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Résumé
La schizophrénie est une maladie psychiatrique grave qui affecte

approximativement 1 % de la population. Il est clairement établi que la maladie
possede une composante génétique trés importante, mais jusqu’a présent, les études
ont été limitées au niveau de l'identification de facteurs génétiques spécifiquement
liés a la maladie. Avec I'avénement des nouvelles avancées technologiques dans le
domaine du séquencgage de I’ADN, il est maintenant possible d’effectuer des études
sur un type de variation génétique jusqu’'a présent laissé pour compte: les
mutations de novo, c.-a-d. les nouvelles mutations non transmises de maniére
mendélienne par les parents. Ces mutations peuvent avoir deux origines distinctes :
une origine germinale au niveau des gametes chez les parents ou une origine

somatique, donc au niveau embryonnaire directement chez l'individu.

L’objectif général de la présente recherche est de mieux caractériser les mutations
de novo dans la schizophrénie. Comme le role de ces variations est peu connu, il sera
également nécessaire de les étudier dans un contexte global au niveau de la
population humaine. La premiere partie du projet consiste en une analyse
exhaustive des mutations de novo dans la partie codante (exome) de patients
atteints de schizophrénie. Nous avons pu constater que non seulement le taux de
mutations était plus élevé qu’attendu, mais nous avons également été en mesure de
relever un nombre anormalement élevé de mutations non-sens, ce qui suggere un
profil pathogénique. Ainsi, nous avons pu fortement suggérer que les mutations de
novo sont des actrices importantes dans le mécanisme génétique de Ila

schizophrénie.
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La deuxieme partie du projet porte directement sur les génes identifiés lors de la
premiére partie. Nous avons séquencé ces genes dans une plus grande cohorte de
cas et de controles afin d’établir le profil des variations rares pour ces genes. Nous
avons ainsi conclu que I'ensemble des genes identifiés par les études de mutations
de novo posséde un profil pathogénique, ce qui permet d’établir que la plupart de
ces genes ont un rdle réel dans la maladie et ne sont pas des artéfacts
expérimentaux. De plus, nous avons pu établir une association directe avec quelques

genes qui montrent un profil aberrant de variations rares.

La troisiéme partie du projet se concentre sur 'effet de ’dge paternel sur le taux de
mutations de novo. En effet, pour la schizophrénie, il est démontré que I'age du pére
est un facteur de risque important. Ainsi, nous avons tenté de caractériser l'effet de
'age du pere chez des patients en santé. Nous avons observé une grande corrélation
entre I'dge du pere et le taux de mutations germinales et nous avons ainsi pu
répertorier certaines zones avec un grand nombre de mutations de novo, ce qui

suggere I'existence de zone chaude pour les mutations.

Nos résultats ont été parmi les premiers impliquant directement les mutations de
novo dans le mécanisme génétique de la schizophrénie. Ils permettent de jeter un
nouveau regard sur les réseaux biologiques a l'origine de la schizophrénie en
mettant sous les projecteurs un type de variations génétiques longtemps laissé pour

compte.

Mots-clés : Schizophrénie, génétique, mutation de novo, variant rare, age du pere.
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Abstract

Schizophrenia is a severe psychiatric disorder that affects roughly 1% of the
general population. It has been clearly demonstrated that the disease possesses a
strong genetic component, but thus far, studies have had limited success in
identifying key schizophrenia genes. With the advent of new DNA sequencing
technologies it is now possible to study a type of genetic variation that has been
previously looked over: de novo mutations (new mutations not transmitted by

parents)

The main aim of the present thesis is to better characterize de novo mutations in
schizophrenia. As the role of these variations is not very well known, it was also
necessary to study them in a global context in the human population. The first part
of our project was to do a comprehensive study of de novo mutations found in the
coding section (exome) of patients affected with schizophrenia. We found that the
mutation rate was higher than expected. We also observed an aberrant number of
nonsense mutations, which suggests a pathogenic profile of mutations. Thus, we
strongly suggested that de novo mutations are key players in the genetic mechanism

of schizophrenia.

The second part of the work builds on the genes bearing mutations identified in the
exome sequencing analysis. We sequenced these genes in a larger cohort of cases
and controls in order to establish the profile of rare variants for these genes. We
were able to conclude that the global mutational profile of the genes identified

during de novo mutation studies are indeed pathogenic, which confirms that some of
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those genes are really involved in the disease and are not sequencing artefacts.
Additionally, we were also able to identify some genes that had an aberrant rare

variation profile.

The third part of the work aimed to characterize the paternal age effect on the de
novo mutation rate. Indeed, in schizophrenia, it has been shown numerous times
that paternal age is a risk factor for the disease. Thus, we have chosen to
characterize this effect in a cohort of healthy subjects. We were able to observe a
high correlation between paternal age and an elevated germline mutation rate. We
were also able to confirm the existence of genomic regions that present an elevated

number of de novo mutations, supporting the notion of mutational hotspots.

Our results were amongst the first to be published on the scientific area to directly
involve de novo mutations in the genetic mechanism of schizophrenia. Those results
bring new clues on the biological networks underlying schizophrenia by

investigating a genetic variation type long overlooked.

Keywords: Schizophrenia, genetic, de novo mutation, rare variant, paternal age.
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Etude sur le role des mutations de novo dans I’étiologie génétique de la

schizophrénie

Chapitre 1 : Introduction

La schizophrénie (SCZ) est sans doute la maladie psychiatrique la plus connue.
Chaque année, elle fait couler beaucoup d’encre et alimente plusieurs films.
Malheureusement, le portrait qu’en font les médias a grand déploiement est souvent
incomplet ou erroné. Pourtant, la SCZ est I'une des maladies les plus fréquentes,
avec une prévalence globale qui varie entre 0.3% et 0.7 % de la population
généralel. De plus, la SCZ est 'une des rares maladies qui présente une prévalence
ainsi qu’une incidence relativement constante dans l'ensemble des populations
humaines au niveau mondial. A tort, la SCZ est souvent vue comme une maladie
nuisible, mais non mortelle. Or, il a été prouvé que les patients souffrants de SCZ ont
une espérance de vie de 12 a 15 ans plus courte que la population générale?. Cette
espérance de vie écourtée est en partie causée par des déces directement liés a la
maladie (suicide), mais surtout par des déces indirects liés a des comportements a
risques (mauvaise alimentation, sédentarité, consommation de substances toxiques)
2, De ce fait, il est possible de conclure que la SCZ est annuellement directement et
indirectement responsable de plus de déces que la majorité des cancers. Cependant,
un lourd tabou entoile la SCZ, comme la plupart des maladies mentales. Ainsi, selon
I'Organisation mondiale de la santé (OMS), plus de la moitié des patients souffrant

de SCZ ne regoivent pas les soins appropriés3.



Etant donné que la complexité clinique de la schizophrénie a déja fait 'objet de
plusieurs ouvrages complets et qu’elle n'est pas le sujet de la recherche ici
présentée, une courte présentation clinique de la maladie sera présentée afin
d’ensuite faire le lien avec le sujet principal de l'ouvrage présent: I'étiologie

génétique de la schizophrénie.

1.1 Schizophrénie : Présentation clinique

1.1.1 Symptomes

Les symptomes reliés a la SCZ sont vastes et variés, mais affectent tous le processus
de la pensée et de la réponse émotionnelle. D’ailleurs, le terme « schizophrénie »
vient de la jonction de deux mots grecs: « schizo » qui signifie fractionnement et
« phrénie » qui désigne I'esprit; un fractionnement de l'esprit. Cette appellation a été
utilisée pour la premiere fois en 1908 par le psychiatre suisse Eugen Bleuler. Ce
terme est aujourd’hui si bien ancré dans le langage populaire qu'’il est pratiquement

plus souvent utilisé de maniere littéraire que pour décrire la maladie qu'’il désigne.

On peut classifier les manifestations cliniques de la SCZ en deux grands types de
symptémes : positifs et négatifs*. Les symptémes positifs sont des manifestations
qui sont absentes chez des individus sains, mais que I'on retrouve en spectre chez
les patients atteints de SCZ. Il est a noter que les symptdomes positifs sont souvent
désignés par le terme « psychose ». Cette association, bien qu’elle ne soit pas
foncierement erronée, est incomplete. En effet, il est important de noter que la

psychose, souvent décrite comme un état mental de perte de contact avec la réalité,



n'est pas spécifique a la SCZ. Parmi les manifestations cliniques constituant les
symptdmes positifs, on retrouve évidemment les hallucinations, décrites comme des
perceptions sans stimulus. Ces hallucinations peuvent toucher tous les sens, mais les
hallucinations auditives sont les plus fréquentes. Parmi les symptomes positifs, on
retrouve également les délusions, décrites comme de fausses croyances entretenues
par le patient ainsi que les désordres de la pensée qui se manifestent souvent par
des discours illogiques ou un cheminement désordonné des idées. Une
caractéristique trés importante des symptomes positifs est que le patient est
incapable de réaliser que les symptomes ne sont pas réels et causés par la maladie*.
Pour ce qui est des symptomes négatifs, ils consistent en des symptémes ayant un
impact nuisible sur les interactions sociales du patient. Ces symptomes incluent
notamment un retrait social, une perte de motivation et d’initiative ainsi qu'un
discours pauvre et répétitif. Ces symptomes sont rencontrés dans plusieurs autres

maladies psychiatriques et ne sont pas des symptomes caractéristiques de la SCZ.

1.1.2 Diagnostic

Le diagnostic de la schizophrénie se fait principalement a I'aide des symptémes
positifs. La grande difficulté du diagnostic réside dans le fait que plusieurs autres
maladies psychiatriques sont également associées avec des épisodes psychotiques.
Une analyse psychopathologique des maladies a épisode psychotique a permis de

classifier les symptomes en cinq catégories :

1) Les symptomes liés a la psychose elle-méme

2) Altérations de la volonté et de la prise d’initiative



3) Altérations neurocognitives
4) Dérégulation affective menant a la dépression

5) Dérégulation affective menant a la manie*.

Cette classification permet de différencier les maladies a profil psychotique en
utilisant un facteur de gradation pour chacune des cinq catégories. Ainsi, si la
psychose est observée pour la SCZ, le trouble bipolaire (BP) ainsi que pour la
schizophrénie dysthymique (SCZ-DYS), le patient SCZ aura une augmentation des
symptdémes négatifs ainsi que des altérations neurocognitives. Le patient BP sera
caractérisé par des épisodes maniaques beaucoup plus importants tandis que le
patient SCZ-DYS aura une augmentation marquée des symptomes de la dépression>.
Il existe deux échelles de classification utilisée pour le diagnostic de la SCZ, le 4e
Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM-IV) ainsi que la 10e

classification internationale des maladies (ICD-10).

Un débat important existe en ce qui concerne I'avenir du terme « schizophrénie ».
En effet, certains pays, comme le Japon, ont complétement cessé d’utiliser le terme
« schizophrénie » pour le remplacer par un terme plus descriptif « syndrome de
dérégulation de l'intégration ». Tout récemment, une mise a jour des criteres
diagnostiques de la SCZ a été effectuée avec I'avénement du nouveau DSM-V. La plus
grande différence par rapport a son prédécesseur est que le DSM-V ne considere

plus aucun sous-type de SCZ.



1.1.3 Traitements

Les médicaments antipsychotiques constituent la premiere ligne de traitement de la
SCZ1. Typiquement, ces médicaments peuvent réduire les symptdomes positifs dans
un délai d’environ 7 a 14 jours. Cependant, ces médicaments n’ont pas démontré
d’effets majeurs pour le traitement des symptomes négatifs ou bien des
dysfonctions cognitives®. Il existe deux types de médicaments antipsychotiques; les
antipsychotiques typiques (aussi appelés antipsychotiques de premiére génération)
et les antipsychotiques atypiques (aussi appelés antipsychotiques de deuxieéme
génération). Les antipsychotiques typiques ont été identifiés autour des années
1950 et sont pour la grande majorité des bloqueurs des voies dopaminergiques du
cerveau. Les antipsychotiques atypiques ont été développés plus tard et bien qu'ils
soient également des bloqueurs de la voie dopaminergique, ils seraient beaucoup
moins associés au syndrome neurologique extrapyramidal (initiation anormale des
mouvements), l'un des effets secondaires majeurs liés aux antipsychotiques
typiques. Cependant, il a été montré par une méta-analyse que les antipsychotiques
atypiques auraient les mémes effets indésirables que les typiques?, ce qui a ouvert la
porte a I'avenement d'un débat a proportion titanesque dans le domaine de la
psychiatrie. L’influent journal médical Lancet a contribué a amplifier les échanges en
déclarant qu'il était temps d’abandonner les termes premiere et deuxieme génération

lorsque l'on fait référence aux antipsychotiques, car la distinction n’est pas méritée®.



1.1.4 Epidémiologie

Comme mentionné précédemment, la prévalence globale de la SCZ est estimée
autour de 0.3 % a 0.7 %!, ce qui nous permet d’estimer qu’a I’échelle mondiale,
environ 24 millions d’humains souffrent de SCZ3. Il a été observé que les hommes
étaient plus a risque d’étre diagnostiqué de la SCZ que les femmes par un facteur de
1,4°. Dans la méme lignée, il a également été démontré que les hommes avaient
tendance a présenter des symptdémes plus précocement que les femmes, avec une
différence d’environ 4 a 10 ans1011, Finalement, un fait tres intéressant est que la
prévalence de la SCZ est plutdt stable au travers du globe, avec une prévalence

standardisée pour 'age variant de 343 a 544 atteints par 100 000 habitants.12

1.1.5 Causes

Lorsqu’il s’agit d’identifier les causes de la SCZ, un nombre incalculable de facteurs
ont été pointés du doigt. Par contre, dans une majorité des cas, les études n’ont pas
été répliquées et il n’a pas été possible de tirer des conclusions. Dans cette section,
seuls les facteurs ayant été impliqués dans plus d’'une étude et portant sur au moins
deux populations indépendantes seront abordés. A noter que les causes génétiques
seront discutées exhaustivement dans la section suivante et ne seront pas abordées

ici.

1.1.5.1 Facteurs prénataux

I a été démontré a plusieurs reprises que les complications obstétriques sont

associées avec une augmentation des risques de développer la maladie. Cependant,



il est tres difficile de quantifier ce risque, car il semble étre treés petitl3.
Similairement, il a été montré que les individus nés durant I'hiver et I'été seraient
plus a risque de développer la SCZ!4. Cependant, encore ici, les risques seraient tres
petits. L’'une des causes environnementales les plus fréquemment liées a la SCZ est
I’hypoxie (manque d’oxygéne pendant ou apres la naissance)15. Cette hypothese est
également supportée par des preuves biologiques fonctionnelles, notamment par
des preuves de modeles cellulaires® et animaux!’. Cependant, il est tres difficile
d’estimer les risques directs de souffrir de SCZ a la suite d'une hypoxie natale et de
ce fait, la proportion totale de la SCZ expliquée par I'hypoxie demeure inconnue.
Cependant, certaines études ont pu faire le lien entre certains genes et I'hypoxie,
montrant que plusieurs genes trouvés en association avec la maladie corrélaient
positivement dans une approche mécanistique de réseaux d’interactions!s.
Cependant, ces résultats doivent étre mis en veille, car ils n'ont pas été répliqués

avec les trouvailles génétiques des six dernieres années.

Finalement, le dernier facteur prénatal, qui sera discuté en détail plus loin, serait
I'age paternel. En effet, il a été démontré qu’'un pere plus agé au moment de la
conception de son enfant lui conferera un risque plus élevé de développer la

schizophréniel®.

1.1.5.2 Facteurs infectieux

L’hypothese d'une source infectieuse pour la SCZ, aussi connue sous le nom de
théorie microbienne des maladies, stipule que la SCZ serait le résultat de

'interaction entre le feetus et des agents infectieux ou des anticorps que la mere



aurait développés en réponse a des agents infectieux2?. Ces interactions auraient des
effets néfastes sur le développement du cerveau et du systéme nerveux
périphérique. Ainsi, des associations ont été établies entre la SCZ et plusieurs
maladies infectieuses, dont l'influenza2122 et le virus de I'herpes?23. Cependant, ces
résultats ont été contredits par des études plus récentes qui avaient I'objectif de les

répliquer24+-26,

1.1.5.3 Consommation de drogues

La causalité entre la consommation de drogues et le diagnostic de la schizophrénie
est tres difficile a établir. Comme les patients souffrants de SCZ sont connus pour
étre a grands risques pour la consommation de drogues (preés de 40 % des patients
SCZ présente une consommation pathologique)?7, il est difficile d’établir les effets de
cause et de conséquence. Malgré la grande médiatisation entre la consommation de
cannabis et le risque de développer la SCZ, le lien n’est pas encore clairement établi.
Bien que certaines études démontrent que le cannabis augmente le risque d’étre
diagnostiqué de la SCZ2829, des facteurs épidémiologiques contredisent ces
affirmations. En effet, des pays comme la Suede et le Japon, connus pour avoir une
trés basse consommation de cannabis, ont une prévalence de la SCZ similaire a des
pays comme le Canada ou les Etats-Unis ot la consommation est plus élevée. De ce
fait, il faut étre tres prudent dans les interprétations des facteurs de risques de la

SCZ afin de ne pas établir des causalités erronées.



1.2 l’étiologie génétique de la schizophrénie

1.2.1 Introduction

Au début de I'année 2013, une recherche des termes « schizophrenia AND genetics »
réalisée dans le cadre de cette thése rapportait prés de 12 000 articles de nouveaux
résultats. De ce fait, lorsqu'une démarche de revue de la littérature du domaine est
entreprise, il faut étre tres prudent lorsque I'on établit la liste des « genes associés ».

En effet, la base de données SZGene (http://www.szgene.org/) rapporte plus de

1000 genes associés a la SCZ alors que la base de données SZGR
(http://bioinfo.mc.vanderbilt.edu/SZGR) en rapporte pres de 8000. Dans le cadre de
I'exercice courant, ne seront discutées que les trouvailles ayant eu un fort impact sur
le domaine de I'étiologie génétique de la SCZ et ayant été répliquées. Il est a noter
que ce résumé est fortement inspiré de deux articles de revues préalablement

publiés3031 qui sont joints en annexe de cette these.

1.2.2 L'origine de I’hypothése génétique

Encore aujourd’hui, il est tres fréquent d’entendre des spécialistes remettre en
doute I'hypothese génétique de la SCZ. Cependant, ces doutes sont injustifiés, car la
composante héréditaire de la SCZ a été démontrée a maintes reprises. En effet, afin
de comprendre les fondations moléculaires d’'une maladie, il est crucial de pouvoir
évaluer et distinguer l'apport des composantes génétiques et environnementales.
Les études épidémiologiques effectuées sur des paires de jumeaux monozygotiques

et dizygotiques constituent la méthode de choix pour y arriver. Ces études


http://www.szgene.org/

permettent non seulement d’établir si une maladie a une composante héréditaire,
mais elles permettent également de la quantifier en établissant une mesure appelée
facteur d’héritabilité. Pour la SCZ, plusieurs études de jumeaux ont été réalisées en
utilisant plusieurs criteres de sélection, que ce soit sur des patients sélectionnés 32,
sur des sélections systématiques3334 ou bien slir des populations spécifiques3>36,
Toutes les études réalisées ont pu identifier une augmentation majeure de la
concordance entre les jumeaux monozygotiques comparés a des jumeaux
dizygotiques. Cette observation permet de conclure hors de tout doute que la SCZ
posséde une importante composante héréditaire. Cette composante fut estimée
autour de 81 % lors d’'une méta-analyse englobant 12 études indépendantes de
jumeaux3?. Ceci permet de conclure que la composante génétique de la SCZ est
majeure, mais aussi que I'environnement est appelé a jouer un role important dans
I'architecture de la maladie, puisqu’environ 20 % des cas pourraient étre causés par

des facteurs environnementaux.

1.2.3 Les études de liaisons

1.2.3.1 Définition

Les études de liaisons génétiques (ELG) se basent sur le principe que les génes
proximaux ont une plus grande probabilité d’étre transmis ensemble sur le méme
fragment chromosomique. Ce processus est rendu possible grace a la recombinaison
chromosomique, qui se produit naturellement lors de chaque transmission
génétique. En estimant le taux de recombinaison entre deux marqueurs

chromosomique, il est possible d’estimer la distance génétique séparant ces deux
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marqueurs. En présence d'une famille ol plusieurs membres sont étudiés, il est
possible d’étudier chacune des transmissions afin de reconstituer les haplotypes
parentaux transmis par les parents. En présence d'une famille ou certains des
membres sont atteints d'un trait ou d’'une maladie, 'ELG identifie les haplotypes
spécifiques aux membres de la famille atteints en donnant a chaque région une
valeur de confiance statistique. Ainsi, il est possible d’identifier et de raffiner des
régions liées aux maladies. Historiquement, les ELG ont souvent été réalisées a
partir de marqueurs microsatellites, c’est a dire des motifs de 2 a 10 nucléotides
répétés en tandem a de nombreuses reprises. Cependant, plus récemment, les ELG
sont plus souvent effectuées a partir des polymorphismes a nucléotide simple (SNP

pour Single Nucleotide Polymorphism), moins informatifs, mais plus nombreux.

1.2.3.2 Les études de liaison et la schizophrénie

Depuis le début des années 90, les ELG ont connu un immense succes. L’exemple le
plus fréequemment cité est le notoire BRCA1, identifié grace a des familles souffrant
de cancer du sein précoce38. Plusieurs autres exemples s'appliquent a d’autres
maladies, en particulier pour les maladies a profil monogénique, aussi appelé
maladies mendéliennes. Cependant, un succes similaire n’a pas été atteint dans le
domaine de la SCZ. Malgré le fait qu’'on rapporte des études de liaison a échelle
génomique (ELEG) dans pas moins de 25 études indépendantes portant sur de
grandes familles avec de multiples patients atteints de SCZ3, le succes de la plupart
des études a été mitigé, la plupart des loci n’étant pas répliqués par la suite. Le

premier locus associé a la schizophrénie a été identifié dans une famille du
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Maryland sur le chromosome 22q13.140. Cependant, les efforts de séquencage
subséquents n'ont pas mené a l'identification du gene causatif. C’est le géne
Neuregulin 1 (NRG1) qui fut le premier gene associé a la SCZ lors de I'identification
de deux haplotypes « a risque » dans la population islandaise#l. Le géne NRGI code
pour une protéine qui agit sur les récepteurs de facteur de croissance épidermique,
processus impliqué dans le développement du systeme nerveux, ce qui rendrait
plausible son implication dans le mécanisme biologique de la SCZ. Au fil des années,
ce locus génétique a été répliqué dans d’autres études portant sur plusieurs
populations différentes, faisant de NRG1 un gene fortement associé avec la SCZ4243,
L’autre locus qui sera présenté dans le présent ouvrage est le locus contenant le
gene DTNBP1, un gene codant pour la protéine dysbindine, impliquée dans les
cellules des muscles squelettiques. Ce gene a été associé a la SCZ par le biais d'une
large ELG sur plus de 250 familles irlandaises**. Cette méme étude a rapporté la
présence d’association avec plusieurs marqueurs SNP délimitant deux régions
génomiques, I'une d’elles contenant le gene DTNBPI1. Des études moléculaires
fonctionnelles ont par la suite renforcé ces résultats en montrant un impact des

haplotypes associés a la SCZ sur I'expression génique*>.

