascarar
las variantes autosdmicas recesivas en tres pacientes, y se encontré una rara variante
missense en DOCK10 asociado con una delecidon heredada en el cromosoma 2g en un
individuo.

materiales y métodos

Descripcion de Cohort

En este estudio se incluyeron por primera vez 200 sujetos con ASD (168 varones y 32
mujeres) reclutados en el Centre de Référence déficience intellectuelle de causes rares,
en el Centre Diagnostic Autisme, en el Hospital Pitié-Salpétriere de Paris, Fondation
Lejeuné 'durante un periodo de 3 afios (2009-2011). Los casos indice fueron evaluados
con la entrevista diagnoéstica de autismo revisada (ADI-R): 167 casos indice (83,5 % )
tenian autismo con ID y 33 (16,5 % ) tenian sindrome de Asperger o autismo de alto
funcionamiento basado en los criterios DSM IV-TR ; 85 % (170 / 200) de los pacientes
eran casos esporadicos. El examen sistematico preliminar incluyé el cariotipo, el cribado
del sindrome X fragil y los analisis metabdlicos o genéticos especificos, Incluyendo
andlisis de hibridacioén in situ por fluorescencia (FISH) de regiones implicadas en
sindromes Williams-Beuren y Smith-Magenis y seleccién del gen RAI1 para pacientes
seleccionados que presentan caracteristicas clinicas compatibles. Estos analisis
permitieron un diagndstico clinico en seis varones, uno con sindrome X fragil, dos con



un cromosoma 15 supernumerario de origen materno, uno con una deleciéon 7q11.23,
uno con una delecién 17pl11.2 y otro con una mutaciéon RAIL . Estos seis individuos
fueron excluidos de otros analisis. El andlisis de CNV se realiz6 por lo tanto en 194
sujetos. Consentimiento informado, se obtuvo de cada individuo o su / sus padres antes
de la extraccién de sangre. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las
directrices y la legislacion francesa. Estos analisis permitieron un diagndstico clinico en
seis varones, uno con sindrome X fragil, dos con un cromosoma 15 supernumerario de
origen materno, uno con una delecién 7g11.23, uno con una delecién 17pl11.2 y otro
con una mutacion RAIL . Estos seis individuos fueron excluidos de otros analisis. El
analisis de CNV se realiz6 por lo tanto en 194 sujetos. Consentimiento informado, se
obtuvo de cada individuo o su / sus padres antes de la extraccion de sangre. Todos los
experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices y la legislacién francesa. Estos
andlisis permitieron un diagnéstico clinico en seis varones, uno con sindrome X fragil,
dos con un cromosoma 15 supernumerario de origen materno, uno con una delecion
7911.23, uno con una deleciéon 17p11.2 y otro con una mutacion RAI1 . Estos seis
individuos fueron excluidos de otros analisis. El analisis de CNV se realiz6 por lo tanto
en 194 sujetos. Consentimiento informado, se obtuvo de cada individuo o su / sus
padres antes de la extraccion de sangre. Todos los experimentos se realizaron de
acuerdo con las directrices y la legislacion francesa. Estos seis individuos fueron
excluidos de otros analisis. El analisis de CNV se realiz6 por lo tanto en 194

sujetos. Consentimiento informado, se obtuvo de cada individuo o su / sus padres antes
de la extraccién de sangre. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las
directrices y la legislaciéon francesa. Estos seis individuos fueron excluidos de otros
analisis. El analisis de CNV se realizé por lo tanto en 194 sujetos. Consentimiento
informado, se obtuvo de cada individuo o su / sus padres antes de la extraccion de
sangre. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices y la
legislacion francesa.

Arrays SNP de alta densidad

El ADN genémico se extrajo de células sanguineas usando procedimientos
convencionales de fenol-cloroformo o solucién salina. Los casos de indices y los padres
de individuos con CNVs posiblemente patdégenos fueron genotipados utilizando
microarrays 370CNV-Quad ( n = 20), 660W-Quad ( n = 27) o cytoSNP-12 ( n = 147)
(Illumina, San Diego, CA, ESTADOS UNIDOS). Se realizaron experimentos de
microarray lllumina automatizados de acuerdo con las especificaciones del