Les succes mitigés des ELG pour la SCZ furent le premier indicatif que la maladie
posséde un profil génétique complexe. Ce fut d’ailleurs le cas pour la plupart des
maladies a haute fréquence dans la population, qu’on appelle aujourd’hui « maladies
complexes ». Bien que les ELG peuvent étre réalisées sur une seule famille a la fois,
le pouvoir vient dans la combinaison de plusieurs familles afin d’augmenter le

pouvoir de détection des haplotypes liés. Ainsi, si plusieurs familles sont liées au
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méme locus, la détection d'une région liée est facilitée. En revanche, si la majorité
des familles possedent des liaisons distinctes, la détection de ne serait-ce que d'un

seul loci s’en trouve complexifiée par le profil génétique hétérogene.

1.2.3.3 Le cas de DISC1

L’association du géne DISC1 (Disrupted-in-Schizophrenia 1) a la SCZ est sans
contredit la plus connue et la plus étudiée de toutes. A ce jour, prés de 400 articles
ont étudié divers aspects de cette association. L’histoire de DISC1 est quelque peu
particuliere. En effet, les premiers indices remontent a l'identification d’'une
translocation dans une famille écossaise sur le chromosome 146, C’est plusieurs
années plus tard que I'on a découvert que cette translocation affectait directement
un gene, nommé pour cette occasion Perturbé-par-la-schizophrénie (Disrupted-in-
Schizophrenia-1 DISC1)#. 11 a par la suite été démontré que DISC1 contribuait non
seulement a la pathogenese de la SCZ, mais affectait également d’autres maladies

psychiatriques comme BP et la dépression majeure*8.

1.2.3.4 Perspectives : L’absence de conclusions; une conclusion?

Au plus fort de la vague des ELG, a la fin des années 90 et au début des années 2000,
le manque de succes de ces études pour la SCZ pouvait en partie s’expliquer par la
complexité phénotypique et une possible non-pénétrance. Bien que peu de liaisons
génétiques aient été identifiées et répliquées, certaines, comme DISCI, montrent que
la SCZ semble posséder une composante héréditaire mendélienne. Cette

composante est probablement en grande partie masquée par la portion complexe de

13



la maladie. Avec l'avénement des nouvelles technologies de séquencage, plus
particulierement avec la technique dite de capture d’exome (définie plus loin dans
I'ouvrage), nous aurions été en droit d’espérer des résultats plus encourageants
pour les études familiales. Or, il est étonnant de voir que le succes escompté ne s’est
pas matérialisé. En effet, pratiquement cinq ans apres la globalisation des études de
séquencage de deuxieme génération, aucun gene a profil de transmission
mendélienne n’a été identifié et répliqué pour la SCZ. Serait-il possible que cette
absence de résultat soit un indice sur la nature du mécanisme génétique de la SCZ?
Peut-on conclure qu'il n’existe pas de famille atteinte d’'une forme monogénique de
la maladie? Il est encore trop tot pour tirer une conclusion définitive. En effet, il n’est
pas impossible que certains cas de SCZ familiale soient causés par un type de
variation génétique encore sous-étudié, comme ce fut le cas pour la sclérose latérale
amyotrophique, dont une vaste proportion des cas familiaux est causée par une
répétition d’hexanucléotide qui avait jusqu’a tout récemment échappé aux équipes
de recherches. Il n’est pas non plus exclu qu’un effet mosaique soit présent et que les
mutations génétiques puissent seulement étre détectées dans des tissus spécifiques.
Or, pour la SCZ, il est encore impossible de bien situer les mécanismes biologiques.
Ainsi, il serait probablement plus judicieux de concentrer les prochaines études

génétiques sur des populations plutot que sur des familles.
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1.2.4 Les études d’association génomique

1.2.4.1 Définition

D’une maniere simpliste, les études d’association génomique (GWAS, de l'anglais
Genome-Wide Association Study) peuvent étre vues comme le penchant
populationnel des ELG. Comme il n’est pas possible d’observer la ségrégation d’'un
trait parmi les membres affectés, on utilise plutot la fréquence allélique pour tenter
d’établir s’il y a une différence entre un groupe de patients et un groupe de
controles. Dans le cas présent par contre, il n’est plus possible de travailler avec des
haplotypes basés sur les fréquences de recombinaisons. De ce fait, on parle plutot de
déséquilibre de liaison (DL). Si des combinaisons d’alleles se produisent plus
souvent que si ces combinaisons étaient dictées par le hasard, il y a présence d'un
couplage allélique appelé déséquilibre de liaison. Lorsqu'on a commencé a
s’'intéresser plus sérieusement aux variations génétiques au niveau populationnel,
on a réalisé que le génome était fragmenté en bloc de DL de tailles variables. Un bloc
de DL est un segment chromosomique continu qui est déterminé en comparant les
haplotypes de plusieurs membres d’'une méme population, comme le fait le projet
HapMap#°. Avec une connaissance précise des blocs de DL, il est possible de
déterminer une liste de SNP « étiquette » qui permet de réduire le nombre de SNP a

étudier d’environ quarante millions a moins d’'un million.

A l'instar des études de liaisons, une association positive entre un marqueur SNP et
un trait phénotypique n’est pas nécessairement concluante de l'identification d'une

mutation causative. Il n’est pas exclu que le SNP ainsi identifié soit le variant causal
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recherché, mais, dans la plupart des cas, il faut envisager que le variant causal soit
en haut DL avec le marqueur SNP, mais qu'’il devra étre identifié par séquencage ou

autre technique.

Le grand essor des études d’association, particulierement celui des études
d’association a l'échelle génomique (GWAS) est tres récent. En effet, avant
I'achevement du « projet génome humain » en 2003 et d'un projet dérivé; le projet
HapMap (expliqué plus loin), les connaissances des variations génétiques chez
I’humain étaient trop limitées pour établir une carte génétique des SNP a I'échelle
génomique. Aujourd’hui, plus de 800 GWAS ont été réalisées et plus de 53,000
associations positives ont été réalisées (certains genes sont associés a plusieurs

maladies)>°.

1.2.4.2 La premiére vague d’étude d’association

La premiere vague des GWAS a rapidement confirmé I'une des observations faite
lors des ELG; la grande complexité génétique de la SCZ. En effet, la grande majorité
des études se sont révélées non concluantes. Il faut dire que ces études, qui eurent
lieu a 'aube de l'avenement des GWAS (2008-2009), ont été réalisées sur des
échantillons de tailles modestes comparées au standard d’aujourd’hui. Trois de ces
études comprenaient des échantillons de taille légerement plus substantielle. Les
deux premieres, comprenant respectivement 574 et 733 patients atteints de SCZ
furent non-concluantes>152, La troisieme étude, réalisée sur 660 patients, a généré
plus d’intérét suite a la découverte d’'une association avec le gene Reelin (RELN).

Curieusement, l'association rapportée par Shifman et coll. avec RELN était
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seulement observable chez les femmes>3. Cet intérét vient en partie du fait qu'une
baisse du niveau d’ARN messager du gene RELN avait précédemment été identifiée
dans des cerveaux de patients atteints de SCZ>455, Ces résultats avaient par la suite
été renforcés par l'observation suivante : dans des cerveaux de patients atteints de
SCZ, dans les couches corticales |, il y a surexpression de '’ADN methyltransferase 1
(DNMT1) qui meéne a la baisse d’expression de RELN. Cette constatation était
d’autant plus intéressante suite a I'observation de ’hyperméthylation du promoteur
de RELN chez des patients SCZ>657, Cependant, des études plus récentes ont échoué
lorsqu’elles ont voulu répliquer les états d’hyperméthylation>85%. De ce fait,
I'association avec le géne RELN a été éclipsée par les plus récentes trouvailles
génétiques, surtout lorsque I'on tient compte du fait qu’elle n’a jamais été répliquée

dans les études génétiques subséquentes.

1.2.4.3 La deuxieme vague : Premiéres percées

La premiere GWAS sur un échantillon de taille moyenne (479 patients et 2937
controles) s’est soldée par l'identification d'une association positive avec un SNP
situé dans le géne codant pour la protéine zinc finger 804A (ZNF804A)%. 11 s’agit
sans doute de la premiére association solide identifiée par les GWAS pour la SCZ. En
effet, elle a été répliquée a maintes reprises dans plusieurs populations®1-63, En
modifiant I'expression de ZNF804A dans des cellules progénitrices neurales, il a été
montré que le géne avait un réle important dans le processus d’adhésion cellulaire,
supportant la théorie que ZNF804A serait impliqué dans la migration neuronale et

la formation des synapses®4.
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A la suite de cette étude, deux nouvelles GWAS furent publiées conjointement, la
premiére menée par le groupe islandais DECODE sur un échantillon de 2663 cas et
de 13498 contrdles®> alors que la deuxiéme a été conduite par le Consortium
international sur la Schizophrénie sur 3322 cas et 3587 controles®®. Le point majeur
des deux études est que chacune d’elle a rapporté la présence de SNP associés dans
le complexe majeur d’histocompatibilit¢é (MHC pour Major Histocompatibility
Complex). Le MHC est un ensemble de genes situé sur le chromosome 6 qui code
pour la réponse immunitaire d'un individu, et, de par les combinaisons alléliques
possibles, est unique pour chaque individu. En plus d’avoir été répliqué par une
troisieme étude indépendante®’, le locus MHC avait auparavant été identifié par une
métaanalyse d’ELG®8. De plus, une hypothese émergente liant la SCZ aux réponses
immunitaires supporterait l'implication du MHC dans la pathogeneése de Ila

maladie®970,

1.2.4.4 Troisieme vague : La consécration?

Comme pour la plupart des études génétiques, les premieres GWAS ont été réalisées
sur des populations a ascendance européenne. Il a fallu attendre la fin de 'année
2011 avant d’obtenir les premiers résultats dans des populations non européennes.
Deux études portant sur la population chinoise Han ont été publiées conjointement,
la premiere portant sur 3750 cas et 6468 contrdles alors que la deuxieme a été
effectuée sur 746 cas et 1599 contréles’172. Cependant, plutot que d’éclaircir le
mystere, elles ont contribué a le densifier. En effet, les deux études ne sont pas

concordantes et n’identifient aucun signal commun.
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Finalement, la plus grande GWAS a été publiée récemment. Elle porte sur 9394 cas
et 12462 controles. En plus de confirmer I'association avec le MHC, cette étude a
permis d’identifier cinq nouveaux loci associés a la maladie’3. Le plus intéressant de
ces nouveaux loci est celui ou se trouve 'une des cibles prédites du microARN 137,
impliqué précédemment dans la maturation neuronale et le développement de la
moelle épiniére’4. Vu la publication récente de cette grande GWAS, les analyses
fonctionnelles rapportant un lien direct entre le microARN-137 et la SCZ sont
encore attendues. Cependant, il est fort probable que plusieurs groupes de
recherches tentent actuellement d’établir un lien causal et que plusieurs éléments

de réponses nous parviendront sous peu.

1.2.4.5 Perspectives : Stop ou encore?

En parcourant toutes les GWAS réalisées pour la SCZ, il est évident que 1'un des
principes maitres des études d’associations est a 'ceuvre. Le succes des GWAS est
directement lié a la taille de I’échantillon et a la complexité de la maladie. On sait
déja que la SCZ est une maladie tres complexe; de ce fait, des échantillons de taille
substantielle seront requis pour en arriver a des associations positives. Ainsi, si les
premieres études n’étaient pas tres concluantes, les études plus récentes montrent
clairement que plusieurs locus sont positivement liés a la SCZ. Cependant, il est
important de garder en téte que les résultats obtenus jusqu’a aujourd’hui expliquent
une portion mineure de I’héritabilité. En plus de cela, chaque association est liée a
une élévation mineure des risques absolus liés a la maladie. Par exemple, la plus

récente association de la MHC avec le microARN137 a été établie avec un rapport de
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cote (OR pour Odds ratio) de 1.14. Converti en risque absolu, cela veut dire qu'un
individu porteur de l'allele a risque voit ses chances de souffrir de la maladie
augmentées de 3.2% par rapport a un individu qui n’est pas porteur de l'alléle.
Montrée ainsi, la contribution de chacun des variants associés par GWAS est tres
petite. Méme en combinant tous les variants positifs, il n’est pas possible d’expliquer
plus de 5 % du facteur héréditaire de la schizophrénie. Cependant, il n’en demeure
pas moins que ces locus identifiés sont d’'une importance capitale pour les études

subséquentes.

En plus des associations individuelles, la globalité des GWAS permet de tirer une
autre conclusion sur la complexité de la SCZ. L'une des approches possibles pour
pallier a cette complexité est une poursuite en augmentant la taille de I'échantillon.
En effet, des études sur d’autres traits complexes supportent la notion relative aux
GWAS que « the bigger the better ». Ainsi, une méta-analyse portant sur les facteurs
génétiques de la taille chez 'humain a été réalisée sur pres de 200 000 individus?>.
Malgré cet échantillon de taille sans précédent, il est estimé que la totalité des
associations identifiées dans cette étude n’explique pas plus de 10% de la
variabilité observée dans la taille des humains. En ce qui concerne la derniere étude
portant sur la SCZ, elle a été réalisée sur pres de 10000 patients en phase
exploratoire et prés du double en phase de confirmation. Cependant, il semble
probable que plusieurs associations soient encore cachées, malgré la taille
substantielle de I’échantillon. A cet effet, le groupe de Peter Visscher a utilisé les
données de la plus récente GWAS comme point de base pour un nouveau calcul.

Selon cette étude, en prenant en compte tous les SNP utilisés dans la grande GWAS

20



de Ripke et coll., on serait en mesure d’expliquer 23 % du facteur héréditaire de la
maladie’¢. Ces résultats justifieraient donc I'importance de continuer les études

d’associations en SCZ.

1.2.5 Les variations structurales

1.2.5.1 Description

Les variations structurales (SV pour Structural Variants) sont des variations
génétiques qui adviennent sur de larges fragments chromosomiques (plus de 1000
paires de bases). La complétion du projet « GEnome » a révélé que les SV, jusqu’alors
trés peu connus, pourraient étre beaucoup plus fréquents qu’'on ne le croyait
jusqu’alors?’. La derniére mise a jour de la base de données Database of Genomic
Variants enregistre pres de 100 000 loci de SV. Plusieurs études ont tenté d’apporter
des réponses sur la distribution des SV chez 'humain. Cependant, ces études se
révelent tres différentes les unes des autres et brillent par leurs contrastes plutot
que par leurs similitudes. On réalise rapidement que selon les méthodes
expérimentales et analytiques employées, les résultats varient énormément. Dans le
cas de la SCZ, les études ont été réalisées a partir des données d’intensité de
biopuces a ADN (SNPchip). Cette méthode permet de réinterroger les données

obtenues lors des GWAS a d’autres fins.

1.2.5.2 Les études de prévalence

Une grande étude réalisée par le Wellcome Trust Case Control Consortium (WTCCC)

portant sur 8 maladies différentes et réalisée sur plus de 16000 cas et 3000
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controles partagés a conclu qu’il était tres peu probable que les SV communes
contribuent significativement aux facteurs héréditaires des maladies’8. En effet,
selon la logique de leur analyse, les signaux de ces SV auraient déja été détectés lors
des GWAS. Cette tendance semble vouloir s’appliquer a la SCZ. En effet, aucune
association avec une SV commune n’a été observée. Par contre, l'effet des
associations avec des SV rares semble étre beaucoup plus important. Avant de
parvenir a I'identification spécifique de SV associée a la maladie, plusieurs études de
prévalence ont été effectuées. Il a tout d’abord été montré que la prévalence des SV
était plus grande dans des cohortes de patients atteints de SCZ comparés a des
individus controles. Dans une cohorte de 150 patients SCZ, Walsh et coll. ont
observé que les longues SV (> 100 kilobases) étaient plus fréquentes chez les
patients schizophrenes (15 % comparés a 5 % chez les contréles). Cette tendance
semble étre encore plus forte pour les patients atteints de schizophrénie juvénile,
une forme rare de la maladie (20 %)7°. Une autre étude abonde dans le méme sens,
mais cette fois, ce serait les SV de novo (c.-a-d. des mutations spontanées) qui
auraient une plus forte prévalence dans un groupe de 152 patients atteints de SCZ.
Fait intéressant, cette observation s’applique uniquement aux cas de SCZ
sporadiques, la méme observation n’ayant pas été répliquée parmi des cas de SCZ
familiaux80. Une troisieme étude a répliqué cette observation, montrant que
'association était inversement proportionnelle avec la fréquence des SV. De plus,
cette étude a établi que le nombre de genes par SV était plus important pour les

patients atteints de SCZ que pour les controles®8!.
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1.2.5.3 Les associations spécifiques aux loci de SV

L’étude mentionnée précédemment a également été la premiére étude a I'échelle
génomique qui a rapporté des associations spécifiques pour certaines positions
chromosomiques8l. En plus de deux loci situés sur les chromosomes 15q13.3 et
1q21.1, cette étude a permis de répliquer le locus sur le chromosome 22q11.2, le
premier locus génétique lié a la SCZ8283, De maniere trés contrastée avec les GWAS,
une deuxieme étude a I'échelle génomique a permis de répliquer deux des loci
identifiés par la premiére étude (1921.1 et 15q13.3) en plus d’identifier un nouveau
locus situé sur le chromosome 15q13.384. Le locus 1q21.1 a été subséquemment lié a
la microcéphalie et la macrocéphalie®>. Par la suite, de nombreuses études ont
permis d’effectuer des associations dans des études de SV localisées, notamment sur

le chromosome 16p11.286,

1.2.5.4 Perspectives

Il est intéressant de voir le contraste entre les GWAS et les études de distribution de
SV. Bien qu’elles soient différentes dans leurs conclusions, elles sont concordantes
sur un aspect crucial du mécanisme génétique de la SCZ: les variants communs
semblent avoir un role tres limité dans I'étiologie de la maladie. En effet, bien que
certaines associations aient été réalisées dans le cadre des GWAS, les rapports de
cotes sont si petits que leurs risques en valeur absolue reste tres faibles. En ce qui
concerne les SV associés, bien que les fréquences soient tres faibles, les rapports de
cotes sont beaucoup plus importants, la majorité se trouvant entre 10 et 20 (les

rapports de cote du locus 22q11.2 ont été évalués a 21.6!). A titre de comparaison
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avec 'exemple donné dans la section précédente, la délétion 1q21.1 a été identifé
avec un rapport de céte de 14.83. Converti en risque absolu, cela veut dire qu'un
patient pour lequel on identifie une délétion sur le chromosome 1q21.1 aura
47.85% plus de chances de souffrir de la SCZ qu'un individu non-porteur.
Cependant, comme la délétion est trés rare (prévalence de moins de 0,04%), ces
chiffres confirment les hypotheéses génétiques sur 'origine de la maladie : la maladie
serait causée par des centaines, voir des milliers de genes. Ainsi, les SV ont permise
par des études de prévalence d’observer un plus haut fardeau des SV chez les
patients atteints de SCZ. Elles ont aussi permis d’identifier des loci fortement
associés a la maladie. La difficulté des études de SV réside plutot dans I'identification
méme des variations. En effet, il a été montré que bien qu’il existe plusieurs
méthodes pour identifier les SV a I’échelle génomique, ces études ont un facteur de
concordance minimal®87-89. Par contre, il a également été montré que le taux de faux
positifs de chacune des méthodes est relativement petit. De ce fait, on peut conclure
que ces différentes méthodes sont complémentaires plutét que confirmatoires.
Ainsi, il est encore trés difficile d’établir avec précision une cartographie fiable de

tous les SV d’'une population donnée.

1.2.6 Les études de re-séquencgage

1.2.6.1 Descriptions

Le séquencage initial du génome humain a été complété pour la premiere fois en
200177, De ce fait, pour étre scrupuleusement exact, toutes les études subséquentes

portant sur le séquencage du génome humain sont appelées des études de re-
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séquencage (de l'anglais resequencing). Cependant, afin d’alléger le texte, elles

seront ici désignées comme études de séquencage.

1.2.6.2 Le séquengage Sanger

Le séquencage Sanger a été développé par Frederick Sanger et son équipe en 1977.
Jusqu’a 'avénement des nouvelles technologies de séquencgage, c’était la technologie
de séquencage la plus utilisée. Le principe consiste a utiliser un petit
oligonucléotide, communément appelé amorce, afin d'initier la polymérisation de
I’ADN. Par la suite, la réaction est maintenue par des enzymes polymérases, les
mémes que celles utilisées pour les PCR. Par la suite, on ajoute un mélange des
quatre désoxyribonucléotides avec une faible quantité de l'un des
didésoxyribonucléotides. Ce dernier permet de stopper la réaction d’élongation lors
de 'ajout d'une base spécifique. En répétant la réaction a quatre reprises (une pour
chacun des quatre didésoxyribonucléotides), on obtient des fragments de tailles
différentes que I'on peut faire migrer sur un gel de polyacrylamide afin d’obtenir les
positions de chacun des nucléotides dans la séquence. La méthode a par la suite été
automatisée, que ce soit par l'ajout de capillaires d’électroporation ou bien en

remplacent les nucléotides standard par des nucléotides phosphorescents.

1.2.6.3 Le séquencgage a haut-débit

L’arrivée, dans les quatre derniéres années, des nouvelles technologies de
séquencage a completement bouleversé le monde de la génétique. En effet, si

pendant de longues années, le séquencage a été effectué par ciblage de petites
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régions, il est maintenant possible de paralléliser les réactions pour cibler des
millions de régions a la fois. De ce fait, il est désormais réaliste de séquencer un
génome complet pour un colit modeste; le premier séquencage du génome humain
s’est réalisé pour un total de 4 milliards de $ US alors que notre laboratoire effectue
aujourd’hui une tiche similaire de maniére routiniére pour moins de 3000 $ US.
Ainsi, il est maintenant possible d’interroger le génome complet sans la nécessité
d’avoir une hypothése de base. Cependant, cette nouvelle accessibilité a
I'information génétique ne s’est pas réalisée sans heurts. En effet, il est dorénavant
impossible de réaliser une étude génomique sans un support bio-informatique et
biostatistique complet. A titre d’exemple, le laboratoire de recherche du Dr Rouleau,
est passé d'un laboratoire de génétique traditionnelle a un laboratoire générant
approximativement un téraoctet de données par jour. Il est donc nécessaire d’avoir

acces a une plateforme d’analyse efficace et rapide afin de pouvoir transformer les

données de séquencage en des données utilisables pour des études génétiques.

Le génome humain représente un ensemble complexe d'informations distribuées en
séquences codantes et non-codantes. Les séquences codantes représentent les
premieres cibles de choix des généticiens, car elles sont peu nombreuses (2 % du
génome total) et contiennent la quasi-totalité des mutations génétiques associées a
des maladies. Ainsi, afin de réduire les colits globaux et le fardeau des analyses
génétiques, une méthode de ciblage appelée «la capture d’exome» a été
développée. Cette méthode permet d’isoler et d’amplifier la grande majorité des

régions codantes du génome d’un individu de maniere a identifier la presque totalité
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des variations génétiques ayant un effet direct sur la formation et la structure des

protéines.

1.2.6.4 Les études de séquengage de génes candidats

Dans le domaine de la génétique de la SCZ, plusieurs études de séquencage de génes
candidats ont été réalisées. Il n’est pas possible de toutes les répertorier, mais la
plupart ont été réalisées a la suite des études génomiques présentées
précédemment, comme c’est le cas pour le gene ZNF804A% ou bien DISC191.
Cependant, I'interprétation que I'on peut faire de telles études a été drastiquement
modifiée par l'arrivée des nouvelles technologies de séquencage. En effet,
maintenant qu'’il est possible d’interroger I'entiereté des séquences codantes, il a été
démontré que les variants a effet nuisible sur les protéines, qu’auparavant on liait
directement aux maladies, sont beaucoup plus fréquents qu’'on ne le pensait 2.
Ainsi, il a été démontré qu’'un individu sans probleme sévere de santé peut avoir
jusqu’a 100 variants causant une perte d’effet et on s’attend que 20 de ces variants

causent une inactivation complete d’'un gene, sans effet phénotypique notable.

1.2.6.5 L’implication des mutations de novo

Il est a noter que les mutations de novo constituent maintenant un facteur important
du mécanisme génétique de la schizophrénie. Comme elles sont également le sujet
principal de cet ouvrage, une énumération factuelle des études de mutations de novo

sera présentée ici et une discussion exhaustive sera effectuée plus loin.
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Les mutations de novo (DNM, de I'anglais de novo mutations) sont des variations
génétiques qui ne sont pas transmises de fagon mendélienne; elles sont donc
absentes du génome des parents d'un individu. Elles peuvent avoir deux origines
différentes: une origine germinale ou elles se produisent dans les cellules
germinales des parents d'un individu et une origine somatique ou elles se
produisent a un stade plus ou moins avancé de 'embryogenese directement chez
I'individu. Il est connu depuis longtemps que les DNM sont responsables de
plusieurs syndromes génétiques rares comme le syndrome de Rett?3 ou la
Neurofibromatose de type I1°%. Cependant, il aura fallu attendre beaucoup plus
longtemps avant que leur implication soit suggérée dans les maladies plus
communes, ce retard étant imputé d’'une part a la complexité de leur mécanisme
génétique, mais aussi au grand intérét envers les variations génétiques fréquentes.
C’est par le véhicule d'un grand projet de séquencage de génes synaptiques chez des
patients atteints de SCZ ou de troubles du spectre de I'autisme (ASD pour autism
spectrum disorder) que notre laboratoire a entrepris la premiére étude d’envergure
des DNM dans les maladies psychiatriques. Ce projet a permis d’identifier des DNM
dans certains genes qui ont été par la méme occasion associés a la SCZ, comme
SHANK3% et NRXNZ2%. Mais au-dela des associations locales, c’est I'observation
d’'une élévation du nombre de DNM a effet nuisible qui a constitué la premiere

preuve que les DNM avaient un réle important dans la SCZ?7.

Avec I'avenement des nouvelles technologies, il est dorénavant possible de tester de

maniere plus efficace I'implication des DNM. Ainsi, des études de capture d’exomes
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ont permis d’identifier plusieurs DNM dans des patients atteints de SCZ98-100,

confortant la these de I'implication des DNM dans la SCZ.

1.2.6.6 Perspectives

L’avenement des nouvelles technologies de séquencage milite grandement en faveur
de la poursuite des études de séquencage a grande échelle. En effet, le colit du
séquencage est de plus en plus abordable et ce qui était impensable il y a a peine
quelques années est maintenant presque accessible: le séquencage du génome

complet d’'un grand nombre d’individus d’'une méme population.

Il n’y a nul doute que les études de séquencage sont la voie de I'avenir puisqu’elles
permettent de tester pour toutes les hypotheses génétiques de par leur nature
intégrative et compléte. Il est en effet possible de réaliser des ELG, des GWAS ou des
études de SV a partir des données de séquencage d'un génome. Et, chaque saison
apporte un foisonnement de nouvelles méthodes d’analyses qui permettent

d’extrapoler de nouvelles informations a partir des mémes données.

En ce qui concerne la SCZ, les études de séquencage permettront enfin de réaliser
des études intégratives afin de tester l'effet combiné des variants rares et des
variants communs. Il y a fort a parier que les cas de SCZ causés de maniere
mendélienne par une seule mutation sont tres rares et que la majorité des cas sont
dus a une accumulation de facteurs de risques plus ou moins importants. En effet,
s’il y a une lecon que I'on peut tirer des études génétiques réalisées sur la SCZ

jusqu’a présent, c’est qu’il est tres risqué de mettre tous ses ceufs dans le méme
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panier. Voila pourquoi les études dites combinatoires commencent a étre de plus en
plus répandues. Elles permettent de cumuler des signaux d’association dans des
ensembles prédéfinis (bien souvent des genes) afin de tester pour un effet cumulatif
de plusieurs variants a fréquences différentes. Il est envisageable que sous peu, il
soit possible de tester les effets combinatoires entre des variants venants de

différents geénes afin de tester de potentielles combinaisons de multiples variants.

1.3 l’effet de I’age du peére sur les mutations

La réplication fidéle de 'ADN ainsi que la transmission du matériel génétique aux
cellules-filles sont des processus critiques. Cependant, malgré I'importance de ces
processus, nos génomes sont continuellement exposés a des agents exogenes qui
créent des centaines de lésions d’ADN chaque jour, chacune de ces lésions
nécessitant une réparation rapide. Les mécanismes cellulaires de réparation et de
réplication de ’'ADN sont des mécanismes tres fiables, mais ils ne sont pas parfaits.
Ainsi, dépassant notre compréhension actuelle de ces mécanismes, certaines
mutations échappent au contrdle cellulaire et finissent par se retrouver dans le
bassin génétique d’'une population ou elles seront soumises aux lois de la sélection
naturelle et de la dérive génétique. D’'une part, il a été montré il y a plusieurs
décennies déja que ce mécanisme est crucial pour la survie et I'évolution des
especeslfl, D’autre part, I'ajout de nouvelles mutations peut aussi avoir des
conséquences néfastes qui désavantagent les individus 94102103, .es mécanismes par
lesquels les mutations sont introduites dans le bassin génétique d’'une population ne

sont pas tres bien compris. Si nous savons que certaines mutations sont introduites
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par des erreurs de réplications ou des cassures double-brins, nous en savons encore
trés peu sur la fréquence de ces événements et sur leurs impacts. Cependant, avec
les nouvelles technologies de séquencage, il est dorénavant possible d’étudier plus

en détail ces mécanismes.

1.3.1 Les types de mutations et leurs mécanismes respectifs

1.3.1.1 Historique

A la suite du séquencage original du génome humain, une grande question s’est
imposée : quelle variabilité va-t-on retrouver entre plusieurs génomes d’'une méme
espece? Pour répondre a cette question, plusieurs des plus grands centres
génomiques ont lancé un projet international appelé HapMap#° avec pour but avoué
d’identifier et de caractériser les variations génétiques entre différentes
populations. Suite a l'identification d’'un peu plus d’'un million de polymorphismes a
simple nucléotide (SNP pour Single Nucleotide Polymorphism), leur prévalence a
été testée dans quatre populations fondatrices. Par la suite, le projet des mille
génomes (1KGP), le successeur spirituel du projet HapMap, a permis de transférer
les connaissances acquises sur les populations a un niveau individuel en établissant
une carte génétique a haute densité du génome humain104105, Ces données ayant été
disséminées librement dans la communauté scientifique, il est maintenant possible

de classifier les différents types de variations génétiques selon leurs effets et leurs

fréquences. Ainsi, plusieurs classes générales de variations ont éteé identifiées.
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1.3.1.2 Les types de variants

1.3.1.2.1 Les variants a simple nucléotide

Il existe une ambigiiité relative a la dénomination appropriée pour ce type de
variations génétiques. Le nom le plus souvent utilisé est polymorphisme a
nucléotide simple (SNP), mais le mot « polymorphisme » sous-entend que le site
visé se retrouve chez plusieurs individus dans une population. On ne peut donc pas
I'utiliser pour des variations privées (c.-a-d. trouvées uniquement chez un individu).
De plus, le seuil au dessous duquel un variant ne peut plus étre appelé un SNP n’est
pas clairement établi et varie d’'une étude a l'autre. Pour ces raisons, le présent
ouvrage utilisera le terme de variation a simple nucléotide (SNV pour Single

Nucleotide Variant) qui est un terme plus générique que SNP.

Les SNV sont a la fois les variations les plus petites et les plus nombreuses dans le
génome humain. Elles résultent d'un mécanisme appelé mutation ponctuelle (aussi
appelé substitution de base) qui remplace un nucléotide d’ADN par un autre. Si la
substitution remplace une purine par une purine ou bien une pyrimidine par une
pyrimidine, alors elle sera appelée transition. Si la substitution remplace une purine
par une pyrimidine et vice-versa, on sera plutdt en présence d’une transversion.
Comme les effets des transversions sont plus séveres, elles sont généralement
placées sous un plus fort contréle de sélection naturelle et de ce fait, elles sont
pratiquement trois fois moins fréquentes que les transitions. La plupart des SNV
sont causées par des erreurs lors de la réplication de I’ADN. Or, il arrive également

qu’elles soient causées par d’autres facteurs comme le rayonnement ultra-violet
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(UV) ou bien les radicaux libres. Comme les SNV affectent seulement un nucléotide,
elles sont les plus facilement identifiables. Les SNV ont été impliqués dans presque
toutes les maladies affectant I'humain et sont de loin les variations les plus

fréquentes.

1.3.1.2.2 Les insertions et délétions

Les insertions et délétions (indels) sont typiquement décrites comme des variations
génétiques affectant plus d’'un nucléotide et moins de mille. Méme si leur taille varie
énormément, il a été montré que leur fréquence est inversement proportionnelle a
leur longueur1%. Il a également été démontré que la grande majorité des courtes
insertions sont des duplications en tandem1%¢, Bien que les indels de petite taille (un
seul nucléotide) puissent étre causées par le méme mécanisme que les SNV, la
plupart des indels sont généralement résultantes d’'un glissement de la fourche de
réplication ou d’'un mécanisme de chevauchement chromosomique inégall?’. La
prévalence des indels a longtemps été un mystere, mais récemment, le 1KGP a
permis de répondre a cette question en révélant que le séquencage d’environ 1000
individus avait permis d’identifier 1,5 million d’indels (le méme nombre d’individus

a permis d’identifier 38 millions de SNV)105.

1.3.1.2.3 Les variations structurales

Aussi appelées variation du nombre de copies (CNV), les variations structurales (SV)
sont les plus longues des trois classes. Elles sont plus longues que 1000 nucléotides

et peuvent s’étendre sur plusieurs Mégabase (Mb), englobant de longs fragments
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chromosomiques. Les SV sont souvent les variations génétiques les plus difficiles a
identifier. Bien que le mécanisme a la base des SV ne soit pas encore bien compris,
I'implication de certains processus cellulaires a été suggérée, par exemple la
jonction des extrémités non homologuel®, la recombinaison allélique non

homologuel% ou la réplication dirigée par la micro homologiel10.

1.3.2 La spermatogonie

La spermatogénese est le processus par lequel les cellules germinales
indifférenciées, appelées spermatogonies, se divisent de maniere méiotique afin de

produire des spermatozoides. Ce processus a lieu dans la membrane basale des
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Figure 1 : Schéma simplifié montrant la division des cellules germinales a la base de la création des
spermatozoides.
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tubes séminiféeres, situés dans les testicules. Chaque testicule est composé de 200 a
300 lobules testiculaires et chacun de ces lobules contient entre 1 et 4 tubes

séminiferes.

La paroi des tubes séminiféeres est composée de deux types de cellules: 1) les
cellules de Sertoli, qui sont des cellules de soutien nourricieres pour la maturation
des spermatozoides et 2) les cellules germinales. Les cellules germinales sont a la
base constituées de deux types de spermatogonies, les types Ad et Ap (voir
Figure 1). Bien que les deux types soient des cellules diploides, le type Ad est une
cellule de maintien qui est responsable de donner un approvisionnement suffisant
de cellules souches en ne participant pas directement a la spermatogénese alors que
le type Ap se divise par mitose afin de produire des clones cellulaires connectés par
des ponts cytoplasmiques. Ces connexions cytoplasmiques permettent un
développement cellulaire synchronisé. Lorsque la division cesse, les cellules ainsi
formées se différencient en des spermatogonies de type B. Ce sont ces
spermatogonies qui sont responsables de la formation des spermatocytes primaires
par division mitotique. Ces spermatocytes primaires, toujours au stade diploide,
seront par la suite déménagés sur le compartiment adluminal ou ils se diviseront
par méiose en spermatocytes secondaires pour atteindre le stade haploide. Ces
spermatocytes secondaires se diviseront une nouvelle fois afin de former les
spermatides haploides. Finalement, lors de la spermiogenese, les spermatides

atteindront la maturation afin de former des spermatozoides fonctionnels.
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1.3.3 L'effet de I’age paternel

Il est depuis longtemps reconnu que 1'age des parents augmente le risque d’avoir
des enfants souffrant de diverses maladies. Parmi les plus connues, on retrouve les
anomalies chromosomiques liées a 'age de la meére, comme le syndrome de Down
(Trisomie 21)111, Cependant, plus récemment, plusieurs études ont également
montré que I'dge du pére pouvait indépendamment mener a un risque plus élevé
pour certaines maladies, notamment la schizophrénie, mais aussi pour divers
cancersl12-114 et pour des anomalies congénitales!ls. Bien que certaines de ces
associations soient encore discutables, il existe un petit groupe de maladies,
appelées troubles de I'effet de I'age du pére (EAP), pour lesquelles il a été clairement
démontré que I'age du pere méne a une augmentation du nombre de DNM dans
certains genes bien précis. Les meilleurs exemples de ces genes sont les génes
Fibroblast growth factor receptor 2 (FGFRZ2) et Fibroblast growth factor receptor 3
(FGFR3) qui peuvent mener a divers syndromes, notamment le syndrome d’Apert116
ou l'achondroplasie!l’. Ces maladies, bien que rares, représentent un modele

précieux de I'effet de I'dge du pére sur les mutations.

Afin de mieux caractériser cet effet, des études de quantification ont été entreprises
directement dans le sperme. Cependant, vu la difficulté posée par le grand nombre
de cellules différentes, une méthode basée sur la digestion enzymatique suivie par
une amplification par PCR a été mise au point pour quantifier la mutation la plus
fréquente (c.755C<G) du géne FGFR2118 1] a été montré par cette technique que le

nombre de cellules porteuses de cette mutation était beaucoup plus élevé dans le
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sperme d’hommes en santé que dans le sang de ces mémes hommes, ce qui suggere
une sélection positive des cellules germinales porteuses de cette mutation au niveau
de la spermatogenese. Il a également été démontré que six hommes ayant eu un
enfant porteur de la mutation c.755C<G n’avaient pas d’élévation du nombre de
cellules germinales porteuses de la mutation comparée a I'’ensemble d’hommes en
santé. Ces trouvailles ont été confirmées par une étude portant sur la méme
mutation, mais utilisant une méthode différente!!®. Suite a ces résultats, le
consensus émergeant est que 'EAP, plutét que de causer une hypermutabilité de
certaines régions génomiques, serait plutét responsable de I'expression de
protéines mutantes dans les spermatogonies qui seraient associées avec une
expansion clonale localel20. En effet, il a été démontré que la majorité des mutations
associées avec des troubles de 'EAP sont des gains de fonctions, ce qui amenerait
les protéines a agir de maniére a conférer un avantage sélectif aux spermatogonies.

Ce processus est appelé « sélection égoiste ».

1.4 Problématique

Au moment ou ce projet a été entrepris (Mai 2010), les ELG avaient été peu
concluantes pour la SCZ. A l'instar, les GWAS, que plusieurs présentaient comme la
réponse a tous les maux, avaient résulté en des associations marginales. La seule
étoile au tableau était les études de SV qui avaient pu identifier plusieurs SV rares
fortement associées a la maladie. L'arrivée en 2009 des nouvelles technologies de

séquencage a été 'occasion parfaite pour réévaluer la stratégie utilisée pour les
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études génétiques portant sur la SCZ. La question était alors de savoir s’il fallait

poursuivre les GWAS ou bien s’en détourner et évaluer d’autres hypotheses.

Les données génétiques disponibles a ce moment rendaient plausible la théorie
selon laquelle les variants communs (>5 %) jouaient probablement un role trés
faible dans le facteur héréditaire de la maladie. De ce fait, nous avons décidé de nous
placer a I'opposé du spectre allélique et d’étudier les variations génétiques privées.
Un précédent projet du laboratoire avait rapporté la présence de plusieurs DNM
dans des genes synaptiques?>96.121, De plus, avec le séquencage a haut débit,
I’équation régissant l'identification des variations génétiques a été completement
débalancée. En effet, les DNM, qui étaient tres difficiles a identifier lors de projets de
séquencage traditionnel, sont devenues les mutations les plus facilement

identifiables, pour peu que I'on ait accés a I’ADN des parents de I'individu atteint.

Au moment ou ce projet fut entrepris, tres peu d’informations sur les DNM étaient
disponibles de maniere générale, et encore moins pour la SCZ. De ce fait, notre étude
a été divisée en trois objectifs visant a mieux comprendre I'impact des DNM sur la

SCZ.

Objectif #1: Identifier des DNM chez des patients atteints de SCZ et

caractériser 'ensemble de ces mutations

Objectif #2 : Appliquer les connaissances acquises lors d'une étude de DNM a
une étude populationnelle en vérifiant si des genes porteurs de DNM ont un plus

grand fardeau de mutations rares chez des patients atteints de SCZ.
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Objectif #3 : Tester si le taux de DNM est fixe pour I'espéce humaine. Dans le
cas contraire, tenter de la corréler avec des facteurs externes, comme par exemple

avec 'age du pere.
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Chapitre 2 : Elévation du taux de mutations de novo exoniques

dans des patients atteints de schizophrénie

2.1 Présentation de l’article

L’étude présentée ici a été entreprise suite a de nombreux précédents travaux
réalisés dans le laboratoire de Dr Rouleau. En effet, en 2005, Dr Rouleau a recu du
financement pour mettre sur pied un grand projet de séquengage (Synapse2Disease,
S2D). Le but était de séquencer mille genes synaptiques chez des patients atteints de
SCZ et ASD, avec une emphase particuliere sur les mutations de novo. Bien que ce
projet ait été entrepris il y a moins de dix ans, les nouvelles technologies des
derniéres années ont fait réaliser un bond de géant a la génétique. Ainsi, lors de
'entreprise du projet S2D, les limitations technologiques ont forcé I'utilisation d’'une
approche ou chaque exon de chaque géne était séquencé séparément et ou chaque
amorce était dessinée individuellement dans le but de séquencer les fragments par

séquencage Sanger.

Malgré ces limites technologiques, le projet S2D a généré de nombreuses retombées,
dont l'identification de plusieurs genes soupconnés d’étre liés a la SCZ9596122
notamment le géne SHANK3. Cependant, le plus gros impact du projet S2D a
certainement été de démontrer une élévation du taux de mutations néfastes dans les
exons de geénes synaptiques, en comparaison aux séquences introniques®’.

Cependant, a la suite de cette découverte, plusieurs questions demeuraient toujours



en suspens. Il n’était, a ce moment, pas possible de savoir si I'effet observé était
spécifique aux génes synaptiques, car trés peu de génes non synaptiques avaient été
séquencés. De plus, il était difficile de comparer le taux de mutations observé avec

les autres études sur les DNM, car le séquencage était ciblé.

Avec la disponibilité des nouvelles technologies, il a été décidé de stopper le projet
S2D peu apres avoir passé le cap des 400 génes. En effet, il était devenu trop coliteux
de poursuivre en utilisant les technologies traditionnelles. Nous avons donc décidé
d’établir la deuxieme phase du projet sur une plateforme de capture d’exomes. Cette
décision nous a également forcé a abandonner le concept d’analyse populationnelle
puisque le colit encore prohibant de cette technique ne permet pas de I'appliquer a

de grands échantillons.

Cependant, la quantité de séquences obtenue compense largement la diminution de
la taille de I'échantillon. En effet, prés de 300 Mb pourront étre interrogés par la
capture d’exomes de 14 individus, comparés a 45 Mb chez 150 individus pour le
projet S2D. De ce fait, il sera plus facile d’établir des statistiques globales afin de
savoir si le taux de mutations est différent du niveau attendu chez les patients

atteints de SCZ.

2.1.1 Contribution des auteurs

Conception de I’étude : JG, LX, SLG, GAR

Recrutement des patients et informations cliniques : MOK, LX, BM, R], NJ
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Capture de 'exome et séquencgage : AR, IB, AHYT

Alignement des séquences et détection des variants : SLG, DS, JY]B, CHL

Validation des variants : AN, SZ, L], SLG, PT

Analyses bioinformatiques : SLG, ADL, DS, AHYT, JY]B, CHL, SL

Rédaction du manuscrit : SLG, PAD, MOK, SL, GAR
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2.2 Abstract (Introduction)

Schizophrenia (SCZ) is a severe psychiatric disorder that profoundly affects
cognitive, behavioral and emotional processes. The wide spectrum of symptoms and
clinical variability in SCZ suggest a complex genetic etiology, which is consistent
with the numerous loci thus far identified by family linkage, copy number variation
(CNV) and association studies®>668486. While SCZ heritability may be as high as
~80%, the genes responsible for much of this heritability remain to be identified 3°.
Using high-throughput sequencing technologies, we sequenced the exome of 14
patients with schizophrenia and their parents. We identified 15 de novo mutations
(DNMs) in 8 probands, which is significantly more than expected considering the
previously reported DNM rate?7.104123, [n addition, 4 of the 15 identified DNMs are
nonsense mutations, which is more than expected by chancel24. Our study supports
the notion that DNMs may account for a fraction of the heritability reported for SCZ

while providing a list of genes possibly involved in disease pathogenesis.

2.3 Methods (Published online)

2.3.1 Recruitment of patients

All patients were recruited through a large clinical genetic SCZ group (MO Krebs).
For the current study, we recruited a cohort of 14 schizophrenia patients and their
parents (42 individuals in total). DNA was extracted from blood for all samples
using the PureGene DNA kit. Paternity/maternity was confirmed using genetic

micro satellite markers.
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2.3.2 Clinical assessment procedures

All participants, after receiving a full description of the study, gave their informed,
written consent. All study procedures were approved by the French ethics
committees and were in accordance to the Helsinki declaration. We investigated
unrelated French Caucasian adult patients from the Departments of Psychiatry at
Sainte-Anne Hospital in Paris, Guillaume Regnier Hospital in Rennes and Henri
Laborit Hospital in Poitiers, all taking part to the collaborative network ReFaPsy. All
investigators were individually trained in the coordinating center, in order to

ensure consensual procedures and ratings.

The patients fulfilled DSM-IV criteria for SCZ or schizoaffective disorders.
Consensual diagnosis was reached by two clinicians based on the review of the
direct structured interview using the Diagnosis Interview for Genetic Studies (DIGS
version 3.0) conducted by trained psychiatrists and psychologists and on
information from practitioners and family, and prospectively documented clinical
case reports. Family histories of psychiatric disorders were collected using the
Family Interview for Genetic Studies (FIGS). Additional specific questionnaires were
added to collect information on obstetrical complication and early development.
Exclusion criteria for all subjects included neurologic hard signs, a history of head

trauma and substance dependence.

The patients included in the present study were selected from the initial cohort

using the following criteria: sporadic cases (no family history of psychosis in the
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first and second degree relatives, including bipolar disorders with psychotic

features) and availability of sufficient amount of native DNA from blood sample.

2.3.3 Clinical characteristics

The total selected sample comprised 14 patients (7M/7F; age: 29+11,6). The
subtype of SCZ were distributed between the undifferentiated subtype (n=7);
disorganized subtype (n=6) and schizoaffective (n=1). The number of years of
education was 12.9£5.8. The ages of the father and mother when the probands were
born were 29.6%9 and 27.5£8.3, respectively. Mean birth weight was in the normal

range 3,383+1575 (range 2,750-4,000).

The age at onset of prodomes was 12.9+6.6, the age at first episode of psychosis was
19.34£8.1. Only two patients had a lower educational achievement (respectively 6
and 9 years). Six patients had slight language difficulties (including stuttered
speech; dyslexia, delayed reading/learning) or delayed developmental milestones
(language, walking, wetting). Nine patients had minor physical anomalies as

screened using an adapted version of Waldrop.