fabricante. La adquisicion de imagenes se realizé utilizando un sistema iScan
(lllumina). El analisis de imagenes y la automatizacion de llamadas CNV se realiz6
utilizando GenomesStudio v.2011.1 y CNVPartition v.3.1.6 con el umbral de confianza
predeterminado de 35. También se utilizé6 un umbral de tamafio de 20 kb para los
individuos analizados con 660W-Quad microarrays, como CNVs < 20 kb detectado por
estos arrays demostrado ser falsos positivos. Las CNVs identificadas se compararon
sistematicamente con las presentes en la Base de Datos de Variantes Gendmicas (DGV),
excluyendo los estudios basados en BAC, utilizando un oleoducto interno de
bioinformatica, para evaluar su frecuencia en poblaciones de control. Sélo se
consideraron CNVs idénticos (breakpoints y niUmero de copias) a o totalmente incluidos
en los descritos en la DGV; Se consideraron novedosos microordenamientos que se
superponian parcialmente a CNVs descritos en DGV o0 con un nidmero de copias
discordantes. Las CNV con una frecuencia menor de alelos =1 % en al menos un
estudio que comprendia =30 controles se excluyeron de un analisis posterior. CNVs que
abarcan regiones de codificacion, y con una frecuencia <1 % , Fueron considerados
como posiblemente perjudiciales y fueron buscados en los padres de los pacientes
cuando el ADN estaba disponible (_ Figura 1 ]. Las frecuencias de CNV se compararon
con las pruebas exactas de Mann-Whitney o de Fisher unilateral. Los genes candidatos
presentes en las CNV se compararon con los presentes en AutDB

( http://www.mindspec.org/autdb.html ). 2

Figura 1.



Estrategia utilizada para la seleccion de CNV raras, posiblemente

perjudiciales. Los criterios incluyeron la presencia de regiones codificantes en la
NVC, una frecuencia aleatoria menor (MAF) <1 % en la DGV,

una nueva aparicion de la NVC, una asociacién previa con ASDs, la recurrencia
de NVC raras en nuestra cohorte y la Presencia de genes de interés (es decir,
expresada en el cerebro y con una funcién relacionada con la de los genes
previamente involucrados en los ASDs). Las CNV destacadas en este estudio se
indican en cursiva para cada subcategoria.

Figura completa y leyenda (98 K )

Andlisis de genes candidatos por secuenciacion de Sanger

Se disefiaron pares de cebadores especificos (disponibles a peticion) para examinar las
regiones codificantes de DOCK10 , DOCKS8 , NYAP2 , SMARCA2y ATP2C2 en un contexto
de investigacion. Las reacciones de secuencia directa e inversa se realizaron con el Kit
de Reaccioén Lisos de Secuencia de Ciclo de Terminador Big Dye (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). Los productos de la secuencia purificada con G50 se ejecutaron
en un secuenciador automatizado ABI 3730 (Applied Biosystems) y los datos se
analizaron con el software Seqgscape v.2.6 (Applied Biosystems). Las variantes de
Missense se evaluaron in silico para posible patogenicidad usando PolyPhen-2

( http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ ), SIFT ( http://sift.bii.a-star.edu.sg/ ) y SNPs
&

Analisis de marcadores de microsatélites

Tres marcadores de microsatélites en la regiéon 15q11-q13 (D15S128, D15S122 y
D15S822) se utilizaron para seguir la transmision de los alelos, como ya se ha
descrito. 13

La fluorescencia in situ hibridacion

Para confirmar los resultados de la matriz, se realizaron analisis de FISH en linfocitos de
sangre periférica con las sondas subtelomere 9p, UBE3A (Cytocell, Cambridge, UK) y
RP1-196F4 en 3029, de acuerdo con las recomendaciones del proveedor.

Analisis de metilacion

Se realiz6 el analisis de metilacion Total para el sujeto con el 15g11-q12 triplicaciéon
(8082), un paciente con sindrome de Angelman presenta con rasgos autistas, se
informd anteriormente, X2 y dos controles machos jévenes por IntegraGen SA (Evry
Francia). Se llevé a cabo la conversion de bisulfito de ADN para convertir nucleétidos de
citosina no metilados en uracilo. EIl DNA convertido se hibridé en Infinity
HumanMethylation450 BeadChips (lllumina), de acuerdo con las especificaciones del
fabricante. Microarrays fueron escaneados con un lllumina BeadArray Reader, y los
datos fueron analizados utilizando GenomeStudio (lllumina).