2.3.4 Exome Capture and Sequencing

Targeted enrichment was performed with Agilent SureSelect All Exome Kit v.1,
optimized for [llumina sequencing with 2 ug of genomic DNA. The version of this kit
is designed to cover approximately 38 Mb of genomic sequences, mainly protein
coding sequences. Exon-enriched DNA libraries from 42 individuals of 14 families

were sequenced individually on a single lane of the Illumina Genome Analyzer IIx
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platform (Illumina, San Diego, CA), producing 76-base pair end reads in accordance
to the manufacturer’s direction. Approximately 4 to 5 billion base calls were

generated for each sample.

2.3.5 Read mapping

BWA125 was used as the main aligner. The mapping was made against the human
genome (hgl9), indexed using the bwtsw algorithm included with BWA. The
alignment was made using a maximum mismatch penalty of three. All other
parameters from BWA were kept at the default value. The alignment was generated
using a pair-end mode and SAMTools12¢ was used to store the alignment. All PCR
duplicates were removed from the alignments. A second alignment was made based
on the default setting of quality filtering, high quality pair-end (76x2 bp) sequencing
reads were obtained and mapped to the reference human genome assembly GRCh37
(NCBI Build 37.1) using CLC Genomics Workbench (CLC Bio, Aarhus, Denmark). The
nine alternate assembly loci were excluded from the reference. Only uniquely

mappable reads with at least 90% similarity with the reference were considered.

2.3.6 Assessment of enrichment

Target specificity was defined as the percentage of reads mapped on the target exon
regions out of the number of reads that are uniquely mappable to the whole genome
reference. Coverage of the mapped reads to the Exon targets was tabulated by read
depth at each exon nucleotide position and by the mean fold coverage within each

gene.
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2.3.7 Variant calling and annotation

Varscan!?’” and CLC Genomic Workbench were used for variant detection. For a
practical reason, the parameters for variant calling were chosen by comparison with
NCBI dbSNP Build 131. The minimum coverage threshold was chosen such that
increasing the coverage could not improve the proportion of SNVs found in dbSNP
131 significantly. The DNM calls relied on the premise that the parameters for allele
calls in parents should be less stringent than that for variant calls in probands due
to the non-uniform coverage between individuals. For Varscan, the required
parameters for DNM calls to meet the threshold were for the proband: (1) A
minimum coverage of 20; (2) Mutation Frequency (defined as the percentage of
reads supporting the novel allele) > 20% with at least three reads supporting the
mutation; and (3) A minimal PHRED-score quality of 25. For the parents, the criteria
were: (1) A minimum coverage of 5; (2) Mutation frequency > 10% with at least two
reads supporting the mutation; and (3) A minimal PHRED score quality of 15. For
the CLC Genomic Workbench software, the coverage threshold (15,15) respectively
for variation calls in probands and allele calls in parents was used to detect DNMs.
Annotation was made using ANNOVAR128 against database RefSeq v46 and DBSNP

v131.

2.3.8 Variant filtering and segregation analysis

Each variant from any proband was compared to his/her own parents, and a

common pool of all other parents (26 individuals). Each unique variant was kept. A
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further functional filter was applied to remove any non protein-disruptive variant

(intronic, intergenic, UTR,).

2.3.9 Validation of de novo mutations

Primers were designed by Primer Select from DNAStar or Exon Primer to allow
specific amplification of regions containing variants to validate. Polymerase chain
reactions (PCRs) were performed using the AmpliTaq Gold DNA Polymerase
(Applied Biosystems, Foster City, California, USA) as per manufacturer’s instruction.
To visualize DNA fragments, a small fraction of the PCR product will be loaded on a
1.5 % agarose gel containing ethidium bromide for the staining. PCR products were
sequenced at the Genome Quebec Innovation Centre (Montréal, Québec, Canada)
using a 3730XL DNAnalyzer (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) and
Mutation surveyor (v.3.10, SoftGenetics, State College, Pennsylvania) was used for

mutation detection analysis.

2.4 Results and discussion

We sequenced the captured product of targeted exomes prepared from 14 trios,
each trio consisting of a proband affected with SCZ and his/her parents; In order to
avoid identifying genetic variations that result from cell culture artifacts, blood DNA
was used. Each proband was separately interviewed in person and standardized
criteria for diagnosing SCZ (DSM-IV) were evaluated during these examinations
(See method section). In order to focus on non-familial SCZ cases, none of the

selected probands had a first or second-degree family history of psychotic disorders

49



(including bipolar disorder with psychotic features), and neither probands nor
parents had a history of substance dependence. To exclude potentially causative
structural genetic variations, genomic DNA from every selected trio was examined
using a CNV targeted array (Cytochip 2.0, Affymetrix Inc.); no previously reported de

novo or other potentially causative CNVs were found.

The exome capture of every individual was performed using SureSelect Human All
Exome Kits v.1 (Agilent Technologies Inc.) and the sequencing was done on a
Genome Analyzer IIx (Illumina Inc.) (Table 2.1). All sequence reads were mapped to
the reference genome using two different mapping algorithm: Burrows-Wheeler
Aligner Tool (BWA) (Li, 2009) and CLC Genomics Workbench ( CLC Bio, Aarhus,
Denmark). An average of approximately 56 million reads was available for each
individual, of which approximately 50% aligned to the targeted regions (Table 2.2).
The exome capture was relatively effective with an average of ~72% of targeted
regions covered with a read depth > 20x (Figure 2.1). For each of the 14 SCZ affected
probands sequenced, any variation from the reference genome was examined in
his/her unaffected parents, as well as a pool of 26 control individuals (constituted
from the parents of the other trios), and every variant found to be unique to the
proband was placed on a putative DNM list. Unique variants meeting the quality
thresholds were kept for subsequent validation. All mutations within the coding
sequences were considered for this study and a total of 73 putative non-
synonymous variants were identified (Table 2.3); a direct PCR amplifications and
Sanger sequencing validation step in concomitant probands and their respective

parents, was made for each one of the 73 variants identified. As a result a total of 15
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SNVs were validated as genuine DNMs while the remaining 58 variants were found
to be either false positives or actually transmitted by one of the two parents. None of
those DNMs were reported in dbSNP build 131 or in the latest release of the 1000

genome project. No insertion or deletion mutations were found during this analysis.

This exome captured high-throughput sequencing tandem approach directly
identified 15 DNMs in 8 of the 14 SCZ probands (Table 2.4); no DNM were detected
in the remaining 6 trios. As we do not cover the totality of the exons, nor are we
looking at non-coding sequences or splice junctions, we cannot exclude the
possibility that there might be undetected potentially functional DNM in these trios.
The DNMs identified can be categorized as either transitions (11) or transversions
(4). The genes containing DNMs were searched against the SZgene database2? and
none of these were previously reported to be associated with SCZ. A predictable
observation as DNMs are rare events that cannot be detected by genome wide
association (GWA) studies that rely on a methodology better suited for the
identification of common variants. Out of the 15 validated DNMs, 4 may warrant
particular interest as they are nonsense (NS) that are predicted to lead to a
premature stop codon while the rest are missense (MS). Interestingly a 4/15 ratio of
NS to MS mutation is significantly higher from the expected ratio of 1/20, as
calculated by Kryukov124 et al. p-value = 0.005467 using a binomial test, CI 95% =
0.077 - 0.55); furthermore amongst all mutations reported to cause Mendelian
diseases (reported in the Human Gene Mutation Database HGMD), the ratio of NS
versus MS mutations is roughly 1/4, which is not significantly different from the

4/15 ratio observed in our study (p-value > 0.05).
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The first NS mutation, observed in individual SCZ0401, produces a stop codon at
R480X that truncates the last 55 amino acids (a.a.) from the ZNF480 protein. A
known polymorphism (rs113675780) that creates a stop codon at position R474X
has been reported in ZNF480, though no population frequency data are available for
that SNP. A second NS DNM leading to a premature stop codon, also observed in
individual SCZ0401, introduces a stop codon at E448X of the karyopherin alpha 1
(KPNA1) protein and leads to the loss of the last 58 a.a.; no NS mutation has been
reported in SNP databases for this gene. Interestingly, KPNA1 regulates and
mediates V(D)] recombination through recombination activating gene (RAG) 1 and
2130, V(D)] recombination is an important immune system process that generates
immunoglobulins and T-cell receptors!3l. Given an emerging hypothesis suggests
autoimmunity may play a role in SCZ65-¢7, further study of KPNA1 in SCZ may be
warranted. It is noteworthy that two NS DNMs were found within the same
individual, SCZ0401. We may speculate that only one of the two NS mutations may
be pathogenic with respect to SCZ, while the other may or may not have a clinical
effect. At this time, we don’t have enough information to make this distinction. The
third NS DNM leading to a premature stop codon, in individual SCZ0201, creates a
stop at position Y2200X of the pro low-density lipoprotein receptor-related protein
1 (LRP1). LRP1 is a very large protein of 4,544 a.a. and therefore this DNM truncates
the protein to half of its normal size. Interestingly, LRP1 is known to be regulated by
the amyloid precursor protein (APP)132 and is believed to play a functional role in
the pathogenesis of Alzheimer’s diseasel32.133; which is consistent with the notion

that it may also play a role in other neuropsychiatric disorders. Three NS mutations
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were previously reported in SNP databases (rs75873762, rs79339212 and
rs113087094 that create a stop at position E177X, E2105X and Y2428X
respectively) for this particular gene but again no population frequencies are yet
available for these variants. The last NS DNM leading to a premature stop codon
affects the C-terminal portion of the ALS2-like (ALS2CL) protein, at position R733X,
and it is predicted to result in the loss of the last 190 a.a. encoded by the longest
isoform. ALS2CL is a putative modulator of alsin (ALS2) which is involved in a
juvenile form of amyotrophic lateral sclerosis134. No NS mutation has been reported
for ALS2CL in SNP databases. Amongst the 11 remaining missense DNMs identified,
7 are predicted to be deleterious when analyzed using the bioinformatic softwares
SIFT135, Polyphen!36, PolyP conservation score!3” or Grantham Matrix!38139,
Interestingly, two missense variants for the genes CCDC137 and CHD4 are predicted
to be damaging by the four prediction softwares. However until the functional
consequences of these 11 missenses variants are investigated, it remains difficult to

further predict which actually underlie SCZ pathogenesis.

The data generated by the 1000 genome project1%4 has established the normal DNM
rate to be ~1.1x10-8 bp for a human haploid genome, which is consistent with
previous estimates®7.123140, With this normal DNM rate in mind, we sought to test
whether the number of exonic DNMs identified using 14 SCZ probands was in fact
higher than what should be observed. Therefore we calculated what should have
been the number of DNMs observed considering both the number of probands and
the amount of DNA sequenced from our patients. Using the SureSelect Human All

Exome Kit v.1 probes overlapping with regions from the Consensus Coding
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Sequences (CCDS), we determined the number of sequence reads that were on
target for each of the 14 SCZ probands (Table 2.5). The total number of coding base
pairs screened was estimated to be 289.62 Mbp, and with this sequence coverage
the number of DNMs identified in our study should have been ~6.37. However, we
report here 15 DNMs which actually represents a DNM rate of 2.59 x 108 rather
than ~1.1 x 10-8 bp for a human haploid genome; a binomial test indicates that the
number of DNMs observed in our study differs significantly (CI 95% = 1.4493 x 10-8
-4.2710 x 10-8) from what should have been observed, considering different studies
that have measured the de novo mutation rate in humans (Table 2.6). The DNM rate
we observed is specific to an analysis which only takes into consideration exonic
coding sequences; on a genome-wide scale, where the vast majority of the DNA is
not constrained, the DNM rate would likely be similar in each individual. Our study
strongly suggests that the enrichment of DNMs, within the coding sequence of SCZ
patients, likely underlies the pathogenesis of a substantial number of SCZ cases. It is
important to stress that our observed DNM rate is conservative. Given the huge
amount of sequence information, our de novo identification algorithms may have
missed some DNMs in certain samples. Any missed DNMs would only increase the
significance of our results. An analogous study was recently reported for mental
retardation (MR) by the group of Veltman which supported the hypothesis that
DNMs explain a significant fraction of this diseases heritabilityl4l. This group
identified 9 DNMs in 7 MR trios, which is similar to our present findings for SCZ (15
DNMs in 8 trios). Interestingly our approach was very similar to theirs and we used

the same capture kit. The contribution of DNMs to MR has been recurrently
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hypothesized over the years, yet it is only now with the advent of powerful
sequencing methods that the hypothesis could be directly tested and confirmed42.
It is somewhat surprising that we find similar DNM mutation rates in SCZ and MR, as
this mechanism was well established for MR, but is only recently being explored in
SCZ. In a previous smaller scale study screening synaptic genes by direct
sequencing, our group reported that the number of functional DNMs appeared to be
increased in SCZ patients?’; a result consistent with the present report where a
more powerful approach with no inherent bias for the genes to be screened was
used. In fact when re-analyzing data from the previous synaptic gene report, we find
that the observed SCZ DNM rate (6 functional DNMs over 91 Mbp) is in agreement
with the one reported here (p-value > 0.05). (Awadalla, 2010). In conclusion, we
confirmed our initial hypothesis that the deleterious DNM rate is indeed higher in
SCZ patients, and we also enlarged this observation to encompass the exonic SCZ
DNM rate. Our sequencing of trios where the proband was affected with sporadic
SCZ indicates that DNMs likely contribute to the development of SCZ, an observation
which may explain part of schizophrenia’s missing genetic causes. Those results are
also in accordance with the original twin studies used to estimate the heritability
attributed to the disease. Furthermore our results provide a list of new candidate
genes to be screened in SCZ cohorts of various origins as those mutations are
sporadic events independent of Linkage Disequilibrium (LD). Although sporadic
cases are not necessarily representative of all patients with SCZ, these new

candidates should be further investigated as potentially implicated in SCZ.
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2.6 Tables

2.6.1 Table 2.1: Statistics of sequencing and mapping for 42 individuals from 14 trios

Paper ID Status Total # of reads Uniquely mapping reads On target reads

SCZ0101 Proband 62 528 624 48 092 033 (76,91 %) 30112437 (48,16 %)
SCZ0102 Father 64 910 532 48 689 086 (75,01 %) 30642 110 (47,21 %)
SCZ0103 Mother 61210 814 45 819 282 (74,85 %) 29230302 (47,75 %)
SCZ0201 Proband 66 999 184 52522702 (78,39 %) 32319350 (48,24 %)
SCZ0202 Father 62 840 990 47 522 849 (75,62 %) 31660 546 (50,38 %)
SCZ0203 Mother 64 862 226 49 356 003 (76,09 %) 27934741 (43,07 %)
SCZ0401 Proband 37 854 748 27837257 (73,54 %) 15094 485 (39,87 %)
SCZ0402 Father 38 183 492 28692 912 (75,14 %) 15340 575 (40,18 %)
SCZ0403 Mother 36 353 584 27224321 (74,89 %) 15043 799 (41,38 %)
SCZ0501 Proband 36 893 324 28 755327 (77,94 %) 16212 730 (43,94 %)
SCZ0502 Father 38 374 446 29 843 471 (77,77 %) 18 499 793 (48,21 %)
SCZ0503 Mother 37266 844 29030 198 (77,90 %) 17767 387 (47,68 %)
SCZ0601 Proband 38 746 472 30011 721 (77,46 %) 18 542 761 (47,86 %)
SCZ0602 Father 38917 488 30672 191 (78,81 %) 19379474 (49,80 %)
SCZ0603 Mother 36 722 572 28 325706 (77,13 %) 17 685078 (48,16 %)
SCZ0701 Proband 62 914 980 47 677 500 (75,78 %) 29 115302 (46,28 %)
SCZ0702 Father 60 172 004 41 837949 (69,53 %) 25620239 (42,58 %)
SCZ0703 Mother 63 591 168 46 705 307 (73,45 %) 29 034 357 (45,66 %)
SCZ0801 Proband 62 158 152 44390 856 (71,42 %) 28 873 398 (46,45 %)
SCZ0802 Father 62 409 612 45334 621 (72,64 %) 29 041 455 (46,53 %)
SCZ0803 Mother 60 994 836 43 893 100 (71,96 %) 28 280 642 (46,37 %)
SCZ0901 Proband 58 824 888 44 034 358 (74,86 %) 31108 100 (52,88 %)
SCZ0902 Father 37 189 437 27132103 (72,96 %) 18971714 (51,01 %)
SCZ0903 Mother 61 080 136 46 541 238 (76,20 %) 31622214 (51,77 %)
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*Individuals in bold are proband (affected indivuals)

Paper ID Status Total # of reads Uniquely mapping reads On target reads

SCZ1001 Proband 59 247 208 43 752 086 (73,85 %) 29232916 (49,34 %)
SCZ1002 Father 55287 882 41 164 622 (74,46 %) 26 604 485 (48,12 %)
SCZ1003 Mother 52 324 684 38420 573 (73,43 %) 23 462 464 (44,84 %)
SCZ1101 Proband 64 043 762 45 874 477 (71,63 %) 27950 730 (43,64 %)
SCZ1102 Father 64 184 762 45069 516 (70,22 %) 28 146 162 (43,85 %)
SCZ1103 Mother 67 360 678 47742 015 (70,88 %) 30423 274 (45,16 %)
SCZ1201 Proband 66 112 476 47241908 (71,46 %) 30467 383 (46,08 %)
SCZ1202 Father 61 280 536 43 541 501 (71,05 %) 27521448 (44,91 %)
SCZ1203 Mother 63 493 440 44 861 602 (70,66 %) 28 700 361 (45,20 %)
SCZ1301 Proband 61292312 43794 601 (71,45 %) 27262258 (44,48 %)
SCZ1302 Father 71 164 786 49 855 649 (70,06 %) 28 866 286 (40,56 %)
SCZ1303 Mother 71 352 186 51423364 (72,07 %) 29 987 500 (42,03 %)
SCZ1401 Proband 72 070 230 52 588983 (72,97 %) 36263 159 (50,32 %)
SCZ1402 Father 69 159 648 50070427 (72,40 %) 34105942 (49,31 %)
SCZ1403 Mother 72 081 330 51642 587 (71,64 %) 35075916 (48,66 %)
SCZ1501 Proband 64 559 638 43 967 239 (68,10 %) 29 693 589 (45,99 %)
SCZ1502 Father 72 840 518 51674 663 (70,94 %) 35561530 (48,82 %)
SCZ1503 Mother 66 428 102 45432 822 (68,39 %) 30 185 146 (45,44 %)

| Average 56 341 626 41 309 972 (74 %) 25980 265 (46 %)

On target reads are defined as the reads overlapped with the target exon regions by at least 1 bp.

Percentage is calculated as bases on of total number of unique reads.
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2.6.2 Table 2.2 : Summary of capture efficiency for the selected trios

On Target Targeted region with  Targeted region with
Paper ID Status Reads coverage>= 1x coverage>= 20x
SCZ0101 Proband 30 112 437 38491652 (98,9 %) 30212865 (77,6 %)
SCZ0102  Father 30642 110 38474029 (98,8 %) 30324371 (77,9 %)
SCZ0103  Mother 29 230 302 38464746 (98,8 %) 30451835 (78,2 %)
SCZ0201 Proband 32319350 38263951 (98,3 %) 30188999 (77,6 %)
SCZ0202  Father 31 660 546 38595142 (99,2%) 30864491 (79,3 %)
SCZ0203  Mother 27934 741 38395319 (98,6 %) 29746486 (76,4 %)
SCZ0401 Proband 15 094 485 38312805 (98,4 %) 21925810 (56,3 %)
SCZ0402  Father 15 340 575 38242803 (98,2 %) 22144394 (56,9 %)
SCZ0403  Mother 15 043 799 38254029 (98,3 %) 22095238 (56,8 %)
SCZ0501 Proband 16 212 730 38057328 (97,8 %) 22935536 (58,9 %)
SCZ0502  Father 18 499 793 38264949 (98,3 %) 24946916 (64,1 %)
SCZ0503  Mother 17767 387 38282783 (98,3 %) 24324596 (62,5 %)
SCZ0601 Proband 18 542 761 38351485 (98,5%) 24921486 (64,0 %)
SCZ0602  Father 19379 474 38302319 (98,4 %) 25428424 (65,3 %)
SCZ0603  Mother 17 685 078 38273372 (98,3 %) 24572509 (63,1 %)
SCZ0701 Proband 29 115302 38428672 (98,7 %) 29653304 (76,2 %)
SCZ0702  Father 25620 239 38459318 (98,8 %) 29528233 (75,9 %)
SCZ0703 Mother 29 034 357 38316794 (98,4 %) 29829709 (76,6 %)
SCZ0801 Proband 28 873 398 38424868 (98,7 %) 30380808 (78,0 %)
SCZ0802  Father 29 041 455 38479837 (98,9 %) 30131965 (77,4 %)
SCZ0803 Mother 28 280 642 38354914 (98,5 %) 29960107 (77,0 %)
SCZ0901 Proband 31108 100 38532411 (99,0 %) 30493611 (78,3 %)
SCZ0902 Father 18 971 714 38546894 (99,0 %) 30259300 (77,7 %)
SCZ0903  Mother 31622214 38468589 (98,8 %) 30622557 (78,7 %)
SCZ1001 Proband 29232916 38545004 (99,0 %) 30062308 (77,2 %)
SCZ1002  Father 26 604 485 38453751 (98,8 %) 28881831 (74,2 %)
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On Target

Targeted region with  Targeted region with

Paper ID Status Reads coverage>= 1x coverage>= 20x

SCZ1003  Mother 23 462 464 38393191 (98,6 %) 28070858 (72,1 %)
SCZ1101 Proband 27950 730 38305188 (98,4 %) 28865994 (74,2 %)
SCZ1102  Father 28 146 162 38445368 (98,8 %) 29476932 (75,7 %)
SCZ1103  Mother 30423 274 38257343 (98,3 %) 29616705 (76,1 %)
SCZ1201 Proband 30467 383 38054763 (97,8 %) 26345871 (67,7 %)
SCZ1202 Father 27521 448 38440149 (98,8 %) 29106896 (74,8 %)
SCZ1203  Mother 28 700 361 38219198 (98,2%) 29176147 (75,0 %)
SCZ1301 Proband 27262 258 38394986 (98,6 %) 28929937 (74,3 %)
SCZ1302  Father 28 866 286 38231025 (98,2%) 28909405 (74,3 %)
SCZ1303 Mother 29 987 500 38267603 (98,3 %) 29695103 (76,3 %)
SCZ1401 Proband 36263 159 38440272 (98,8 %) 31312670 (80,4 %)
SCZ1402 Father 34 105 942 38540927 (99,0 %) 31500749 (80,9 %)
SCZ1403 Mother 35075916 38199432 (98,1 %) 30538365 (78,5 %)
SCZ1501 Proband 29 693 589 36987630 (95,0 %) 24488782 (62,9 %)
SCZ1502  Father 35561 530 38442057 (98,8 %) 31291967 (80,4 %)
SCZ1503 Mother 30 185 146 38502310 (98,9 %) 31011166 (79,7 %)

| Average 25980 265 38328007 (98 %) 25980265 (72 %)

*Individuals in bold are proband (affected indivuals)
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2.6.3 Table 2.3 : Summary of de novo mutations found during high-throughput sequencing

Reference Mutation Amino Acid

Type Chr BP (hgl9) Allele Allele  Substitution Variation Type Coverage MutFreq MutCov Gene Proband
SCZ010

SNV 1 183617533 A C - Missense 150 33% 50 APOBEC4 1
SCZ010

SNV 2 217528675 C A L276M Missense 20 20 % 4 IGFBP2 1
0.38095 SCZ010

SNV 13 31506870 C T P6P Silent 21 8 2 C13orf26 1
SCZ010

SNV 15 58001403 C T A202V Missense 86 26 % 22 GRINL1A 1
SCZ010

SNV 19 36673714 T C H385R Missense 103 44 % 45 ZNF565 1
SCZ010

SNV 19 40382516 T C Q3457R Missense 20 7 0.35 FCGBP 1
SCZ010

SNV 21 16338349 T G K722T Missense 60 33% 20 NRIP1 1
KRTAP10- SCZ010

SNV 21 46047779 G A V231M Missense 80 50 % 40 9 1
SCZ020

SNV 1 19612741 T C M114V Missense 20 20 % 4 AKR7A3 1
SCZ020

SNV 12 57579450 C A Y2200X Nonsense 23 52 % 12 LRP1 1
0.42857 SCZ020

SNV 17 59445778 C T T839M Missense 21 9 1 BCAS3 1
SCZ020

SNV 17 79637360 A G Y125C Missense 21 24 % 5 CCDC137 1
SNV 3 12214647 C A E448R Nonsense 48 42 % 20 KPNA1 SCZ040
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2 1
SCZ040

SNV 14 24621046 G T A659S Missense 44 45 % 20 RNF31 1
SCZ040

SNV 17 57775308 A T L11R Nonsense 20 20 % 4 PTRHZ 1
SCZ040

SNV 19 52826001 C T R480R Nonsense 38 37 % 14 ZNF480 1
. SCZ040

Indel 20 1559024 C del-1BP _ frame-shift 24 250 6 SIRPB1 1
SCZ040

SNV 21 45511917 C T T995M Missense 129 37 % 48 TRAPPC10 1
SCZ050

SNV 3 25636012 C A D331E Missense 20 20 % 4 RARB 1
SCZ050

SNV 5 140503451 G T R624L Missense 20 20 % 4 PCDHB4 1
SCZ050

SNV 19 17370460 G A Q284X Nonsense 14 21 % 3 USHBP1 1
0.66666 SCZ060

SNV 12 57591432 C T N3089N Silent 51 34 7 LRP1 1
10380612 SCZ060

SNV 14 0 A G 1351V Missense 26 46 % 12 EIF5 1
SCZ060

SNV 14 103806120 A G [351V Missense 54 48 % 26 EIF5 1
SCZ060

SNV 15 69003978 T A L194Q Missense 24 21 % 5 COROZB 1
SCZ060

SNV 19 19654978 C A P542T Missense 20 20 % 4 CILPZ 1
SCZ060

SNV 20 40050548 T C E1576G Missense 97 25 % 24 CHD6 1
SCZ070

SNV 19 42795556 C A A879D Missense 120 40 % 48 CIC 1

62




SCZ070

SNV 19 45397294 T C L205P Missense 20 20 % 4 TOMM40 1
SCZ070

SNV 23 153216416 G T L1851M Missense 20 20 % 4 HCEC1 1
SCZ080

SNV 5 3599732 G T D224Y Missense 20 20 % 4 IRX1 1
SCZ090

SNV 3 46717166 G A R733X Nonsense 77 100 % 77 ALS2CL 1
SCZ090

SNV 3 48603977 C A G2775V Missense 78 100 % 78 COL7A1 1
SCZ090

SNV 7 72436540 T C K50R Missense 29 21 % 6 TRIM74 1
SCZ090

SNV 7 75028366 A G K50R Missense 45 20 % 9 TRIM73 1
SCZ090

SNV 8 38853751 C T V70I Missense 20 20 % 4 TM2DZ2 1
SCZ090

SNV 10 124753487 C A V357F Missense 24 29 % 7 IKZF5 1
SCZ090

SNV 11 30033935 G T Y97X Nonsense 38 32% 12 KCNA4 1
SCZ090

SNV 14 24901202 C A C245X Nonsense 20 20 % 4 KIAA0323 1
SCZ090

SNV 15 43585126 T G T71P Missense 20 20 % 4 TGM7 1
SCZ090

SNV 16 27786400 G T G1482C Missense 78 41 % 32 KIAA0556 1
0.31578 SCZ090

SNV 16 57060554 G T G567C Missense 19 6 9 NLRC5 1
SCZ090

SNV 22 37266475 G T V121F Missense 283 46 % 129 NCF4 1
INDE 1 186276126 C del-2BP FS FrameShift 20 20 % 4 PRG4 SCZ100
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L 1
SCZ100

SNV 11 654009 T446P Missense 20 20 % 4 DEAF1 1
SCZ100

SNV 12 6707226 R576W Missense 45 47 % 21 CHD4 1
12188203 SCZ100

SNV 12 3 G748S Missense 46 52 % 24 KDM2B 1
SCZ100

SNV 18 6974966 T2187A Missense 31 35% 11 LAMA1 1
SCZ100

SNV 23 111195414 E79X Nonsense 15 20 % 3 TRPC5 1
SCZ110

SNV 1 42619162 A14D Missense 20 20 % 4 GUCAZB 1
10482548 SCZ110

SNV 11 0 K39E Missense 71 55 % 39 CASP4 1
LOC65307 SCZ120

SNV 15 30377047 S411 Missense 39 26 % 10 3 1
SCZ120

SNV 19 15222443 G473A Missense 105 49 % 51 SYDE1 1
SCZ120

SNV 20 43926879 G494S Missense 20 20 % 4 MATN4 1
SCZ130

SNV 5 54281137 S70X Nonsense 20 20 % 4 ESM1 1
SCZ130

SNV 7 882990 A164D Missense 20 20 % 4 UNC84A 1
SCZ140

SNV 1 1153867 D295N Missense 32 31 % 10 SDF4 1
0.34615 SCZ140

SNV 1 236703868 A117V Missense 26 9 4 LGALSS8 1
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13846154 SCZ140

SNV 3 3 1160V Missense 137 53 % 73 PIK3CB 1
0.34328 SCZ140

SNV 10 94816786 L759M Missense 67 23 4 EXOC6 1
INDE 0.58333 SCZ140

L 12 78540172 - Frameshift 24 14 3 NAV3 1
12380498 0.52252 SCZ140

SNV 12 8 N886K Missense 111 58 3 SBNO1 1
SCZ140

SNV 12 133353576 Q1275K Missense 20 20 % 4 GOLGA3 1
0.41379 SCZ140

SNV 15 40328603 A114A Silent 29 12 3 SRP14 1
SCZ140

SNV 19 52570336 G151C Missense 20 20 % 4 ZNF841 1
SCZ150

SNV 8 42202526 A59P Missense 20 20 % 4 POLB 1
SCZ150

SNV 15 93543755 K1341R Missense 70 51% 36 CHDZ2 1
SCZ150

SNV 20 35125267 S603X Nonsense 20 20 % 4 DLGAP4 1

* The variants listed in bold are the validated DNM (through Sanger Sequencing). All the rest were either false positive or inherited variants
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2.6.4 Table 2.4 : Summary of DNM found using deep sequencing and validated
using sanger sequencing

.. Reference Mutation . Nucleotide Amino Acid Grantham Polyphe SIFT
Individual Chr BP(hgl9) Gene Mutation - N *x ve -
Allele Allele Substitution Substitution Score n Prediction
Possibly
SCz0101 19 36673714  ZNF565 T C Missense Transition H385R 4.28987  Conservative Damaging DAMAGING
Moderately Probably
$Cz0101 21 16338349 NRIP1 T G Missense Transversion K722T 1.81401  conservative Damaging DAMAGING
$Cz0201 12 57579450 LRP1 C Nonsense  Transversion Y2200X 1.52978 - - -
Probably
5CZ0201 17 79637360  CCDC137 A G Missense Transition Y125C 3.55235 Radical Damaging DAMAGING
SCZ0401 3 122146472  KPNAI C A Nonsense  Transversion E448X 5.78062 - - -
5CZ0401 19 52826001  ZNF480 C T Nonsense Transition R480X -2.01835 - - -
SCZ0601 14 103806120 EIF5 A G Missense Transition 1351V 2.10831  cConservative  Benign TOLERATED
5CZ0901 3 46717166  ALS2CL G A Nonsense Transition R733X 0.727551 - - -
Moderately Probably
$Cz1001 12 6707226 CHD4 G A Missense Transition R576W 2.53121 Radical Damaging DAMAGING
Moderately Probably
5CZ71001 12 121882033 KDM2B C T Missense Transition G748S 6.313 Conservative Damaging DAMAGING
Moderately
$Cz1001 18 6974966 LAMA1 T C Missense Transition T2187A -0.76152  conservative  Benign ~ TOLERATED
Moderately Possibly
sCz1101 11 104825480  CASP4 T C Missense Transition E39K -1.1914  conservative Damaging TOLERATED
5C71401 1 1153867 SDF4 C T Missense Transition D295N 1.88812  Conservative  Benign DAMAGING
SCz1401 3 138461543  PIK3CB T C Missense Transition 1160V 1.18761  conservative  Benign = TOLERATED
Moderately Probably
SCz1401 12 123804988  SBNOI G C Missense Transversion N886K -0.120827  conservative Damaging TOLERATED

* The PhyloP all the way 46 for vertebrates was used
**The Grantham matrix was used to evaluate the effect of each mutation and the Li et al. classification was used to classify the
effect
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2.6.5 Table 2.5 : Total of coding sequences (Mbp) with a coverage >= 20x

Proband Total coding Total DNM
sequences (Mbp)
SCZ0101 22 031 032 2
SCZ0201 22 116 414 2
SCZ0401 16 768 992 2
SCZ0501 17 244 815 0
SCZ0601 18 757 524 1
SCZ0701 21755 421 0
SCZ0801 22 175 382 0
SCZ0901 22 355 863 1
SCZ1001 22 111 354 3
SCz1101 21 085 529 1
SCZ1201 21474 141 0
SCZ1301 21334 975 0
SCZ1401 22 870 855 3
SCZ1501 17 542 536 0
Total 289 624 833 15

2.6.6 Table2.6 : DNM rates comparison between SCZ and previously reported studies
of normal individuals

Study Observe Current Binomial P- Comments
d Rate* Study Value**
Rate
Roach et 1.10E-08  2.59E-08 0.002462 Genome Sequencing of a
coll. family quartet
Science
2010
Lynch et 1.28E-08  2.59E-08 0.0144 Survey of genes carrying
coll. PNAS disease causing mutations
2010
Durbinet  1.20E-08 2.59E-08 0.006336 Deep sequencing of a CEU
coll. trio
Nature
2010
(CEV)
Durbinet  1.00E-08 2.59E-08 0.0009975 Deep sequencing of a YRI trio
coll.
Nature
2010 (YRI)
Awadalla 1.36E-08 2.59E-08 0.01865 Estimation of neutral
et coll. mutation rate using
AJHG 2010 candidate sequencing

*The observed de novo mutation rate is expressed in mutation per position in a haploid

genome

** The 95% Confidence Intervals (Cl) for the current comparison are 1.45E-08 - 4.27E-08
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2.7 Figure

2.7.1 Figure 2.1 : Exome Capture Efficiency
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Figure 2.1 : Exome Capture Efficiency : The exome capture efficiency is presented
for each individuals sequenced in this study. The x-axis presents the coverage in total
number of reads and the y-axis is the percentage of the total targeted region, on a per-
bases calculation.
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Chapitre 3 : Le fardeau des mutations rares dans la schizophrénie

3.1 Présentation de I'article

A la suite de l'identification des génes porteurs de DNM dans notre précédente
étude, il est difficile de dresser un portrait réaliste des genes directement liés a la
SCZ. En effet, comme les DNM sont des événements sporadiques qui se produisent
naturellement chez tous les individus, il est difficile d’établir avec certitude si les

mutations observées chez les patients SCZ sont bel et bien causatives.

Une approche logique serait de prioriser les genes pour lesquels des mutations a
effet tronquant ont été identifiées. C’est ce qui a été entrepris par notre équipe. Un
total de 189 patients a été séquencé pour les genes KPNA1, LRP1, ALS2CL et
ZNF480143. Cependant, aucun exces de mutations non-sens n’a été détecté pour
aucun des 4 genes. Ce fait en lui méme confirme I'hétérogénéité extréme de la SCZ et
suggere qu'une multitude de genes sont impliqués dans la pathogénese de la

maladie.

Afin de mieux comprendre et de pouvoir quantifier la complexité de ce mécanisme,
nous avons décidé de procéder a un reséquencgage complet des génes porteurs de
DNM chez des patients SCZ. En utilisant un reséquencage ciblé, nous avons dessiné
une étude cas-controle (n=480) ou il a été possible de tester, pour chacun des genes,

si le fardeau de mutations était plus élevé chez les patients atteints de SCZ.



3.1.1 Contribution des auteurs

Planification de I’étude: SLG, GAR

Echantillons et laboratoire: CB, SG, ML

Analyses bio-informatique: SLG, PLT, MPD

Analyses statistiques: AB, MPD, SLG

Rédaction du manuscrit: SLG, MPD, GAR
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3.2 Abstract

Schizophrenia (SCZ) is a very heterogeneous disease that affects approximately 1%
of the general population. Recently, the genetic complexity believed to underlie this
condition was further highlighted by two independent studies that identified a total

of 55 de novo mutations (DNM) in the same number of genes in different SCZ
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probands?8100, While these two reports did support the implication of DNM in the
pathogenesis of SCZ, the absence of overlap in the genes identified strongly suggests
that the number of genes involved in SCZ is likely very large; a notion that has been
supported by the moderate success of Genome-Wide Association Studies (GWAS)71-
73, To further examine the genetic heterogeneity of this disease, we resequenced 62
genes that were found to have a DNM in SCZ patients, and 40 genes that are
encoding proteins known to interact with the products of the genes with DNM in a
cohort of 235 SCZ cases and 233 controls. Using a kernel association method, we
were able to assess for association for different sets. Although our power of
detection was limited, we observed an elevation of the mutation burden in the genes

that have DNM.

3.3 Introduction

Schizophrenia (SCZ) is a highly prevalent neurodevelopmental disorder (1.1% of
U.S. adult according to NIMH), that severely affects social and vocational
development, and that has a strong negative stigmatization. Late adolescence and
early adulthood is the peak period for the onset of SCZ (typically ~15-25 yrs)144.
Moreover, according to the World Health Organisation (WHO), nearly half of the
patients with SCZ are not receiving appropriate healthcare. The contribution of
genetics to SCZ has been widely examined and a recent meta-analysis of 12 twin
studies established heritability to be ~81%37. A simplistic view of the genetic
architecture of SCZ suggests it involves different common alleles with low
penetrance, intermediate frequency alleles with variable penetrance, and/or rare
but highly penetrant alleles. More recently, a new hypothesis has emerged for SCZ:

the implication of de novo mutations (DNM, i.e. mutations arising sporadically either
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in the gamete cells of the parents or at the early stage of embryo development) as a
source of rare penetrant variants. The development of high-throughput sequencing
technologies facilitated the systematic genome-wide testing of this DNM based
hypothesis. An innovative study by our group, using the exome sequencing data of
SCZ trios (a proband plus his/her mother and father), found that patients with
sporadic SCZ have a higher than expected exonic DNM rate, as well as a high
nonsense/missense ratio very similar to pathogenic mendelian mutations!24. An
independent study by Xu et al. produced similar results and thus replicating our
findings100. The same group later reported a new DNM study for which they exome-
sequenced many trios with a proband affected with SCZ%. The importance of DNM
in neurodevelopmental diseases has been converging in other psychiatric disorders
(e.g. autism145-147 and intellectual disability148). However, the individual relevance of
genes found to harbour a DNM is still unknown. Thus, we have decided to follow-up
on those genes bearing DNM to establish if they have a role to play in the biological

mechanism of SCZ.

3.4 Methods

3.4.1 Cohorts

All participants, after receiving a full description of the study, gave their informed,
written consent. The CHUM ethics committees approved all study procedures in
addition to ethic committees approval from the two recruitment site (French ethic
committee and Douglas Hospital ethic committee). A total of 240 cases affected with
SCZ were selected to constitute the case cohort. 5 cases were excluded because of

their non-Caucasian ethnicity; the remainders of cases were all of European
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ancestry. 143 cases were recruited in Canada, 7 in France, 62 in Hungary and 23 in
the United States. There were 173 men and 62 women in the group of cases. The
cohort was recruited to minimize the number of cases with substance abuse; only
18 cases (~7%) had a history of drug or alcohol abuse. At the time of
ascertainement, the average age of the cases was 35.44 +- 10.09 and the average age
of onset was 21.40 +- 4.70. The unaffected individuals were from a Caucasian
population collected in Canada. In total, 125 controls were men and 115 were
women. 7 individuals were excluded because of non-Caucasian ancestry, leaving a

total of 233 controls.

3.4.2 Samples preparation ,quantification and digestion

DNA from blood and lymphoblastoid cell lines was extracted following standard
protocols. DNA was quantified using the PICO green method and an ABI qPCR
sequencer; quantity was adjusted to precisely 900 ng for a concentration of 20
ng/ul. Each DNA was subsequently digested, 8 samples at the time, using a mix of 8

different restriction enzymes, provided by the manufacturer (Agilent Technologies).

3.4.3 Genes selection

The list of genes to be resequenced were those for which de novo mutations were
identified in SCZ probands in the Girard et al. and Xu et al. exome sequencing
studies?8100 and the Awadalla et al. sequencing study?’, for a total of 62 genes.
Furthermore, an additional set of genes encoding close interactors of the proteins
encoded by genes from the core set was added. The genes encoding these
interactors were selected based on protein:protein interactions listed in the Human

Protein Reference Database (HPRD)!4%. Node points proteins that showed two or
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more interactions with a protein from the core set were all selected (Figure 3.1); in
total 40 such genes were selected. In addition, 19 genes from the GABRA synaptic
receptors were added. These genes were never genetically associated with SCZ and

were used as a control group. (Table 3.1).

3.4.4 Design, Capture and enrichment

Haloplex probes were designed using the Haloplex design wizard tool (now replaced
by the SureSelect design tool). In total, 2,041 regions were targeted for a total of
326.6 Kb. After masking of repeated regions and problematic high CG regions, a total
of 316.93 Kb (97% of the target) was deemed suitable for Haloplex resequencing.
The Haloplex baits covering these 2,041 regions were manufactured according to
designs that were made at the Halogenomics headquarter (Uppsala, Sweden) and
according to the Haloplex amplification procedures; this included the introduction
of a biotin adjunct. For each individual recruited in the study, hybridization of the
Haloplex probes was made with a pooled DNA substrate that was assembled
following the eight restriction enzymes digestion step. The incubation of probes
with the DNA was done overnight. Streptavidin coated magnetic beads and a
magnetic stand were used to capture the biotin adjunct of the Haloplex probes to
separate beads with the hybridized products from the non-hybridized DNA material.
DNA ligase was subsequently added to the hybridized DNA eluted from the beads so
that each of the targeted fragments would be enclosed within a circular DNA
molecules. Two steps of Haloase treatment were performed in order to carry out the
“Halo” PCR. At that stage, each DNA sample became assigned to a unique DNA
barcode that is based on a 96-barcode index provided by Halogenomics. Seven DNA

pools constituted from unique barcodes were created.
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3.4.5 Sequencing

Each PCR pool was ligated to the [llumina standard adapter and loaded on a single
lane from an Illumina HiSeq flow cell. Sequencing was done on an Illumina HiSeq
2000 using a paired-end mode that produced 100 bp reads. Once the sequencing
was done, data from each lane was demultiplexed using the index of barcode and

FASTQ files were generated for every individual.

3.4.6 Alignment, enrichment assessment and variant calling

A first alignment against the whole genome revealed the capture specificity to be
>99% for the first ten samples analyzed. Thus, every alignment was made using a
custom reference that comprised the targeted regions and an additional 200
flanking base pairs on both 3’ and 5’ ends. Alignments were performed using BWA
v.0.5.9125 before they were saved in a BAM file format. The DepthOfCoverage module
from the GATK suite was used to assess enrichment efficiency based on the defined
targeted regions!50, On average 302.47 Kb +- 2.76 (95.43% of the effective Haloplex
design) had sufficient coverage (220x) for high quality variant calling. Four of the
468 samples had a significantly lower coverage (with sufficient coverage for 269.16
Kb, 269.41 Kb, 283.29 Kb and 286,71 Kb); these samples were nonetheless kept for
the analysis because good variant calling was still possible for 285% of the targeted
regions. Variant calling was performed following the GATK Best Practice V2 and the

GATK suite.

3.4.7 False negative and false positive assessment

Using sequencing data from a previous sequencing project from the gene SHANK3

and other genes from the S2D project, we were able to evaluate the accuracy and
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specificity of the sequencing. For a specific genomic region, the S2D project
identified 138 variants using Sanger sequencing. 135 of those 138 variants were
now correctly confirmed using the Haloplex sequencing dataset, hence the false
negative rate was ~2.1%. Conversely, a false positive rate was also assessed based
on the variants identified in the Haloplex sequencing dataset. Out of 25 variants that
were identified in Haloplex sequencing dataset, Sanger sequencing during the S2D
project had not identified 5. However, after revisiting the original Sanger sequencing
data of these 5 variants, it was concluded that they were all present in the
sequencing traces but the calling processes missed them. Thus, we can conclude that

the false positive rate is <4%.

3.4.8 Kernel association testing

In order to test for difference in mutation burden, we used the Sequence Kernel
Association Test (SKAT) algorithm?51. SKAT is a statistical analysis package using a
computationally efficient regression method that tests for associations between
genetic variants in a region and a continuous or discontinuous trait. Variants were
categorized in different sets. The first set was defined using the experimental origin
of each gene (see table 3.2). The second set was defined by the genes encompassing
all variants. The third set was defined using all individual exons that included at
least one variant. SKAT offers different parameters to give a different weight
according to variation frequencies. As our main focus is rare variations, we decided
to use the manual recommended settings for rare variants (B1=0.5, B2=0.5). Those
parameters set full weight to rare variants (<1%) while completely ignoring the
other variations. Statistical analyses were performed using R statistical software

v.2.15.0.
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3.4.9 Sequenom haplotyping

Genotyping was performed in accordance with the iPLEX Gold protocol using matrix
assisted laser desorption/ionisation time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry
(Sequenom). Assays were designed using the latest version of AssayDesign 3 with the
default parameters for the iPLEX Gold chemistry. Cleaned extension products were

conducted on a mass spectrometer and peaks were identified using SpectroTYPER.

3.5 Results

The resequencing effort was conducted on a cohort of 235 SCZ cases and 233
control individuals using the Haloplex-SureSelect method (Agilent Technologies)
and a [llumina HiSeq 2000 apparatus. After recalibration and filtering, we identified
6,210 genetic variants (TsTv = 2.485) of which 5,892 were Single Nucleotide
Variants (SNV) and 319 were indels. Using Sanger Sequencing, we estimated the
false positive and false negative rate to be respectively ~4% and ~2.1%. Most of the
variants were private or shared by only two individuals, but a number of variants
were intermediate or common (27%)(Figure 3-2). A higher number of rare variants
was expected and is in accordance with recent findings from the 1K-genome
projectl05, We first sought to test if any individual variant showed a positive
association independently of the gene set. For this, we used a Fisher test and a
Bonferroni correction adjusted to the total number of variants. No variants reached
the significance threshold (data not shown). This is likely explained by the lack of

power of such an approach.

We set the SKAT parameters to account only for rare variants. The reason

why we decided to focus only on rare genetic variation is that a GWAS recently
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conducted for SCZ examined close to 10,000 individuals’3. It would be very
surprising that our resequencing would pick associations from common or
intermediate variants that would not have been detected in this recent GWAS. Also,
an increase in rare variant burden is compatible with the elevation of DNM rate we

previously demonstrated in SCZ.