Resultados

Un total de 130 CNVs que abarcan al menos un exén y ausente o raro (menor
frecuencia de alelo <1 % ) en la DGV se encontraron en 94 sujetos con TEA ( Tabla
Suplementaria S1 ). Estas CNVs incluyeron una triplicacién, 82 duplicaciones, 46
deleciones heterocigotas y una delecién homocigdética. El tamafio de las CNV oscilé entre
5y 4480 kb, con una mediana de 138 kb. ADN de ambos padres de 48 pacientes
estaba disponible para la investigacion de la transmisiéon de la CNV. Tres CNVs, una
triplicacion de 15g11-q12, una delecion en el cromosoma 3929 y una duplicacién de
16pll1.2, estaban ausentes de ambos padres, demostrando que ocurrieron de novo en
el caso indice ( Tabla 1 y Datos Clinicos Complementarios ). Setenta y cuatro CNVs (26
supresiones y 48 duplicaciones) fueron heredados de un padre asintomatico. Una




deleciéon homocigoética en el cromosoma 1p31.1, que abarca el gen PTGER3 , se
encontré en un paciente; Esta deleciéon era heterocigética en ambos padres, que eran
ambos de las Islas Comores.

Tabla 1 - Resumen de la CNV de interés reportado en este estudio v principales
caracteristicas clinicas de los pacientes.

Mesa completa

Tres NVC, todas confirmadas por el analisis de FISH, fueron consideradas como la causa
probable de ASD, en base a su gran tamario, ausencia de individuos sanos, presencia de
novo y / o presencia en sindromes previamente reportados asociados con ID y ASD:

a de novo Triplicacion de la region 15g11-q12 en un sujeto masculino (familia 772), una
delecion de la regién 9p24 en una hembra (familia 15) y una delecién de 3929 en un
macho (familia 1315) ( Figura 2 y Figura Suplementaria S3 ). La triplicacién de 15g11-
ql2 de novo abarco 4,48 Mb e incluyd la regién critica Angelman / Prader-Willi entre los
puntos de ruptura BP2 y BP3. El andlisis de los marcadores de microsatélites en la
region critica revel6 que la triplicacion era de origen paterno y resulté de una
recombinaciéon interchromosomal ya que incluia dos alelos paternos diferentes. El
analisis FISH indic6 que las tres copias paternas estaban localizadas en el mismo
cromosoma en el locus 15q11-ql2. El analisis de metilacién de genes localizados dentro
de la regién triplicada confirmé valores de metilacién aumentados para UBE3A y valores
de metilacién disminuidos para SNRPN . Curiosamente, este analisis también reveld
anormal valores de metilacién de los genes no impresos en la region,

incluyendo OCA2 y GABRG3 . La delecién de novo en el cromosoma 3g29, hallada en un
individuo con autismo de alto funcionamiento, abarcé 1. 6 Mb y abarc6 22 genes. La
delecion en el cromosoma 9p24 abarc6 3,8 Mb y abarcé 13 genes,

incluyendo SMARCAZ2 , que codifica una proteina perteneciente al complejo FMRP,

y DOCKS8 . Sélo el ADN de la madre, que no tenia la delecién, estaba disponible.

Figura 2.

(11 I.ll didddan

Identificacion de tres VCN patdgenas: triplicacion 15911q12 (familia 772,
paciente 8082), delecién 9p24 (familia 15, paciente 8378) y delecién 329
(familia 1315, paciente 433). ( Un ) perfiles de matriz de SNP de la paciente
con la triplicacion (8082): el eje Y indica el registro R (arriba) y la frecuencia B
alelo (abajo); El eje X indica la posicidn en el cromosoma 15. La linea roja

( perfil de relacion log R) corresponde a la serie de suavizado media
(Genomestudio). ( B ) Confirmacién de la triplicacion mediante andlisis FISH
con una sonda especifica de UBE3A (en rojo) sobre metafases y nucleos de
células sanguineas periféricas. Las flechas apuntan a la triplicaciéon ( c) Detalles
de los genes incluidos en la triplicacion. ( D ) Microsatélite (D15S822) anélisis
que muestra dos alelos heredados del padre en el proband. ( E) los indices de
metilacion de genes incluidos en la regién triplicado que muestran metilacion



anormal de UBE3A y SNRPN en el paciente 8082 y la comparacién con un
paciente con sindrome de Angelman. ( F ) perfiles del SNP del paciente con la
delecion 9p24: el eje Y indica el log R (arriba) y la frecuencia del alelo B
(abajo); El eje X indica la posicion en el cromosoma 9. ( g ) Confirmacién de la
delecion (mostrada por la flecha) mediante andlisis FISH con una sonda
especifica a la regién subtelomérica 9p (verde) sobre metafases de células
sanguineas periféricas. ( H ) Detalles de los genes incluidos en la delecion. (1)
perfiles de la matriz SNP del paciente con delecion 3g29: el eje Y indica el log R
(arriba) y la frecuencia del alelo B (abajo); El eje X indica la posicién en el
cromosoma 3. ( j ) Confirmacion de la deleciéon (mostrada por la flecha)
mediante analisis FISH con una sonda especifica de la regién 3929 (RP1-196F4,
verde) sobre metafases y nucleos de células sanguineas periféricas. ( K)
Detalles de los genes incluidos en la delecién. ( J ) Confirmacién de la delecién
(mostrada mediante la flecha) mediante analisis FISH con una sonda especifica
de la region 3929 (RP1-196F4, verde) sobre metafases y nucleos de células
sanguineas periféricas. ( K ) Detalles de los genes incluidos en la delecion. ( J)
Confirmacion de la delecion (mostrada mediante la flecha) mediante anélisis
FISH con una sonda especifica de la regién 3q29 (RP1-196F4, verde) sobre
metafases y nucleos de células sanguineas periféricas. ( K ) Detalles de los
genes incluidos en la delecion.

Figura completa y leyenda (493 K )

La duplicaciéon de la regién pericentromérica 16pl11.2, encontrada en cuatro sujetos de
194 (2 % ), fue la CNV mas recurrente ( Figura complementaria S4 ). El ADN parental
estaba disponible para tres pacientes: la duplicacion fue heredada del padre en dos
pacientes (familias 845 y 1122) y ocurrié de novo en uno (familia 885). Siete CNVs
comunes a al menos dos pacientes o cinco diferentes CNVs alterando un gen comudn se
encontraron en 25 casos adicionales. Estas CNVs incluyeron una duplicaciéon de APOO en
el cromosoma X en dos pacientes, una supresion de C20RF63 en dos pacientes, una
supresion y una duplicacién de CTNNA3 en un paciente cada uno, que estaban todos
ausentes de la DGV, Y una duplicacién que abarca los genes DNAH5 y TRIO en el
cromosoma 5, que se encuentran en dos pacientes. Por otra parte, CNVs raras, tales o
como supresiones heredadas de la madre en el cromosoma X que

alteran DMD , ASMT y DDX53 (aguas arriba de PTCHD1 ), o CNVs que

abarcan PARK2 , RB1CC1 , ICA1l y NXPH1se informé6 anteriormente en

ASD. 18.20ASMT y DDX53 (aguas arriba de PTCHD1 ), o CNVs que

abarcan PARK2 , RB1CC1 , ICA1l y NXPH1 se informd previamente en

ASD. 18.20ASMT y DDX53 (aguas arriba de PTCHD1 ), o CNVs que

abarcan PARK2 , RB1CC1 , ICA1 y NXPH1 se informé previamente en ASD. 1820

Veintinueve pacientes tenian mas de una rara, potencialmente patégena CNV. Dos de
estos individuos, en los que se pudo evaluar la herencia, habian heredado una NVC de
cada padre ausente de la DGV, lo que sugiere que la combinacion de las NVC podria ser
patogénica. Curiosamente, se observaron multiples CNVs raros en 28 individuos con
TEA y el ID (17 % ), pero so6lo una persona con sindrome de Asperger de 33

(3% , P =0,025; Tabla 2 ). Este resultado sugiere que las combinaciones de CNV son
patégenas debido a los efectos aditivos o epistatic y que una carga de CNVs raras con
mas frecuencia conduce a autismo de bajo funcionamiento.

Tabla 2 - Comparacion del numero de CNVs identificados en pacientes con
ASD + ID vy HF-ASD.