The first mutation burden test was performed using study origins (Girard et
al., Xu et al, S2D, Protein:Protein Interaction and control genes) as criteria for set
definition (n=5). We did this in order to evaluate if genes harbouring DNM have a
higher mutation burden than expected. (see table 3.2). The three experimental
dataset (Girard et al. Xu et al and S2D) provided borderline associations (P <0.05),
but only the S2D dataset and the Girard et al. met the significance threshold once
Bonferonni correction was applied (P<0.01). This supports the notion that we can
enrich for SCZ predisposing genes by identifying DNM in affected probands,
especially when compared to the baseline profile (control genes). Interestingly, the
dataset constituted of candidate genes found by looking at protein:protein
interactions also shows a low, yet not significant p-value. Even though it is very
early to draw any conclusion from this, it could mean that some genes encoding
close interactors of the gene products found in DNM studies could also be involved
in the disease and that interactome approach to identify candidate genes could be a

valid method.

Next, we performed a second mutation burden test, this time treating each
gene as a separate set (n=121) and each gene was independently followed,
regardless of its experimental origin. The significance threshold was set to 4.1x10-4

according to Bonferroni correction. Only one gene reached this significance
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threshold, the strawberry notch homolog 1 (SBNO1) gene; which was found to carry
a DNM in our earlier exome study (See Figure 3.3). Of note, no sample was present
in both studies. However, when considering all signals against the group of control
genes, there seem to be a distinct profile that some genes might have a differential
mutation burden profile but we lack the appropriate power to make a definite
conclusion. Thus, we performed a third test, this time using single exons as separate
sets. In order to correct for the number of independent exons, we used the simple
method, which determine the number of independent tests require for an
association study?52153, Using this method, the significance threshold was set to p-
value < 1,08 x 10-4.This time, multiple signals met the required threshold (See Figure
3.4). In addition to exons for SBNO1, we also found a different mutation burden
profile in exons from the genes EP300, MAPK14 and SHANK3 (See table 3.3). It is not
surprising to find the SHANK3 gene as its implication in SCZ and Autism Spectrum
Disorder has been shown many times®5121, Interestingly, EP300 encodes the p300
protein which plays a role in many tissues!54. It has also been shown that the loss of
one copy of EP300 leads to an impairment of the development!55. But even more
interesting is the profile difference between the group of control genes and the
others. This could indeed suggest that many genes identified during DNM studies in
SCZ have an important role in the genetic mechanism of the disease, but further

confirmation is required.

An interesting case in the genes found to have a differential mutation burden profile
is SBNO1. It is the only gene that reaches significance when the statistical test is
conducted using sets of genes. When the exons are used as a set, multiple exons

from SBNO1 reach the significance threshold. After an in-depth look at the
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individuals carrying variants in SBNO1, it was observed that the signal was driven
by variants shared by a subset of individuals. To assess if this observation was due
to an ancestral haplotype or a technical error, we genotyped all the variants that
were driving the signals using a Sequenom platform on a new cohort of 249 SCZ,
256 controls ethnically matched controls. As SKAT is not robust when variants are
in strong association as it is the case with a haplotype, we only used a Fisher test to
assess if the mutational burden of all tested individuals was different between cases
and controls. Out of a total of 22 haplotype variants, a great proportion of the tested
individuals had none or only one variant, with the vast majority of individuals
showing no more than five variants. Thus, all individuals that carried more than five
variants were considered to have the SCZ haplotype. 54 individuals with the
haplotype were found in both the SCZ and control cohorts, in agreement with the
null hypothesis (p-value=0.91). There was also no difference in the distribution of
the number of variants per individuals in the cases and in the controls (Figure 3-5)
which led us to suspect a false positive association by the SKAT algorithm due to the

strong LD between the variants.

3.6 Discussion

Population studies in SCZ have been widely popular in the last decades. From twin
studies to genetic linkage and genome wide association studies, the general
conclusion has always been that the genetic mechanism of SCZ is far more complex
than previously estimated. Thus, we did not engage in this study expecting that we
would identify determinants of a large proportion of the disease’s heritability.
However, our study is different from previous studies by two key points. The first is

that by relying on candidate genes for DNM, we limit the multiple testing burdens to
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genes of greater importance to the disease aetiology. There is always the risk that
none of the selected genes is really involved in the disease, but our previous studies
clearly show that genes carrying DNM are as good candidates as any other genes.
Our study is also amongst the first population study to focus only on rare variants.
The contribution of rare variants has always been hard to evaluate but many
collapsing algorithm were developed to study the datasets generated by the recent

advent of high-throughput sequencing methods.

We previously identified many genes harbouring a DNM in schizophrenia
patients. However, we are still at the dawn of DNM studies and it remains a
challenge to demonstrate the validity of the findings. In this study, we designed a
resequencing assay for genes that were reported by us and others to present DNM
in SCZ (Table 3.1). In addition, we also looked at the sequence of genes established
to encode close interactors of the DNM genes’ products. Also on the assay was a set
of synaptic genes that were never genetically associated with SCZ. This last set was
used as a baseline group to evaluate the pattern of association of other sets. In this
study, we were able to identify some genes that present a mutation burden profile
that is different between SCZ cases and controls. The genes include one gene that
has been previously linked to SCZ but also with ASD (SHANK3) as well as two novel
genes that were identified through a protein:protein interaction study (EP300 and
MAPK14). However, these two genes will need to be replicated in a larger cohort
before we can draw a definite conclusion on their implication in SCZ. More
importantly, we were able to show that genes found in DNM studies do have a
differential mutation profile in SCZ patients, either on a group scale or individual

scale. This has also been confirmed by comparing to a baseline group of control

82



genes consisting of synaptic genes that were not previously associated with SCZ. The
use of sets of exons for association tests with rare variants might be a form of
analysis worth considering in future studies. Indeed, it has been shown several
times that mutations leading to disease can cluster in certain specific exons of a
genel56-158 Thus, using the full gene as set definition could lead to a loss of power

from the high proportion of variants from neutral exons.

In this study, we have demonstrated that genes identified in DNM studies likely play
arole in the genetic aetiology of SCZ. But more importantly, our work is amongst the
first to show the importance of rare variants in the genetic mechanism of the
disease. Although the identified signals warrants replication in independent cohorts,
those results call for a better integration of rare and private variants in future SCZ

studies.
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3.7 Tables

3.7.1 Table 3.1 List of genes included on the resequencing assay

Gene ID Data Source

ALS2CL Girard et al.

CASP4 Girard et al.
CCDC137 Girard et al.
CHD4 Girard et al.
EIF5 Girard et al.
KDM2B Girard et al.
KPNA1 Girard et al.
LAMA1 Girard et al.
LRP1 Girard et al.
NRIP1 Girard et al.
PIK3CB Girard et al.
SBNO1 Girard et al.
SDF4 Girard et al.

ZNF480 Girard et al.
ZNF565 Girard et al.

ACOT6 Xu et al.
ADAMTS3  Xu et al.
ADCY7 Xu et al.
CCDC108 Xu et al.
CELF2 Xu et al.
COL3A1 Xu et al.
DGCR2 Xu et al.
DPYD Xu et al.
EDEM?2 Xu et al.
ESAM Xu et al.

FAM3D Xu et al.
FASTKD5 Xu et al.
GIF Xu et al.
GPR115 Xu et al.
GPR153 Xu et al.
INPP5A Xu et al.

KLF12 Xu et al.
LAMA2 Xu et al.
MAGEC1 Xu et al.
MTOR Xu et al.
NPRL2 Xu et al.
ORA4C46 Xu et al.
PAG1 Xu et al.
PITPNM1 Xu et al.
PLCL2 Xu et al.
PML Xu et al.

RB1CC1 Xu et al.

84



RGS12
SAP30BP
SLC26A7
SLC26A8
SPATAS
TEKT5
THBS1
TRAK1
TRRAP
UGT1A3
VPS35
WDR11
ZNF530
ATP2B4
BSN
GRIN2B
KIF17
MAP2K1
NRXN1
SHANK3
GABRA1
GABRA2
GABRA3
GABRA4
GABRAS
GABRAG6
GABRB1
GABRB2
GABRB3
GABRD
GABRE
GABRG1
GABRG2
GABRG3
GABRP
GABRQ
GABRR1
GABRR2
GABRR3
APBA1
APBA2
APP

C3
CALR
CAPN1
CASK

Xu et al.

Xu et al.

Xu et al.

Xu et al.

Xu et al.

Xu et al.

Xu et al.

Xu et al.

Xu et al.

Xu et al.

Xu et al.

Xu et al.

Xu et al.

S2D project

S2D project

S2D project

S2D project

S2D project

S2D project

S2D project

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Baseline

Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
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CCDC85B
COL7A1
CTBP1
CTSG
DLG1
DLG2
DLG3
DLG4
EP300
ESR1
FYN
HDAC1
HDAC3
JUN
MAPK14
MYC
PDGFB
PLAT
PLAUR
PLCB1
PLG
PRKCD
PTPN11
RARA
SHC1
SIN3A
SKIL
SPARC
SRC
STAT3
TAF9
TRIM27
WNT3A

Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
Protein:Protein Interaction
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3.7.2 Table 3.2 SKAT results for the dataset grouped by data source

Number of marker per

Set ID P value set

Girard et al. 0.0015 1073

Xu et al. 0.0260 2322

S2D Project 0.0051 491
Baseline 0.6677 526
Protein:Protein Interaction 0.0413 1686

* The significance threshold is p-value < 0,01

3.7.3 Table 3.3 Significant association made on a gene and exon basis

Gene as set Exon as Set

Gene Number of Exon Number of

p-value p-value
markers markers
SBNO1 6.13x10~ 105

30/31 6.52x10° 5
29/31 8.80x10° 7
28/31 4.53x10° 2
24/31 4.62x10° 2
13/31 0.00010 5
7/31 6.52x10° 2
MAPK14 0,026 30 11/13 6.39x10°° 2
SHANK3 0,0064 68 10/23 5.90x10° 2
EP300 0,0998 116 9/31 6.26x10® 3
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3.8 Figures

3.8.1 Figure 3.1 Network of genes with more than two protein :protein interaction
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Figure 3.1: Network of genes with more than two protein:protein interaction with genes
harbouring DNM : This figure shows the interaction between some DNM harbouring genes
(vellow) and close interactor (cyan). The list of gene to be resequenced was primarily
constituted of the genes found in the Girard et al. and Xu et al. exome sequencing studies (Girard,
2011, Xu 2011). To this list, 7 genes identified during the synapse2disease projet (S2D) were
added to constitute the gene core set The close interactor genes were selected based on
protein:protein interactions found in the Human Protein Reference Database (HPRD). All nodes
that showed two or more interactions with our gene core set were kept. In total, 121 genes were
kept for resequencing in our case control study.
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3.8.2 Figure 3.2 Histogram of variant frequencies
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Figure 3.2: Histogram of variant frequencies : For each variant identified in the
Haloplex dataset, we established a minor allele frequency. We then established a
histogram of those frequencies. In the pie chart, the definition goes as following
for variants : common (>5%), intermediate (1-5%), rare (0.5-1%) and very rare
(<0.5%)
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3.8.3 Figure 3-3 SKAT results for all genes on the assay

SKAT results for all genes on the assay
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Figure 3.3: SKAT results for all genes on the assay : SKAT analysis were performed
using only rare variants (<=1%) and using genes as sets. The data sources are shown
by the colors (Girard et al. = red, Xu et al. = Green, S2D project = Blue, Protein:Protein
Interaction = Cyan, Baseline = Pink). The significance threshold was set using a
Bonferonni correction to 4.1 * 10-4
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3.8.4 Figure 3.4 SKAT results for all exons on the assay

SKAT results for all exons on the assay

0""70""16’0‘"2’6’0"‘36’0""46’0'"5’6’0""6’6‘0’”'76'0"'86’0‘"Q%é'l‘l](gg”‘1'19'0""13'1'0"'“I'4‘3'0"‘15'50"'1670"'1790"‘19'10

Figure 3.4: SKAT results for all exons on the assay : SKAT analysis were performed
using only rare variants (<=1%) and using exons as sets. The data sources are shown by
the colors (Girard et al. = red, Xu et al. = Green, S2D project = Blue, Protein:Protein
Interaction = Cyan, Baseline = Pink). P-values significance threshold was set to 1,0 * 10-4
using simpleM method.
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3.8.5 Figure 3.5 Additional genotyping for the SBNO1 haplotype
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Figure 3.5: Additional genotyping for the SBNO1 haplotype : Sequenom genotyping
was used to test for the SBNO1 haplotype in additional cohort of SCZ and controls. Panel A
shows the exact distribution of the number of variants per individuals per cohorts and
Panel B shows a summary of the same distributions.
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Chapitre 4 L’age paternel explique une proportion majeure de la
variabilité des mutations de novo germinales des individus en

santé

Il est important de mentionner que le chapitre 4 a été réalisé de maniere concourante
avec le chapitre 3. Ainsi, il s’agit d’une suite logique de l'article présenté au chapitre 2 et
il se consacre a un autre volet des résultats. Il n’y a donc pas de connexion logique avec

le chapitre 3

4.1 Présentation de l'article

A la suite des observations faites lors de 'étude de prévalence des DNM chez des
patients atteints de SCZ, plusieurs questions sont advenues. En téte de file, I'éternel
dilemme, que l'on appelle communément «I'ceuf ou la poule »; qui consiste a se
demander si le taux de mutations est plus élevé chez certains individus et serait a la
racine de la SCZ ou bien est-ce que la SCZ pourrait avoir un impact direct sur le taux
de mutation? Ces interrogations nous menent a poser une question cruciale pour les
futures études génétiques : est-ce que le taux de mutation est fixé chez chaque espece
ou au contraire, est-ce qu'’il varie en fonction de certains facteurs environnementaux?
Jusqu’a tout récemment, on ne possédait que des hypothéses pour répondre a cette
question. En ce qui concerne la SCZ, une observation nous permet de penser que le
taux de mutations pourrait étre directement lié a I'dge parental. En effet, deux études

ont observé qu’'un age paternel avancé menerait a une augmentation des chances



d’avoir un enfant atteint de la SCZ1%.15%, Puisque nous avons précédemment démontré
que le taux de mutations semble plus élevé chez les patients atteints de SCZ (voir
chapitre 2), une hypothese plausible est qu’'un pere plus agé transmettrait plus de

nouvelles mutations suite a une spermatogénése moins efficace.

Pour en revenir a 'hypothese de 1'élévation du taux de DNV, il semble logique de
penser que les spermatogonies Ad, qui se divisent de nombreuses fois afin de
préserver la réserve de cellules germinales, peuvent accumuler de nombreuses
mutations au fils des divisions. De plus, comme chaque testicule peut contenir plus de
mille tubes séminiferes, le nombre de spermatogonies Ad est trés grand. De ce fait,
I'accumulation de nouvelles mutations est sans doute inégale, mais logiquement, les
spermatogonies Ad accumulent de maniére générale de nouvelles mutations au fil de
la vie d’'un homme. De ce fait, 'hypotheése la plus plausible est que I'age du pére est
directement lié a la variation du taux de mutations germinales et que, en
conséquence, cette élévation du taux de mutations germinales pourrait mener a la

SCZ.

Afin de tester cette hypothese, il est primordial de pouvoir différencier les deux types
de DNM, soit les mutations germinales et les mutations somatiques. Les mutations
germinales se produisent durant la gamétocytogénese alors que les mutations
somatiques se produisent lors de l'’embryogenése. L'une des maniéres les plus
accessibles de différencier les deux types de mutations est de travailler sur des paires
de jumeaux monozygotes. En effet, il est attendu que les mutations germinales
montrent une ségrégation exclusive aux deux jumeaux alors que les mutations
somatiques ne seront observées seulement que chez I'un des deux jumeaux. De plus,

I’étude de jumeaux monozygotes permettrait également une identification plus facile
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des mutations germinales puisque ces derniéres seront observées chez deux

individus, ce qui diminue drastiquement le nombre de faux positifs.

De ce fait, nous avons décidé d’effectuer le séquencage du génome complet (WGS
pour Whole Genome Sequencing) chez des familles comprenant des jumeaux
monozygotes. L'objectif étant de caractériser I'impact de 1'dge du peére, nous avons
décidé de travailler chez des jumeaux ne présentant aucune condition médicale
sévere. En se concentrant sur des jumeaux en santé, il est possible de caractériser
directement I'impact de I'dge du pere sur le taux de DNM sans biais par rapport a une
condition médicale. Ainsi, nous avons établi un partenariat avec I'Etude des jumeaux
nouveau-nés du Québec (EJNQ) qui est une étude qui a recruté et caractérisé une
cohorte de 650 paires de jumeaux nés entre 1995 et 1998, ainsi que leurs parents.
Parmi cette cohorte, nous avons identifié 5 familles avec un jeune pére a la conception
et 5 familles avec un pére en age avancé a la conception et nous avons effectué le WGS

de chaque individu afin de caractériser le taux de DNM.

4.1.1 Contribution des auteurs

Planification de I’étude : SLG, MPD et GAR

Etude Nationale Jumeaux Québec : MB, MB, FV et GD

Analyses bio-informatiques : SLG, LPLP, DS, AA, EH, OD et ADL

Etudes SV: MAL, LPLP et SLG

Rédaction du manuscript : SLG, PAD, MPD and GAR

Préparation des échantillons : CB et AN
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4.2 Abstract

De novo mutations (DNM) are an important source of rare variants and are
increasingly being linked to the development of many diseases. Recently, the paternal
age effect has been the focus of a number of studies that are attempting to explain the
observation that increasing paternal age increases the risk for a number of
diseases160.161 sing disease-free familial quartets we show that there is a strong
positive correlation between paternal age and germline DNM in healthy subjects. We
also observed that germline CNV does not follow the same trend, suggesting an origin
independent of parental age. Finally, we observed that DNM was not evenly
distributed across the genome, which adds support to the possibility of DNM

hotspots.

4.3 Introduction

Up to recently, little was known about the global prevalence of de novo mutations
(DNM). Although some studies suggested that different factors could impact the
global mutation rate 162-164 it was not possible to assess it on a genome-wide scale.
Recently, the arising of new sequencing technologies has made it possible to
interrogate the full genome by sequencing. Using these technologies, it was recently
demonstrated that paternal age effect (PAE) modulates the de novo mutation rate in
patients with psychiatric disorders. Here, we corroborate these findings in ten
disease free twins quartets from the same population. We show that germline single

nucleotide variants (SNV) and indels but not CNV are associated with parental age.
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We also confirm the existence of DNM hotspots, suggesting new mechanism for the

genesis of new mutations.

4.4 Methods

4.4.1 Sequencing

DNA from the 40 individuals was extracted directly from blood provided by the
Quebec Study of Newborn Twins (QSNT). All families were informed of the aims of
the study and signed a consent form. The Ste-Justine hospital ethic committee gave
approval for this study. Libraries were constructed using Illumina standard protocols.
Sequencing was done on an I[llumina HiSeq 2500 at Illumina sequencing facilities.
Paired-end mode was used and the median fragment length was found to be ~300 bp

for every individual, which was confirm to the library preparations.

4.4.2 SNP Genotyping

Genotyping was done using the [llumina HumanOmni2.5 genotyping array.

4.4.3 CNV Genotyping

Log R Ratio (LRR) and B Allele Frequencies (BAF) were extracted by GenomeStudio
(version 2011.1) from Illumina HumanOmni2.5 BeadChips using default parameters.
CNVs were identified using QuantiSNP (version 2.3)165 with local GC correction
(hg19) and default parameters. For de novo mutations, putative CNV regions were
created using the twins’ calls of any length but with a logarithm of the Bayes factor
higher than 10. Only regions with higher than 25% reciprocal overlap found in both
the twins were kept for further analysis. From this set, regions showing any sign of

presence in one of the two parents (raw calls) or with an overlap with any regions

98



found in the Database of Genomic Variants (DGV, version 10, November 2010) were

discarded.

4.4.4 SNV and indels calling

We receive sequences from Illumina in the form of alignment (bam) files and variants
(vcf) files. In order to have consistent metrics we applied our own bioinformatics
pipeline and used the same genome reference (GRCh37), so we could compare with
previous runs. We extracted the reads and created pools of 20M reads using Picard
SAMtoFastq in order to optimise the use of our computing farm. Each of these pools
were aligned using a modified version of the Burrows-Wheeler Aligner (bwa version
0.6.2-r126-tpx)12> with threading enabled). The options were 'bwa aln -t 12 -q 5' and
'bwa sampe -t 12'. Next we recombined the pools in a single alignment (bam) file

using Picard MergeSamFiles.

We used the realigned bam file in GATK 1.61%0 to process the data with indel
realignments, read duplicates removal and quality score recalibration. We made use
of the scater-gather mechanism in GATK to accelerate the process. Once all 40
samples were processed, we generated QC metrics using GATK DepthOfCoverage and

custom scripts.

We used GATK UnifiedGenotyper to call SNVs and Indels in a run containing all
samples, and splitting by chromosome to accelerate the process on the cluster.
Finally, the variants were filtered and ordered using GATK Variant Recalibration,
which assigns a validity score to each variant using a training algorithm. For this

purpose we strictly followed the procedure from the Broad Institute.
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Once the variant calls were produced, these were compared to the SNP-chip calls; all

samples had a variant concordance higher than 99.5%.

4.4.5 WGS identification of SV

In order to achieve high-confidence structural variants calls for our samples, two
different algorithms were used. The first one, CNVer v0.8.1166, uses information from
the paired-end mappings and from the depth of coverage in a given region to call
CNVs (insertions and deletions). Prior to the mapping, the FastqMcf v1.1.2
(https://code.google.com/p/ea-utils/wiki/FastqMcf) utility was used to detect and
remove fragments from sequencing adapters and primers and to remove poor quality
bases at the end of reads. The Bowtie v0.12.9167 aligner was then used with the “-v -2
-a -m 600 --best --strata” options, as specified by the CNVer authors. To reduce the
number of false positives, CNVs called by CNVer were merged when the distance to

their neighbor was fewer than 5 kilobases.

The second algorithm, BreakDancer!®®, uses paired-end mappings signatures to
identify different types of structural variants, including insertions, deletions,
inversions and translocations. The reads were processed as described in the SNV and
indels calling section before using BreakDancerMax (cpp implementation, version
1.1.2) to call structural variants. Once again, CNVs were merged with a 5 kilobase

proximity threshold.

The germline DNM detection and exclusion from this dataset required a maximum
overlap between every twin and his parents of 1% and a minimum overlap to the

other twin of 90%.
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4.4.6 Sanger sequencing validation

Primers were designed using in-house scripts and the Batch Primer 3 web tool

(http://probes.pw.usda.gov/batchprimer3/) using enough flanking sequence to have

a good coverage of selected variants. PCR was performed using the AmpliTaq Gold
DNA Polymerase (Applied Biosystems) according to the manufacturer’s instructions.
To visualize DNA fragments, a small fraction of the PCR product was loaded on a 1.5%
agarose gel containing ethidium bromide. PCR products were sequenced at the
Genome Quebec Innovation Centre using a 3730XL DNAnalyzer (Applied Biosystems),

and SeqMan from the DNAstar suite was used for mutation detection analysis.