Mesa completa



Las deleciones hemizigéticas heredadas de padres asintomaticos podrian desenmascarar
variantes autosémicas recesivas localizadas en el otro alelo. 2% Las regiones de
codificacion de tres pacientes con deleciones que abarcan uno o mas genes candidatos,
seleccionados sobre la base de su expresion en el cerebro y su funcién, se analizaron
adicionalmente. No se detectaron variantes patogénicas por secuenciacion

de SMARCA2 y DOCKS8 en el alelo no delecionado de la nifia con la delecién 9p24. De
manera similar, la secuenciacion de ATP2C2 , un gen en el que se ha informado que las
variantes modulan las habilidades lingiiisticas, 22 detectaron variantes no patdégenas en
una mujer adoptada con sindrome de Asperger, Que tenia una delecién de 86 kb en el
cromosoma 16 que contenia s6lo ATP2C2 y KIAA1609 (familia 725). En contraste, la
secuenciacion de DOCK10 y NYAP2en un paciente masculino con una deleciéon de 1,9 Mb
en el cromosoma 2qg heredado de su madre asintomatica, que contenia sélo estos dos
genes (familia 625), identificé una variante de sentido erréneo raros en el estado
hemizygous en DOCK10 ( C.6460G=> A / p.Asp2154Asn, rs111356042, frecuencia de
alelo menor = 0,0004 en la poblacion europea y 0,0369 en la poblacién

afroamericana). Polyphen-2 predijo que era posiblemente perjudicial. El paciente, que
era el Unico hijo afectado de la pareja, tenia tanto la delecion como la variante
missense,

Figura 3.

Identificacion de una delecién que abarca DOCK10 asociado con el c.6460 G>

A / p.Asp2154Asn en un paciente masculino. ( Un ) perfiles de matriz de SNP
de los pacientes con la delecién y los detalles de los genes incluyen la deleciéon:
el eje Y indica el registro R (arriba) y la frecuencia B alelo (abajo); El eje X
indica la posicion en el cromosoma 2. ( b ) Pedigri de la familia 625 y analisis de
segregacion de la delecién y la variante c.6460G> A / p.Asp2154Asn. (C)
Electroferogramas secuenciales que muestran la variante c.6460G>

A /p.Asp2154Asn en el estado hemizigico en el probando de la familia 625 y en
el estado heterozig6tico en su padre.

Figura completa y leyenda (293 K )

Aunque nuestro analisis se centré primero en CNVs que contienen regiones codificantes,
también se detectaron seis NVC raras, en seis pacientes, que eran intrénicos o
intergénicos, pero se encuentra dentro o cerca de los genes que codifican contactins o
neuroliginas: una duplicacién intrénica en NLGN1 se detect6 en tres pacientes , Una
duplicacion entre CNTN4 y CNTN6estuvo presente en tres pacientes y se

identificaron deleciones intréonicas en CNTN4 y CNTN5 en dos individuos no
relacionados. Ademas, cinco CNV intronic ausente de bases de datos y que abarca
genes implicados en la neurotransmision o el desarrollo del sistema nervioso

( AGBL4 , LRRTM4 , UNC5C , CADM1 , GPHN ) en cinco individuos ( cuadro
complementario S2 ). Estas variantes podrian contribuir a los TEA alterando regiones
reguladoras de los genes, aungque esta hip6tesis es dificil de probar en ausencia de
datos de expresion.

Discusion

Muchos estudios han demostrado recientemente la importante contribucion de las CNV
raras al rompecabezas genético de los TEA. Sin embargo, la importancia clinica de las

NVC en individuos con TEA ha sido mas rara vez investigada. 22 2% En este estudio, se

presentan los resultados de un analisis de diagnéstico utilizando Illumina SNP



microarrays en 194 sujetos con ASDs que habian sido contratados prospectivamente. La
cohorte incluy6 inicialmente 200 pacientes, pero seis individuos fueron excluidos del
andlisis de la NVC porque se establecié un diagnéstico mediante examenes

preliminares. Las CNV gue abarcan al menos un exén y raras en la DGV se encontraron
en 94 sujetos con TEA (48 % ). Sin embargo, este analisis nos permitié hacer un
diagnéstico probable en sélo 3 de los 194 pacientes (1,5 %). Sin embargo,

Nuestros resultados confirman la implicaciéon frecuente de las ganancias de copias en la
region 15q11-ql2 en ASD, que se encuentran en 3 de cada 200 pacientes (1,5 % ). El
sujeto masculino con triplicacion 15q11-ql2 de origen paterno tuvo un fenotipo muy
leve, en comparacion con otros pacientes con triplicaciones de esta region, incluyendo
relativamente buena preservacion del lenguaje y adquisicion de lectura y escritura. Por
el contrario, los dos pacientes con cromosoma 15 supranumerario (detectado antes del
andlisis de microarrays) tenian un origen materno y tenian ID severa y epilepsia
ademas del autismo. Las duplicaciones y triplicaciones de esta regién impresa en
individuos con TEA suelen ser de origen materno. Sin embargo, ocasionalmente se han
reportado duplicidades de origen paterno. 12 25Nuestros hallazgos indican que las
duplicaciones y triplicaciones 15g11-ql12 de origen paterno pueden ser menos
penetrantes o asociarse con un fenotipo mas leve que las de origen materno. Esto
sugiere que la desregulacion tanto de los genes impresos (incluyendo UBE3A ) y no
impresos genes en la region 15q11-q13 contribuir al desarrollo de ASDs. Curiosamente,
tanto impreso ( UBE3A y SRNPN ) y no impresos genes ( OCA2 y GABRG3 ) situado en
la region triplicada habia anormal valores de metilacién en el paciente con el 15q11-g12
triplicacion. Las desregulaciones epigenéticas que afectan a los genes que codifican los
receptores GABA , en el cerebro de individuos con anomalias del nimero de copias
15g11-q13 se han informado previamente. 28

La segunda anomalia estructural que se considerd probablemente causante es una
delecion de la regiéon 9p24. Se sabe que las deleciones que abarcan esta region, que son
generalmente de novo pero de mayor tamario ( Figura complementaria S3 ), causan el
sindrome de deleciéon 9p, un trastorno caracterizado por ID, trigonocefalia, dismorfismo
facial y reversiéon sexual en varones. Curiosamente, el autismo se informé en 4 de cada
100 pacientes con este sindrome, %2 lo que sugiere que esta regidon contiene genes que
contribuyen al autismo en ciertas condiciones. Por otra parte, las deleciones en el
cromosoma 9p24.3 que abarca C9orf66 , CBWD1 , DOCK8 y FOXD4 se identificaron
recientemente en dos individuos con ASD (frecuencia estimada a 0. 05 % ). ° La
supresion encontrado en nuestro paciente femenina abarcaba 13 genes,

incluyendo DOCK8 y SMARCA?2 . Es probable que esta delecién haya ocurrido de

novo en el proband, que tenia un deterioro severo del lenguaje y el sindrome de West
ademas del autismo, al igual que la mayoria de las deleciones que abarcaban esta
region en la literatura, aunque esto no pudo ser demostrado formalmente debido a la
indisponibilidad de EI ADN del padre. SMARCA2 codifica una proteina que pertenece al
complejo FMRP, deficiente en el sindrome X fragil y esta implicada en una gran red de
interacciones con otras proteinas relacionadas con el ASD tales

como TSC1 y NLGN3 . 28: 2% para probar la hip6tesis de que las variantes adicionales

en SMARCA2 y / o DOCKS8 contribuyen al autismo, secuenciado los exones de estos dos
genes en el paciente con la supresion 9p, pero no se identificaron, variantes
posiblemente patdégenos poco frecuentes. Recientemente, se identificaron mutaciones
no sinénimas heterocigodticas o deleciones parciales en SMARCA2 como la causa del
sindrome de Nicolaides-Baraitser, una condicién autosémica dominante con ID
sindromico. 22Se identificaron posibles variantes patogénicas. Recientemente, se
identificaron mutaciones no sinénimas heterocigéticas o deleciones parciales

en SMARCA2 como la causa del sindrome de Nicolaides-Baraitser, una condicién
autosémica dominante con ID sindrémico. 29-Se identificaron posibles variantes
patogénicas. Recientemente, se identificaron mutaciones no sinénimas heterocigéticas o
deleciones parciales en SMARCA2 como la causa del sindrome de Nicolaides-Baraitser,
una condicion autosémica dominante con ID sindréomica. 22

La tercera anomalia probablemente causal fue una delecién de novo en el cromosoma
3029. El sindrome de microdeleccion 3929 se ha descrito recientemente como un nuevo



sindrome, probablemente causado por la recombinacién homdéloga no-alélica. 2 Se
asocia generalmente con dismorfismo, 1D, malformaciones congénitas variables de leves
a moderados y TEA en 27 % de los casos. 32 Este CNV también se ha descubierto
recientemente en los individuos con esquizofrenia. 2 Nuestra paciente con esta delecion
no tenia la dismorfia clasica y tenia una inteligencia normal. Sélo dos pacientes con
inteligencia normal y delecién 3929 se describieron previamente. 42 Entre los 22
genes incluidos en la deleciéon de 1,6 Mb,