4.5 Results and discussion

In the last years, many groups have shown association of de novo mutations (DNM)
with neurodevelopmental disorders, notably intellectual disability (ID)1¢%, autism
spectrum disorder (ASD)145-147 and schizophrenia®8-100, At the time those studies
were initiated, it was yet unclear whether the DNM rate was fixed across our species
or if it was subject to variation. Interestingly, it was previously shown that paternal
age at conception is positively correlated with risk of schizophrenial?159, In order to
evaluate the effect of paternal age on the rate of DNM in healthy subjects, we have
selected ten families consisting of two monozygotic twins and their parents. All
individuals were recruited by the Quebec Study of Newborn Twins (QSNT) project179.
These families have been prospectively followed since birth and no severe health
conditions were reported for the twins, now all around 15 years old. Here, families
have been selected according to extremes in paternal age at the time of conception. A

group of 5 younger-aged fathers (mean = 23.37+SD 2.06) and 5 older-aged fathers
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(mean = 43.33+SD2.75) (Table 1) were selected. Paternal age at conception was
significantly different between the two groups (t-test, p-value < 1.00-10-°). Despite
our efforts to select comparably aged mothers, there was also a small but statistically
significant difference in maternal age at conception (t-test, p-value < 0.0065). Thus,
we will be able to directly assess the effect of parental age effect on DNM variability
and we will need to establish parental origin of mutations to directly implicate the
paternal or maternal age. Whole Genome Sequencing (WGS) was performed on all 40
family members from the 10 families. Mutation detection was performed using an in-
house bioinformatics pipeline to optimize the detection of variants present in the
twins against the mutation profiles of the parents. All samples were genotyped using
[llumina HumanOmni2.5 BeadChips and the SNP calls were used to calibrate and
validate variant detection with the WGS bioinformatics pipeline. Data from the
[llumina SNP-chips were also used to identify de novo CNVs in twin pairs. We also
used the WGS data to identify de novo CNVs using two different algorithms.
Consistent DNMs in a twin pair were categorized as germline (i.e. inherited from
gamete cells of one of the parents), while DNM found in a single twin were
categorized as somatic (i.e. mutations happening post-conception). Overall, 889
germline mutations and 106 somatic mutations were detected using these criteria in
the 10 twin pairs. In order to test the validity of our in silico detection pipeline, we
tested a subset of the DNM identified using Sanger Sequencing. A total of 91 germline
variants as well as 62 somatic variants were validated in the corresponding quartet.
Almost 90% of the germline variants were validated. Based on these results, we
calculated the individual false positive rate for each quartet and we use these
individual rates to adjust the estimated total number of DNM for each twin pairs. For

family quartets for which no false positive were identified, we corrected with the
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overall false positive rate of 10.9%. For the somatic variations only 9 of 62 variants
were confirmed, resulting in a false positive rate higher than 85%. Thus, given that
we would predict that we have detected only 13 somatic DNV, it is impossible to
arrive at any conclusions regarding somatic DNM rates, except to say that they are in

limited number when looking at DNA extracted from blood.

Assuming a single mutation event for germline mutations by collapsing all twin pairs
to a single observation, we calculated the germline de novo mutation rate to be
1.37-10-8, which is higher than the previously reported ratio of 1.1-x 10-8.104 However,
when stratified by paternal age, the estimated DNM rate in the groups of younger and
older fathers respectively were 1.01-10®% and 1.74-108 (Rao-Scott chi-square
p=1.38-10-12). We then tried to assess if this elevation was also seen for CNV. For this,
we had at our disposal the WGS data as well as SNP genotyping arrays. For the WGS
data, we used two algorithms; one focussing on the depth of coverage information
(CNVer) and another one that uses read pairs mapped with unexpected distance or
orientation (BreakDancer). As getting a consensus for CNV is not trivial and was not
needed here, we tested for parental age effect on each separate dataset without
building a consensus dataset. The results were concordant across both approaches

and no association with parental age could be detected (Table 2).

We next sought to find if there was a specific association between parental sex and
the variability in DNM rate. We found that there was a strong correlation between the
germline DNM and paternal age (Poisson regression R? = 0.78, p=0.00066) as well as
with maternal age (Poisson regression R% = 0.65, p=0.004), though the effect size is
deemed to be smaller for the later. Then, we tested for parental effect looking

separately at single nucleotide variants (SNV) and small insertions and deletions
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(indels) (Figure 4.1). We found a strong correlation between paternal age and single
nucleotide germline DNM variants (Spearman correlation R= 0.7695, p=0.0092). This
correlation was also observed in the mother, although not as strong (Spearman
correlation R=0.745, p=0.013) suggesting that parental age accounts for an important
portion of the variability in the DNM rate. A positive correlation was also found for
indel germline variants for both paternal (Spearman correlation R= 0.7631, p=0.01)
and maternal age (Spearman correlation R=0.702, p=0.0237). The weaker evidence
with indels could in part result from the lower power due to the comparatively less
frequent occurrence. This observation is nonetheless in concordance with other
studies160.161 [nterestingly, germline de novo CNV seems to behave differently than
for SNVs or indels, as we did not find an association between parental age and CNVs
(Figure 4.2). Although further validation is required, this would suggest that the
mechanisms explaining the increasing rate of SNV DNM with increasing parental age
do not apply to CNVs, which may have implications in our understanding of this

phenomenon.

In order to separate out the paternal and maternal age effects, we used individual
WGS reads to assign parental origin of the germline DNM. Working only with
germline SNVs, as they were more frequent than indels, we assigned parental origin
according to co-transmission of DNM with polymorphisms on single sequence reads.
Out of 765 DNM, we were able to trace parental origin for 57 DNM. Of those, 43 DNM
were of paternal origin and 14 were of maternal origin; providing an estimated
paternal:maternal ratio of ~ 3:1 in our dataset. When limiting the comparison to the
younger paternal age group, we see 16 paternal germline DNM and 5 maternal

germline DNM (ratio of ~ 3:1) whereas the older paternal group has 27 paternal
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germline DNM and 9 maternal germline DNM (ratio of ~ 3:1). These data suggest that
DNM rates increase both with maternal and paternal age, though the paternal age

explains a greater number of DNMs than maternal age.

To evaluate the distribution of DNM across the genome, we included the publically
available dataset from Michaelson et al. (10 ASD twin families) and Kong et al. (78
trios) for a total of 6,892 DNM160.161 Assuming that evenly distributed DNM would be
found every ~500 Kb, we found the distribution of the DNM to be significantly
different (Kolmogorov Smirnov goodness of fit test, p-value < 8.03-10-9). Indeed, we
observed several clusters of more than 6 DNM within a 500 Kb region, the densest
regions being on chr7 and chr8 (Figure 4.3). Considering, however, that the Kong and
Michaelson datasets consists of psychiatric patients, we repeated the analysis using
only the disease free twin families in genomic windows of 4 Mb (adjusted for the total
number of DNM). We found a significant deviation from uniformity (KS-test, p-value <

0.0306) with dense clusters containing up to 4 DNM (Figure 4.4).

In this study, we show that parental age, more specifically paternal age, explains a
major portion of the variation in the germline DNM rate. Contrary to other studies
that have reported similar findings, we have studied disease free families, and we
have isolated the germline DNM rate from somatic mutations with respect to parental
age. In our study, fathers aged 46 or greater had a rate of germline DNM that was
twice as high as that of fathers aged twenty years younger. We also identified a
smaller, yet significant increase in the mutation rate associated with maternal age.
This could be due to the assertive mating present in our families, but parental origin
of mutation suggest that older maternal age also leads to an increase in DNM. In

addition, our data suggests that DNMs do not occur randomly throughout the
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genome, and that there could be DNM hotspots in the genome, as previously observed
in ASD161, The implications of these findings are important, as an increased DNM rate
could impact a number of mendelian and complex genetic disorders. A study design
that includes the DNA of two parents and their children has proved a valuable
approach for the investigation of DNM. The ability to assess DNM rates offers a
valuable means to further characterize the impact of rare variants on diseases and
traits and should be encouraged in the design of future studies where parents are

available.
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4.6 Tables

4.6.1 Table 4.1 : Summary of DNM found for each twin quartet

Base pair Glob?I
Group Family ID Paternal Maternal Twins sequenced DNI\." FP Rate germline
Age Age (in Gbp) germline DNM
Rate*
Group 1
TQl 45.27 30.15 Twinl 2,779 142 16,67% 2,14E-08
Twin2 2,776
TQ2 47.15 30.36 Twinl 2,779 96 10,99% 1,54E-08
Twin2 2,779
TQ3 41.42 31.99 Twinl 2,795 91 14,29% 1,41E-08
Twin2 2,789
TQ4 40.8 36.77 Twinl 2,779 117 20,00% 1,69E-08
Twin2 2,779
TQ5 42 34.68 Twinl 2,779 121 10,99% 1,94E-08
Twin2 2,776
old father global DNM 1,74E-08
rate =
Group 2
TQ6 25.8 26.5 Twinl 2,795 60 10,00% 9,75E-09
Twin2 2,795
TQ7 24.8 19.91 Twinl 2,795 71 15,38% 1,08E-08
Twin2 2,792
TQ8 23.55 21.81 Twinl 2,779 77 10,99% 1,24E-08
Twin2 2,779
TQ9 20.73 21.56 Twinl 2,779 58 10,99% 9,32E-09
Twin2 2,789
TQ10 21.96 19.98 Twinl 2,795 56 23,08% 7,78E-09
Twin2 2,792
young father globalr;)tlil\: 1,00E-08

*The Global germline DNM rate was corrected with the appropriated FP value for each family
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4.6.2 Table 4.2 : CNVs identified for each family

Group Family ID Paternal Maternal  QuantiSNP Quant.iSN CN\{er CNVer BreakDancer
Age Age Loss P Gain Gain Loss Loss*
Group 1
1652 TQl 45,27 30.15 8 6 1 10 3
1207 TQ2 47,15 30.36 7 4 4 6 4
1480 TQ3 41,42 31.99 2 3 4 9 5
1389 TQ4 40,8 36.77 1 3 3 6 7
1490 TQ5 42 34.68 0 1 5 6 5
Group 2
1301 TQ6 25,8 26.5 2 0 5 7 4
1323 TQ7 24,8 19.91 4 3 2 4 7
1443 TQ8 23,55 21.81 2 9 5 5 1
1121 TQ9 20,73 21.56 3 5 2 7 3
1286 TQ10 21,96 19.98 4 4 3 10 6

*Breakdancer was not able to confidently identifies gain in our dataset

108



4.7 Figures

4.7.1 Figure 4.1 : Association of parental age with germline DNM
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Figure 4.1 : Association of parental age with germline DNM : This figure shows the
correlation between different SNV and indel germline DNM (left: germline SNV, right :
germline indels) with parental age (Top : paternal age, bottom : maternal age). The X-axis
represents the parental age at conception. The Y-axis represents the number of DNM
mutations identified through Whole Genome Sequencing.
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4.7.2 Figure 4.2 : Association of parental age with CNV called by different algorithms
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Figure 4.2: Association of parental age with CNV called by different algorithms : We
used three different algorithms to detect CNV in our dataset. QuantiSNP was used for
genotyping assays while CNVer and BreakDancer were used for WGS. Although the
number varies according to which algorithm was used, no difference between young
parental age group and old parental group can be detected.
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4.7.3 Figure 4.3 : Circular plot of the autosomal human genome using combined dataset

Figure 4.3 : Circular plot of the autosomal human genome. A) Line plot of the number of
DNM found in the combined dataset of the twins data with data from Kong et al. and
Michaelson et al., with windows size of 500 Kb. B)Density plot of DNM found in the advanced
paternal age group C)Density plot of DNM found in the young paternal age group. Figure was
made with Circos
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4.6.4 Figure 4,4 : Circular plot of the autosomal human genome using twins dataset
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Figure 4-4 : Circular plot of the autosomal human genome. A) Line plot of the
number of DNM found in the twins dataset with windows size of 1500 Kb.
B)Density plot of DNM found in the advanced paternal age group C)Density plot of
DNM found in the young paternal age group
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Chapitre 5 Discussion et perspectives

5.1 Retour sur les travaux

5.1.1 Les mutations de novo dans la schizophrénie

Lorsque les travaux présentés dans le présent ouvrage ont été entrepris, les
connaissances dans la communauté scientifique sur les DNM étaient tres limitées.
Cependant, les données précédemment générées par le laboratoire (Projet
Synape2Disease, visant a séquencer 1000 genes synaptiques afin de découvrir des
DNM chez des patients atteints de maladies psychiatriques) laissaient penser que le
réle des DNM dans les maladies psychiatriques tout particuliéerement, pourrait étre

beaucoup plus important qu’on I’estimait précédemment.

Ainsi, au moment ou les nouvelles technologies de séquencage ont commencé a étre
globalement accessibles, nous avons décidé de lancer la premiere étude portant sur
la découverte de DNM a grande échelle chez des patients atteints de SCZ. Jusque-13,
I'approche par genes candidats était la seule option possible et était lourdement
limitée par le biais de sélection de génes. Ainsi, la technique de capture d’exome
offre une approche plus vaste en couvrant la grande majorité des genes. En
contrepartie, nous avons di laisser tomber la composante populationnelle de
I'étude. En effet, le colit du séquencage a haut débit, malgré le fait qu’il soit
significativement réduit par I'utilisation de la capture d’exome, demeurait prohibitif
pour une étude sur une grande cohorte. Nous avons donc choisi 14 patients avec un

phénotype clair. Ces patients ont été diagnostiqués et recrutés par la méme équipe



et ont été sélectionnés parmi une grande cohorte. La capture d’exome et le
séquencage ont été effectués par notre équipe et une plateforme d’analyse a été
congue afin d’optimiser la détection des DNM. Au total, nous avons identifié 15 DNM
chez 8 patients différents. La premiere conclusion évidente est qu’il y a un nombre
important (n=6) de patients pour qui aucune DNM n’a été identifiée. Ce nombre
n’est pas pour autant surprenant; le mécanisme génétique derriére la SCZ étant tres
complexe, il aurait été surprenant que les DNM expliquent la majeure partie du
facteur héréditaire de la maladie. Cependant, vu certaines limitations techniques, il

n’est pas non plus exclu que certaines DNM n’aient pas pu étre identifiées.

Chez les patients pour qui des DNM ont pu étre identifiées, nous avons observé
certains patients avec plusieurs DNM, deux patients étant porteurs de trois DNM. Ce
nombre de mutations nous laisse croire que certaines des DNM identifiées
pourraient étre causalement liées a la SCZ tandis qu’'une importante fraction serait
bénigne. L’hypothese inverse serait que toutes les mutations identifiées soient
bénignes et n'aient aucun lien avec la maladie; elles seraient alors dues au fait que

les DNM se produisent sporadiquement chez tous les individus.

Afin de déterminer si les DNM identifiées ont un potentiel causal pour la SCZ, nous
avons déecidé d’établir des statistiques globales pour I'ensemble des DNM. Sans
doute, l'observation la plus flagrante était le nombre relativement élevé de
mutations non-sens (n=4). Ce ratio de 4/15 paraissait élevé et, en faisant des études
de prévalence, nous avons conclu qu’un profil normal (tel que répertorié par la base
de données dbSNP) pour les mutations non-sens serait de 1/20 par rapport aux
mutations faux-sens. Lorsque I'on compare le ratio observé dans la présente étude

avec celui répertorié par une base de données de mutations directement liées a des
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maladies (1/4), on observe une bonne concordance, ce qui suggere que le profil des
DNM identifiées chez des patients atteints de SCZ est beaucoup plus proche d'un

profil pathogénique que d'un profil neutre.

Une autre observation importante est la variation du taux de DNM. Bien que nous
n‘ayons pas pu séquencer de familles controles afin de quantifier un taux de
mutations directement comparable avec nos familles de SCZ, plusieurs études
contemporaines a la noétre ont permis d’établir un taux de mutations global chez
I’humain d’environ 1.1 x 10-8 mutations par paire de bases par génération. Nous
avons établi que le taux de mutations observé dans la totalité de nos patients
atteints de SCZ est de plus de deux fois le taux de référence attendu, et ce, méme en
prenant en compte les patients pour qui aucune DNM n’a pu étre identifiée. En effet,
selon le taux de référence, nous aurions di identifier entre 6 et 8 DNM dans notre
cohorte, et nous en rapportons le double. Cependant, a la suite de cette observation,
une question de relation de cause a effet se pose : est-ce que la SCZ augmente le taux
de DNM ou bien est-ce que les DNM sont liées a la SCZ? D’autant que, en choisissant
une cohorte de SCZ, nous avons un biais de sélection qui résulte en 'augmentation
du taux de DNM. Il n’était pas possible de répondre a cette question a la fin de la
premiere étude, mais une chose était bien claire; il était a ce point justifié de

poursuivre I’étude de la piste des DNM dans la SCZ.

5.1.2 Le séquencgage de genes candidats

De ce fait, nous avons entrepris une étude de séquencage de genes candidats. Le
coeur méme de I'ensemble de geénes est constitué des genes identifiés lors de nos

études de DNM précédentes®”°8 ainsi que d'une autre étude publiée apres les
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ndtres1o, A cela, nous avons ajouté des génes pour lesquels nous avons identifié un
enrichissement d’interaction protéique : protéine avec les génes porteurs de DNM.
Finalement, nous avons également ajouté un groupe « seuil », constitué de genes
synaptiques jamais impliqués dans le mécanisme de la SCZ (génes de la famille des
récepteurs GABRA). Le choix du groupe seuil a évidemment été le sujet de maintes
discussions. Nous avons aussi considéré choisir des genes dits de maintenance mais
nous avons plutot opté pour des genes exprimés dans le cerveau qui sont plus

proche du contexte suggéré pour la schizophrénie.

A la suite des récentes GWAS, il semble clair que les variants communs ont une
responsabilité limitée dans le mécanisme génétique de la SCZ. En effet, la derniére
étude?? portant sur plus de dix mille patients atteints de SCZ a été en mesure
d’identifier seulement quelques variants communs qui semblent avoir une modeste
contribution génétique au profil héréditaire. Il serait erroné de croire que notre
étude portant sur 240 patients atteints de SCZ puisse identifier des variants
communs qui aient échappé a la grande GWAS. De ce fait, nous avons décidé de
prioriser I'hypothése des variants rares. C'est également I'hypothese la plus
compatible avec les DNM. En effet, puisque nous ne disposons pas des parents des
patients schizophrenes de la cohorte, nous ne sommes pas en mesure de détecter
précisément les DNM. Par contre, parmi les variants privés, il est attendu qu'une
certaine partie sera des DNM. De ce fait, une analyse priorisant les variants rares
donnera automatiquement un plus grand poids aux DNM. Cependant, vu la nature
peu fréquente de ces variants, nous avons dii opter pour un test statistique
alternatif, car les tests d’association d'études traditionnelles sont effectués sur les

variants individuellement. Ceci ne serait pas une approche suffisamment puissante
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pour la détection de variants rares dans notre population de 480 sujets. Ainsi, nous
avons opté pour un test dit « d’effondrement » (de I'anglais « collapsing study ») qui
permet de regrouper plusieurs variants dans un ensemble défini (tel un géne, un
réseau biologique, ou un jeu de données) et d’appliquer un test statistique

d'association sur cet ensemble.

Comme les genes choisis provenaient de différents jeux de données, le premier test
a été effectué en utilisant les provenances expérimentales comme ensembles. Le but
de ceci était de tester si les mutations provenant des études DNM de SCZ avaient un
profil caractéristique plus pathogénique que celui des genes du groupe contrdle ou
bien des génes ayant été identifiés par le réseau d’interactions. Il était attendu que le
profil pathogénique se traduirait par une différence du fardeau de mutations entre
les cas et les contrdles. Nous avons effectivement confirmé que les trois ensembles
issus des études DNM de la SCZ présentaient un profil de mutations rare
significativement différent de celui de la référence (P<0.05). Les deux ensembles de
données provenant de notre laboratoire étaient également sous le seuil imposé par
une correction multiple de Bonferroni (P<0.001). Une autre observation
intéressante est de constater que le groupe contrdle ne montre aucune association.
Ainsi, comme prévu, nous avons décidé de poursuivre I’étude en utilisant les seuils
requis par une correction de Bonferroni pour tester les associations, mais

également, de maniere informelle, en comparant au groupe de genes controles.

Lorsque nous avons groupé tous les variants selon leur gene de provenance et que
nous les avons utilisés comme ensemble pour I'analyse d’effondrement, nous avons
pu constater deux choses. Tout d’abord, un seul geéne dépasse le seuil de

significativité défini par une correction de Bonferroni, SBNO1l. Par contre, en
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comparant le profil de chacun des génes associés avec les DNM et le profil des genes
du groupe seuil, il est possible de voir certaines régions d'association qui se
distinguent, sans toutefois atteindre le niveau requis pour avoir des associations
significatives. Ceci s’expliquerait facilement par le fait que notre étude, avec un
échantillon de 240 individus pour chaque cohorte, n’est sans doute pas assez
puissante pour bien distinguer les vraies associations du bruit expérimental.
Cependant, les données actuelles suggérent non seulement que ces génes sont une
intéressante piste a suivre pour les études futures, mais également que les variants
rares sont probablement les meilleurs candidats pour expliquer ou se trouve

I’héritabilité manquante dans la SCZ171,

Lors de I'étude de séquencage de gene candidats, nous avons identifié un gene
fortement associé a la maladie. Il s’agit du gene SBNO1, qui est défini comme étant
un homologue du gene notch strawberry chez la drosophile. Malheureusement, tres
peu est connu sur la fonction de ce gene. Par contre, il a été démontré que SBNO1 est
important pour le développement du cerveau chez le poisson zébre; il semble
réguler 'expression d’otx2, un acteur important de I'organisation du cerveaul’2173,
Bien que ce gene semble étre un excellent candidat, nous avons poussé plus loin les
analyses. En fragmentant les analyses par exon d’appartenance plutot que par gene,
nous avons constaté que plusieurs exons du gene SBNOI1 présentaient une
association. En analysant les patients porteurs de ces variants, nous avons pu
remarqué que les patients porteurs des variants associés étaient toujours les
mémes. Ainsi, nous avons conclu a I'existence d’un haplotype ancestral, ce qui serait
plausible puisque notre échantillon est composé d’'une partie de patients et de

controles canadiens-frangais. De sorte que le signal d'association statistique
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pourrait en partie étre dii a un effet de confusion apporté par une structure de
population sous jacente. Cependant, il n’est pas non plus possible d’exclure un
artéfact expérimental. Afin de statuer sur la question, nous avons conduit une étude
de réplication par génotypage sur deux nouvelles cohortes et nous avons ainsi
démontré que 'haplotype n’était pas lié a la maladie. Cette constatation nous permet
de conclure que les études d’effondrement possedent de fortes limitations lorsqu'’il
s’'agit de travailler avec des variants liés, car cela ajoute un poids démesuré a
I'ensemble testé. En outre, la fragmentation de I'’ensemble de données en sets
d’exons a également permis l'identification d’association avec les genes EP300 et
MAPK14. Il sera intéressant de voir si ces associations pourront étre répliquées

dans de plus grandes cohortes.

5.1.3 L’association avec I’age parental

A la suite de I'étude DNM dans la SCZ, nous nous sommes mis en quéte d’'une
explication plausible aux phénomenes observés pour la SCZ, mais aussi pour
I'autisme et le retard mental. Un point en commun entre ces maladies, outre le fait
qu’elles soient des maladies psychiatriques, est aussi qu’elles ont comme facteur de
risque 'age paternell59.174176, Une association a méme été effectuée entre les risques
de développer l'autisme et I'age du grand-pere paternell’’. L’'un des mécanismes
pouvant expliquer ceci pourrait étre que le taux de DNM augmente graduellement
avec I'age du pere. Ainsi, un pere de vingt ans qui congoit un enfant lui transmettrait
moins de «nouvelles » mutations (mutations de novo) qu’'un pére concevant un
enfant a I'age de quarante ans. Cette hypothese, si elle est vraie, serait capitale non
seulement pour les maladies psychiatriques, mais également pour la santé publique

en général. En effet, dans une population comme la nétre ou les hommes congoivent
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des enfants de plus en plus tardivement, il est raisonnable de se demander si cela
pourrait avoir un impact sur le fardeau des maladies dans la population, ou si un

dépistage prénatal pourrait étre a considérer.