A diferencia de estos tres arreglos microreales, la contribucion de las CNVs identificadas
a la CIA permaneci6 poco clara en la mayoria de los casos, como las duplicaciones
16p11.2 identificadas en cuatro individuos. Las deleciones y duplicaciones que implican
una region pericentromérica del cromosoma 16 que abarca — 600 kb y contiene 28-35
genes son recurrentes y reciprocos debido a duplicaciones segmentarias altamente
homaélogas. Aunque la duplicaciéon se asoci6é repetidamente con el autismo y la
esquizofrenia, =36 37. 38 ge caracteriza por una gran variabilidad fenotipica, que va
desde fenotipos normales a malformaciones congénitas graves y no se segrega
perfectamente con autismo en familias multiplexas. Estas observaciones sugieren que el
16p11.

La NVC se hered6 de padres asintomaticos en el 96 % de los casos en los que se pudo
evaluar la herencia. Posiblemente, las CNV heredadas desempefian un papel en la
etiologia de los TEA en combinaciéon con otros factores genéticos en la

delecion / duplicaciéon o en cualquier otra parte del genoma. Para identificar mutaciones
recesivas localizadas en el alelo no eliminado, se seleccionaron tres pacientes con
deleciones raras que abarcan un pequefio nimero de genes candidatos seleccionados en
funcién de su funcién y expresion en el cerebro. Este enfoque nos permitié detectar una
rara, posiblemente deletérea missense variante en DOCK10 en trans con una delecion
de todo el gen. Esta variante y la delecidon se asociaron en el caso indice, pero no su
hermano y hermana sanos, que es compatible con la herencia autosémica recesiva. Las
CNV que involucran DOCK10 son extremadamente raras; No se encontraron en la DGV
0 en 8329 controles, y estuvieron presentes en sélo 2 de 15 767 pacientes. ¢

han reportado 2NVC que abarcan a otros miembros de la familia DOCK (Dedicator of
CytoKinesis), tales como DOCK4 y DOCKS8 (localizados en la delecion 9p24), en

ASDs. 22 Sin embargo, es necesario identificar casos adicionales de ASD con
mutaciones en este gen para confirmar que las mutaciones autosémicas recesivas

en DOCK10 pueden causar ASD. Sehan reportado 2NVC que abarcan a otros miembros
de la familia DOCK (Dedicator of CytoKinesis), tales como DOCK4 y DOCKS8 (localizados
en la delecién 9p24), en ASDs. 522 Sin embargo, es necesario identificar casos
adicionales de ASD con mutaciones en este gen para confirmar que las mutaciones
autosémicas recesivas en DOCK10 pueden causar ASD. S&¢hat reportado 2NVC que
abarcan a otros miembros de la familia DOCK (Dedicator of CytoKinesis), tales

como DOCK4 y DOCKS8 (localizados en la delecién 9p24), en ASDs. 222 Sin embargo, es
necesario identificar casos adicionales de ASD con mutaciones en este gen para
confirmar que las mutaciones autosémicas recesivas en DOCK10 pueden causar ASD.

Otro posible caso de ASD autosémico recesivo fue una hembra con una deleciéon
homocigética en el cromosoma 1p31.1, que abarca exones alternativamente
empalmados del gen PTGER3 . Esta delecién homocigética abarcé 43 kb y se localiz6 en
una region homocigética mas grande (15 Mb). PTGER3 codifica EP3, uno de los cuatro
receptores de la prostaglandina E2, que tiene muchas funciones bioldgicas, incluyendo
inhibicién de la secreciéon de acido gastrico, inhibiciéon de la reabsorcion de sodio y agua
en el rifdn, contracciones uterinas, fiebre en respuesta a estimulos exégenos y
enddgenos y modulacion de neurotransmisor En neuronas centrales y

periféricas. ' ratones que carecen de Ep3 tienen un fenotipo leve y complejo,
incluyendo una respuesta febril alterada, %X una respuesta alterada de la hormona
adrenocorticotrépica a la endotoxina bacteriana, #2la inflamacién alérgica exagerada, 42
la obesidad, el aumento de la actividad motora ¢ y el aumento de la supervivencia a la
infeccion bacteriana. °PTGER3 se expresa como al menos nueve variantes de empalme
multiple que tienen idénticas propiedades de unién al ligando pero que interactdan con
diferentes segundos mensajeros. 4¢ El homocigotos PTGER3 eliminacion identificado en



nuestro altera paciente seis de los nueve isoformas ( Figura complementario S5 ). Este
paciente, que tenia 5 afios de edad cuando fue examinado por Ultima vez, tenia autismo
tipico con un retraso leve. Estaba muy agitada, alta y no obesa;

En conjunto, nuestros resultados muestran que los sindromes genéticos asociados con
delecciones o duplicaciones gendmicas son una causa rara de ASDs. La busqueda de
CNVs en individuos con ASD debe ser perseguida, sin embargo, ya que puede conducir
a un diagnéstico y asesoramiento genético apropiado en un pequefio nimero de

casos. La asociacion del analisis de CNV con la secuenciaciéon de exome para buscar
sistematicamente las causas autosémicas recesivas de ASD podria aumentar la
proporciéon de diagndsticos positivos. Sin embargo, son probables en muchos casos de
autismo los modelos oligogénicos o multihit, en los que la asociacién de la CNV
heredada rara con mutaciones puntuales contribuye al trastorno. Dos de nuestros
sujetos apoyan esta hipotesis; Cada una tenia dos CNVs novelas, privadas, heredadas
de padres asintomaticos, Lo que sugiere que uno de los CNVs no era suficiente para
causar ASD, pero que una combinacion de los dos reordenamientos fue perjudicial. La
observacion de multiples NVC raras en el 17 % de los sujetos con ASD e ID, pero sélo
uno con sindrome de Asperger (3 % ), también sugiere que los efectos de las CNVs son
aditivos o que algunas combinaciones son patégenas. Dos estudios recientes apoyan la
teoria del "modelo de dos impactos” en individuos con TEA. 1247 E| siguiente reto en los
TEA, por tanto, es entender las interacciones entre raras VNC y otras variantes raras en
pacientes individuales y de tener en cuenta las interacciones ambientales que también
pueden modular el riesgo de desarrollar TEA. &La observacion de multiples NVC raras
en el 17 % de los sujetos con ASD e ID, pero sélo uno con sindrome de Asperger

(3 % ), también sugiere que los efectos de las CNVs son aditivos o que algunas
combinaciones son patégenas. Dos estudios recientes apoyan la teoria del "modelo de
dos impactos” en individuos con TEA. 12 4L E| siguiente reto en los TEA, por tanto, es
entender las interacciones entre raras VNC y otras variantes raras en pacientes
individuales y de tener en cuenta las interacciones ambientales que también pueden
modular el riesgo de desarrollar TEA. #¢La observacién de multiples NVC raras en el 17
% de los sujetos con ASD e ID, pero sélo uno con sindrome de Asperger (3 % ),
también sugiere que los efectos de las CNVs son aditivos o que algunas combinaciones
son patdgenas. Dos estudios recientes apoyan la teoria del "modelo de dos impactos" en
individuos con TEA. 1247 E| siguiente reto en los TEA, por tanto, es entender las
interacciones entre raras VNC y otras variantes raras en pacientes individuales y de
tener en cuenta las interacciones ambientales que también pueden modular el riesgo de
desarrollar TEA. 48Sugiere también que los efectos de las CNV son aditivos o que
algunas combinaciones son patdégenas. Dos estudios recientes apoyan la teoria del
"modelo de dos impactos” en individuos con TEA. 1247 E| siguiente reto en los TEA, por
tanto, es entender las interacciones entre raras VNC y otras variantes raras en
pacientes individuales y de tener en cuenta las interacciones ambientales que también
pueden modular el riesgo de desarrollar TEA. 4¢Sugiere también que los efectos de las
CNV son aditivos o que algunas combinaciones son patdégenas. Dos estudios recientes
apoyan la teoria del "modelo de dos impactos" en individuos con TEA. 1247 E| siguiente
reto en los TEA, por tanto, es entender las interacciones entre raras VNC y otras
variantes raras en pacientes individuales y de tener en cuenta las interacciones
ambientales que también pueden modular el riesgo de desarrollar TEA. 4847 E| siguiente
reto en los TEA, por tanto, es entender las interacciones entre raras VNC y otras
variantes raras en pacientes individuales y de tener en cuenta las interacciones
ambientales que también pueden modular el riesgo de desarrollar TEA. %847 E| siguiente
reto en los TEA, por tanto, es entender las interacciones entre raras VNC y otras
variantes raras en pacientes individuales y de tener en cuenta las interacciones
ambientales que también pueden modular el riesgo de desarrollar TEA. 48
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