Pour étre en mesure de tester cette hypothése, nous avons décidé de travailler sur
un échantillon de la population ne présentant aucune atteinte de santé sévere. Ce
choix est facilement justifiable par le fait qu’il est préférable de caractériser un
mécanisme dans des individus en santé et par la suite de le transposer dans un
modele de maladie plutét que de commencer directement par le caractériser dans
une population atteinte d’'une maladie. Ainsi, nous avons choisi deux ensembles
distincts; le premier constitué de jumeaux monozygotes avec de jeunes peéres et le
second constitué également de jumeaux monozygotes, mais ou les péeres étaient plus
agés a la conception. Nous avons choisi de travailler sur des familles de jumeaux, car
cela permet a la fois de faciliter la détection des DNM et de faire la distinction entre
les DNM somatiques et germinales. A Tlinstar de I’étude des DNM dans la SCZ, nous
avons choisi la technologie nous permettant de maximiser le nombre de DNM

identifiées par individu, dans ce cas-ci, le séquencage de génome complet (WGS).

A la suite du WGS de chacun des membres des dix familles, nous avons identifié un
grand nombre de DNM. La premiere constatation est qu’il y avait une grande
différence entre le nombre de DNM identifiées chez le groupe des jeunes peres et le
groupe des vieux peres. Cette observation a elle seule permet de confirmer
I’hypothese que le taux de DNM est fortement modulé par I'dge des parents.
Cependant, afin de mieux caractériser cette modulation, nous avons divisé les
mutations par type (SNV, indel et CNV) et par origine (germinale et somatique).

Nous avons pu montrer une forte corrélation entre les SNV et indels d’origine
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germinale et 1'dge parentale, mais pas pour les CNV, ce qui laisse croire a un
mécanisme différent pour ces derniéres. Cependant, en ce qui concerne les SNV et
les indels germinales, l'effet est clair et tres significatif. Dans nos conditions
expérimentales, plus de la moitié de la variance du taux de DNM serait expliquée par

'dge parental.

L’une des limitations de notre étude est que bien que nous ayons pu conclure qu’une
majorité de ces DNM provenaient directement d’'un haplotype paternel, il n’est pas
possible d’exclure que I'age de la mere soit également associé avec la modulation du
taux de DNM. En effet, di a une homogamie (aussi appelée schéma d’accouplement
non aléatoire) qui s’explique d’elle-méme, nous n’avons pas pu sélectionner deux
groupes pour lesquels 'age maternel serait fixé. Ainsi, une corrélation significative
de I'age des péres avec I'age des meres ne permet pas d’exclure la responsabilité de

’age maternel, bien que I'effet semble beaucoup plus fort avec I'age paternel.

Une autre observation de I'étude effectuée sur les familles de jumeaux est la
présence de points chauds (hotspots) de DNM dans le génome humain. En effet,
nous avons observé une distribution inégale et non aléatoire des DNM au travers du
génome humain, ce qui nous permet de conclure a I'existence de zones « chaudes »
et de zone « froides » de DNM dans le génome. Cette observation pourrait se révéler
encore plus importante que I'association du taux de DNM avec I'age parental, car elle
signifierait que certaines régions du génome seraient plus promptes a accumuler

des mutations indépendamment de la sélection évolutive.

A la suite des observations présentées précédemment, nous sommes retournés aux
familles des patients atteints de SCZ étudiées dans le chapitre 2 de cet ouvrage et

avons catalogué 'age des parents. Le tableau 5.1 présente les résultats obtenus.
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Bien qu'’il soit difficile de conclure a un effet avec un si petit échantillon, on peut
constater une différence entre 'dge moyen des péres entre les individus avec DNM
et les individus sans DNM (Avec: 33 * 2.38, sans: 27 * 4.2). Lorsque l'on retire les
valeurs aberrantes (une dans chaque groupe), un simple test t de student permet de
conclure a une différence significative entre les deux groupes (p-value =0.0172).

Ceci ameéne en effet un appui a I'hypothese de DNM accrues chez les peres agés, en

Familles ::'B:ﬁ Sexe Age pére Age mére
SCzZ0101 2 M 36 32
SCz0201 2 F 33 24
SCz0401 2 M 31 27
SCZ0601 1 M 35 34
SCZ0901 1 M 35 30
SCZ1001 3 M 31 27
SCZ1101 1 M 21 23
SCZ1401 3 M 30 27
SCZ0501 0 F 35 37
SCZ1301 0 M 23 24
SCZ0701 0 M 24 23
SCz1201 0 F 26 22
SCZ1501 0 F 26 27
SCZ0801 0 F 28 28

Tableau 5.1 : Age a la conception des patients utilisés lors de I'étude DNM

chez les patients atteints de SCZ (Chapitre 2)
concordance avec nos résultats précédents.

Il est a noter que tout récemment, deux études portant sur la caractérisation de
'effet de I'dge paternel ont démontré des résultats concordants avec notre étude. La
premiere étude a caractérisé I'effet de 'age du pére dans de nombreuses familles, la
plupart incluant des patients atteints de diverses maladies psychiatriquest0. Cette
étude a été la premiére a montrer directement que 1'dge paternel explique une

majeure portion de la variation du taux de DNM. La deuxiéme étude a été réalisée
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sur dix familles avec des patients autistes®l. Fait intéressant, cette étude a
également été réalisée sur des familles de jumeaux monozygotes. Ils ont non
seulement montré l'effet de I'dge du pere sur le taux de DNM, mais également
I'existence de zones chaudes de DNM. Notre étude, quant a elle, recoupe certains
aspects de ces deux études, mais elle est la seule étude ayant été réalisée sur des
familles ne présentant aucun probléme majeur de santé. Notre étude est également

la premiere a s’étendre sur les CNV.

5.2 Les mutations de novo dans le contexte global de la schizophrénie

L’hypothese de I'implication des DNM dans I'étiologie génétique de la SCZ ne fait
toutefois pas I'unanimité. Contrairement a 'autisme ou au retard mental ou cette
hypotheése est presque globalement acceptée depuis plusieurs années, 'hypothése
des DNM fait lentement son chemin en SCZ, bien que plusieurs aspects de leur réle

soient encore a clarifierl’s,

Bien que les GWAS ne puissent pas tenir en compte des DNM a cause de leurs
fréquences tres rares, il ne va pas sans dire que la poursuite des GWAS est un
élément clé pour la SCZ. 11 existe cependant des doutes raisonnables a savoir quelle
est la taille d’'un échantillon qui nous permettrait d’augmenter significativement le
nombre de locus associés. En effet, un GWAS sur la taille des individus réalisée sur
plus de 200,000 sujets, n’a révélé que 10% de I’hérédité de ce trait. Une approche
intéressante serait de combiner les études DNM et les GWAS sur le méme
échantillon. Il serait intéressant de voir I'évolution des signaux d’association sur un
échantillon pour lequel tous les patients porteurs d'une DNM qui semble étre

associé a la SCZ ont été retirés. Ceci permettrait sans doute de diminuer la
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complexité phénotypique de I'échantillon et pourrait permettre une identification

de plusieurs nouveaux locus.

Une autre question qui demeure en suspens est le pourcentage de I'héritabilité
expliqué par les DNM. Pour cela, aucune étude n’existe pour le moment. Il faut donc
se fier aux calculs effectués pour les GWAS. L’année derniere, le groupe a 'origine de
la plus grande GWAS en SCZ a revisité les données utilisées pour cette méme GWAS
pour arriver a la conclusion que 23 % de la variation du risque de la SCZ serait
expliqué par les SNP déja capturés’®. Pour calculer cette valeur, les auteurs utilisent
une combinaison de tous les SNP, qu’ils soient associés ou non. Bien que cette
méthode puisse paraitre contre-intuitive, les auteurs la justifie en comparant les
résultats de SNP trouvés dans des genes du systeme nerveux central (SNC) avec les
SNP intergéniques ou les SNPs provenant des autres génes non-SNC. On observe que
les SNP du SNC expliquent presque autant de variance observée que les deux autres
groupes, bien qu’ils soient moins nombreux et couvrent beaucoup moins de Mbp.
Cependant, il serait intéressant de pousser 'observation plus loin: en effet, on
remarque que les SNP dans des génes non SNC expliquent autant d’héritabilité que
les SNP intergéniques, ce qui semble tres peu probable vu que la majorité des
associations effectuées jusqu'a présent sont dans des genes qui ne sont pas
directement liés au SNC. Parallelement, les auteurs démontrent qu'un modele qui
n’inclut seulement que les variants rares ne pourrait pas expliquer ces résultats. Ces
conclusions semblent un peu hatives, surtout lorsque l'on considére la faible

sensibilité des plateformes de génotypage pour les variants rares.

Sur un méme ton, un article de perspective parue récemment résume qu’il est

difficile de conclure a un role clair des DNM pour les maladies psychiatriques et que
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les études disponibles jusqu’a présent sont sans doute les précurseurs d’une
multitude d’études a venirl’8, Les auteurs soulévent un point fort intéressant
lorsqu’ils mentionnent la disparité des méthodes utilisées par les différentes études
DNM. Le manque de méthodes communes rend difficile le fait de globaliser les
conclusions de chacune des études et ainsi, de pouvoir tirer des conclusions par

rapport a ’héritabilité expliquée par les DNM.

Une autre question qui a trés peu été avancée mais qui le sera certainement a moyen
terme concerne l'importance des variations génétiques non-codantes, plus
particulierement celles dans les régions régulatrices sur le mécanisme génétique de
la maladie. Si jusqu’a présent, la majorité des mutations génétiques impliquées dans
la maladies ont été identifiées dans les régions codantes, c’est peut-étre simplement
du au fait que ces régions ont été largement plus investis que les autres. Ou bien se
pourrait-il que les variations génétiques régulatrices aient un role complémentaire
aux variations codantes? Par exemple, les mutations codantes seraient responsables
de I'apparition de la maladie et les variations régulatrices influenceraient le spectre

des symptomes?

Finalement, une autre question encore non résolue est probablement celle ayant le
plus d'impact a court terme; est-ce que les DNM qui sont liées aux maladies
psychiatriques sont pleinement pénétrantes? En d’autres termes, est-ce que
I'apparition de ces mutations suivra un profil mendélien ou non? Etant donné le
manque de succes lors de I'identification de variants ségrégeant parfaitement dans
une famille avec plusieurs membres atteints de SCZ, il est peu probable de penser
que les DNM causant directement la schizophrénie soient les seules responsables de

la maladie. On pourrait penser que ces mutations auraient un plus grand rapport de
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cote que les SNP a fréquence commune ou intermédiaire, mais il est difficile de

quantifier ces rapports de cote vu la taille encore petite des échantillons en SCZ.

5.3 La réconciliation des variants rares et des variants communs

En résumé, il serait erroné de s'attendre a ce que les variants communs ou rares
expliquent a eux seuls la composante majoritaire du facteur héréditaire de la SCZ. La
communauté scientifique s'entend pour émettre une hypothése étiologique
combinant a la fois différents types de variants génétiques. La figure 5.1 montre un

modele trés simpliste de cette hypothese.

La figure montre une combinaison des variants communs, rares, et de novo. Il est

généralement attendu que l'effet de ces variants soit inversement proportionnel a
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Figure 5-1 : Modéle de I'hypothese des rapports de cotes
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leur fréquence alléliquel’?. Cependant, des exceptions ont tout de méme été
répertoriées80, Pour la schizophrénie, on note plusieurs exemples de variants
communs associés a la maladie et quelques exemples de DNM. Par contre, il existe
encore une zone grise concernant les variants rares. En effet, bien que leur
implication ait largement été suggéréel’l, elle n’a pas encore été démontrée hors de
tout doute. Le modele présenté ici prendra donc en compte 'implication théorique

des variants rares.

De par leur définition, les variants communs et rares se retrouveront plus au moins
fréquemment dans la population générale. Les DNM quant a elles auront un profil
unique, quoique la nouvelle découverte des zones « chaudes» pour les DNM
pourrait laisser penser que certaines DNM pourraient se retrouver a une plus haute
fréquence. Ainsi donc, chaque individu possedera dans son génome un certain
nombre de variants lié a la SCZ. C’est 1'effet combiné de ces variants qui pourrait
statuer sur l'état d'un individu relativement au risque de développer la maladie.
L’augmentation du risque pour un individu n’est pas garante d’'une certitude de
développer la maladie. Il n’existe sans doute pas de « seuil de risque » pour la SCZ. 1l
est plus probable que ce soit une combinaison des risques génétiques et des risques
environnementaux qui fait que certains individus développeront la maladie alors
que d’autres individus seront sains. On pourrait également penser que
I'accumulation des variants génétiques correlerait avec la sévérité des symptémes,
mais aucune preuve expérimentale ne peut aujourd’hui supporter cette affirmation.
Cependant, il semble clair, comme présenté dans la figure 5.1, qu’aucun variant, qu’il
soit de novo ou commun, ne permettent a lui seul d’augmenter le risque d'une

maniere assez importante pour mener a une apparition certaine des symptémes de
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la maladie. De ce fait, les études actuelles sont grandement limitées par leur capacité

a étudier un modele de rapport de cote composé.

Il faut également noter que le modele présenté plus haut ne se concentre que sur les
facteurs génétiques. Pour étre scrupuleusement exact, il faudrait y inclure
également les facteurs environnementaux et sociaux. Cela résulterait sans doute en
un modele d’'une complexité désarmante. Voila pourquoi il demeure de mise de se
concentrer indépendamment sur chacun des facteurs et lorsque la base des
connaissances sera suffisante, il sera possible de mieux estimer la contribution des

facteurs génétiques comparés aux autres facteurs environnementausx.

5.4 La sélection égoiste et les maladies neuropsychiatriques

L’hypotheése de l'effet de I'dge paternel sur le taux de DNM prend tout son sens
lorsque l'on revient aux mécanismes de gamétogenese. En effet, chez la femme, les
cellules germinales ne subiront que 22 divisions mitotiques avant de s’arréter
jusqu’a la puberté. Quelques minutes avant 'ovulation, quelques unes des cellules
germinales subiront une division méiotique afin de compléter le processus de
maturation des oocytes8l. Chez I'homme, les cellules germinales subissent 30
divisions mitotiques durant I'’embryogenese et seront en état de latence jusqu’a la
puberté. Une fois la spermatogeneése initiée durant la puberté, les spermatogonies
entreront en division mitotique environ une fois toutes les 16 jours, ce qui fait qu'un
homme dans la quarantaine aura déja subi plus de 600 divisions cellulaires!82, Ainsi,
il semble logique de penser que les spermatogonies accumuleront davantage de

mutations que les ovules.
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Il a été discuté plus tot dans cet ouvrage des genes FGFR2 et FGFR3 qui causent un
phénomene appelé la sélection égoiste des spermatozoides. Cette sélection semble
étre contrdlée par un processus qui ressemble au mécanisme de I'oncogeneése, avec
entre autres l'implication de la voie de signalisation RAS120, Tout récemment, 'un
des groupes les plus actifs dans le domaine de la sélection égoiste des
spermatozoides a publié une perspective intéressante pour les maladies
psychiatriques183. Ils ont en effet observé que plusieurs des génes ou des signaux
positivement associés a certaines maladies mentales comme l'autisme ou la SCZ
semblent étre impliqués dans la voie de signalisation RAS ou bien directement avec
les génes FGFR2 et FGFR3. Ainsi, ils suggerent qu’a 'instar de FGFR2 et FGFR3
plusieurs des génes associés a 'autisme et a la SCZ pourraient agir comme agent de

sélection.

Cette hypothese, bien qu’intéressante, n’integre pas toutes les observations réalisées
jusqu'a présent. En effet, selon cette hypothese, les DNM observées dans la SCZ ne
seraient que passageres et ne causeraient pas directement la maladie, ce qui ne
cadre pas avec les profils pathogéniques que nous avons observés dans le chapitre 2
et le chapitre 4 de cet ouvrage. Ils ignorent également les récents rapports qui
montrent que I'effet de I'dge du pére augmente directement le taux de DNM. De plus,
ce concept remettrait en question la théorie de la transmission des variants et serait
contradictoire avec le principe méme des GWAS. Néanmoins, I'idée d'une sélection
au niveau des spermatozoides représente une notion intéressante et pourrait peut-
étre expliquer une partie des zones «chaudes » de DNM. De plus, il serait intéressant
de voir comment une sélection des alleles au niveau des gametes pourrait modifier

notre compréhension de la sélection allélique au niveau des populations.
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Bien que la littérature sur la mutagenese dans les spermatozoides soit encore
anémique, les observations réalisées sur les génes FGFRZ2 et FGFR3 laissent présager
que le taux de mutation ne serait pas nécessairement aléatoire. Si c’est effectivement
le cas, I'apparition des zones chaudes de mutations ne serait alors qu'une formalité.
En effet, une distribution non-aléatoire meénera directement a la création de
regroupement de mutations. Connaissant la complexité du génome humain, il est
finalement bien plus probable que l'apparition des DNM soit contrélée par divers
facteurs biologiques et soient ainsi non-aléatoire. Ainsi, méme si les résultats
observés au niveau des mutations dans le spermatozoide s’avéraient non
concluants, plusieurs autres processus biologiques pourraient contréler la
distribution des DNM. On peut par exemple penser au repliement de la chromatine.
Il est assez logique de penser que selon la disponibilité de ’ADN, les mutations ne se
produiront pas aux mémes endroits. Il serait également intéressant de voir si les

zones d’attachements des facteurs de réplications sont épargnées par les DNM.

5.5 Perspectives

Lorsque 'on considere la génétique de la schizophrénie comme une ligne du temps,
les progres réalisés dans les derniers cinq ans sont phénoménaux. Que ce soit au
niveau des GWAS, des études de SV ou bien des DNM, plusieurs associations ont été
effectuées. Cependant, nous sommes encore loin de la ligne d’arrivée. Il serait erroné
de croire qu'une seule solution pourra venir a bout du mystere du mécanisme
génétique de la SCZ. En effet, I'un des points ou toutes les études sont concordantes
est que la SCZ est probablement 'une des maladies les plus complexes, au méme

niveau que le diabete, I'hypertension ou d’autres maladies trés communes.
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Figure 5-2 : Comparaison de maladies psychiatriques avec d’autres
maladies complexes a prévalence et héritabilité comparable. La prévalence
est présentée sur I'axe des X, alors que I'héritabilité se trouve sur I'axe des Y. La
couleur des cercles représente le succes (gradation entre vert (succes) et rouge
(échec) et la taille des cercles représente la taille de I'échantillon. Figure adapté
de Sullivan et coll.

L’une des pistes pour une meilleure caractérisation génétique de la SCZ pourrait se
cacher a méme l'aspect clinique. En effet, pour les études génétiques, la SCZ est
considérée comme un trait binaire; un individu est atteint ou il est sain. Cependant,
cette affirmation fait souvent frémir les psychiatres qui considérent souvent la SCZ
comme une maladie présentant différents symptomes, chacun de ces symptdomes
pouvant étre gradé sur un spectre. De plus, lorsque 'on compare la SCZ avec
d’autres maladies complexes, on constate que le succes des études génétiques a été

plus modeste que pour des maladies possédant une héritabilité moindre. Ce fait est
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également observable pour d’autres maladies psychiatriques comme l'autisme, le
trouble bipolaire et le trouble de déficit de I'attention (voir Figure 5-2 adapté de
Sullivan et coll.). Il serait ainsi logique de penser que la plus grande hétérogénéité
clinique des maladies psychiatriques pourrait en partie expliquer les plus petits
succes. Ainsi, au lieu de continuellement augmenter la taille des cohortes, pourquoi
ne pas utiliser I'approche inverse: une cohorte de patients atteints de SCZ
ultracaractérisée divisée en sous-groupes selon des traits phénotypiques similaires.
Cette approche réduirait d'un c6té la puissance du nombre, car les cohortes s’en
trouveraient ainsi fragmentées, mais I’hypothése est que cette méme fragmentation
diminuerait ’hétérogénéité génétique et permettrait d’augmenter la puissance de

détection des associations.

Une autre solution que 'on pourra bientdt considérer est 'utilisation d’analyses
génétiques intégratives. Pour le moment, les limitations technologiques ne
permettent pas d’effectuer des études de WGS sur une grande population. Lorsque
ce sera le cas, il sera possible d’obtenir 'identification des variants communs, des
variants rares, des DNM et des SV a l'aide d’'un seul jeu de données. Ceci nous
permettra donc de pouvoir caractériser l'effet de chacun des types de variants sur
une méme cohorte, de maniere a établir avec précision le niveau d’implication des

variants génétiques dans I'étiologie de la maladie.

L’émergence des tests d’associations avec des dizaines de genes amene une nouvelle
possibilité : I'utilisation d’'une approche intégrative pour mettre en contexte tous les
résultats génétiques. Il sera tres intéressant de voir comment certains des geénes
associés interagissent entre eux et de voir l'implication de certaines voies

biologiques. L’établissement de réseaux d’interactions permettra a la fois de
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renforcer la confiance envers les trouvailles génétiques, mais également de mieux
comprendre les mécanismes biologiques derriéres l'apparition de la SCZ. Ces
connaissances biologiques seront un atout de taille dans le développement de

nouvelles techniques de dépistages et de voies thérapeutiques novatrices.
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Chapitre 6 Conclusion

La SCZ est une maladie trés complexe et bien qu’elle ait été le sujet de nombreuses
études, les mécanismes qui la soutiennent demeurent encore mal connus. Bien que
I’héritabilité de la maladie ne soit plus remise en cause, il est encore difficile de
déterminer l'apport respectif des mécanismes génétiques impliqués dans l'étiologie

de la maladie.

Dans le cadre de cet ouvrage, nous nous sommes concentrés sur un type de
variation génétique encore méconnu : les mutations de novo (DNM). En séquencant
I'’exome de 14 familles avec un patient atteint de schizophrénie, nous avons observé
que les DNM semblent avoir un réle significatif dans la maladie. En effet, non
seulement le taux de mutations est-il plus élevé que dans d’autres populations
controles, mais on observe aussi une grande proportion de mutations non-sens qui
nous permet de conclure a un profil pathogénique. Ces conclusions nous ont permis

d’orienter la suite de nos études sur les DNM.

Tout d’abord, nous nous sommes concentrés sur les genes identifiés lors de la
premiere étude. En séquencant ces genes dans une plus grande cohorte, nous avons
comparé le fardeau de mutations observé entre les patients et les controles. Nous
avons non seulement observé un fardeau de mutations beaucoup plus élevé dans les
genes issus d’études DNM, mais nous avons également établi des associations
individuelles qui nous permettent de conclure que les variants rares pourraient

recéler une importante partie de ’héritabilité manquante de la maladie.



Ensuite, nous avons tenté de caractériser une observation bien connue dans le
milieu : I'dge paternel est un facteur de risque de la SCZ. En utilisant une dizaine de
familles de jumeaux monozygotiques sans probléeme de santé sévere, nous avons
tenté de confirmer que I'dge du peére est lié avec une augmentation du taux de
mutations. Nous avons pu observer une forte corrélation entre les petites mutations
germinales et I'dge du pere qui nous permet de conclure que I'effet de 'age du pére
explique plus de 70 % de la variation du taux de mutations de novo. En plus de cela,
nous avons confirmé la présence de zones « chaudes » de DNM dans le génome, ce
qui nous permet d’envisager une refonte compléte des mécanismes d’apparition des

variations génétiques dans un avenir rapproché.

En conclusion, nos travaux ont été pionniers et déterminants dans la caractérisation
du role des DNM dans la SCZ, un domaine présentement en fulgurante expansion.
Non seulement disposons-nous maintenant de nouvelles pistes pour tenter de
résoudre ce mystere qu’est la SCZ, mais les trouvailles obtenues avec les DNM
seront applicables dans d'autres maladies complexes et permettront a la génétique

de faire un pas de plus lI'avant.
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