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« Hâtez-vous lentement, et sans perdre courage,

Vingt fois sur le métier remettez votre ouvrage,

Polissez-le sans cesse, et le repolissez,

Ajoutez quelquefois, et souvent effacez. »

Nicolas Boileau ; De l’Art poétique (Chant I)

« Si je peux me permettre de te donner un conseil :

oublie que tu n’as aucune chance, vas-y fonce,

on sait jamais, sur un malentendu ça peut marcher. »

Jean-Claude Dusse ; Les Bronzés font du ski
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Résumé

Les démences regroupent un ensemble de pathologies cérébrales affectant progressivement
les fonctions cognitives et survenant plus fréquemment chez les personnes âgées. L’augmen-
tation du nombre de cas liée au vieillissement de la population et la lourdeur de la prise en
charge font des démences un problème de santé publique important.

La maladie d’Alzheimer (MA) est la plus fréquente des démences. Elle apparaît géné-
ralement après 65 ans et possède une forte composante génétique. En dehors de certaines
formes familiales précoces liées à des mutations dans les gènes du précurseur de la protéine
amyloïde, et des présénilines 1 et 2, la grande majorité des cas résulte de l’interaction de
facteurs environnementaux avec divers gènes de susceptibilité.

L’approche gène candidat a permis l’identification de nombreux gènes associés au risque
de MA. Cependant, en raison de problèmes techniques et méthodologiques, seul le gène de
l’apoprotéine E (APOE) a pu être identifié de manière robuste par cette approche. Les études
d’association pangénomiques permettent d’identifier sans a priori des variations génétiques
fréquentes associées à une maladie sur l’ensemble du génome. À partir de 2009, plusieurs
consortia ayant pour objectif de réaliser ce type d’étude dans le champs de la MA ont iden-
tifié quatre nouveaux gènes d’intérêt pour la MA, CLU, PICALM, CR1 et BIN1. Cependant,
ces gènes n’expliquent qu’une petite partie de la variabilité génétique de la maladie et de
nombreux autres variants restent à découvrir.

Durant cette thèse, nous avons d’abord chercher à répliquer les résultats des principaux
gènes identifiés par approche gène candidat en utilisant les données du consortium Euro-
pean Alzheimer’s Disease Initiative (EADI). Nous avons pu montrer qu’une grande partie de
ces gènes présentait un faible niveau d’association avec la MA. En utilisant l’approche pan-
génomique, nous avons ensuite pu identifier 19 gènes associés au risque de MA en dehors
d’APOE, dont 11 n’ayant pas été identifiés par les précédentes études, via la mise en place
d’une collaboration informelle entre consortia puis au sein du International Genomics of
Alzheimer’s Disease Project (IGAP).

Nous nous sommes également interessés à plusieurs phénotypes intermédiaires associés
à la MA, et en particulier aux taux plasmatiques des peptides amyloïde β (Aβ), en partant
de l’hypothèse qu’ils pourraient permettre la recherche de variants impliqués dans des mé-
canismes physiopathologiques pré-symptomatiques. Ce travail a permis l’identification d’une
association potentielle entre le gène CTXN3 et les taux plasmatiques d’Aβ1−42.

En conclusion, l’utilisation des études d’association pangénomiques a permis d’identifier
de nombreux nouveaux gènes associés au risque de MA. Ces gènes ouvrent des voies de
recherche intéressantes pour mieux comprendre la physiopathologie de la MA et permettre
le développement de traitements efficaces qui font actuellement défaut.

iv



Abstract

Dementia is a syndrom caused by several brain diseases progressively deteriorating cognitive
functions and occurs more frequently in the elderly. The increased number of patients with
dementia due to the ageing of the general population and the high cost of care add up to
make dementia a concerning public health issue.

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia. It is often diagnosed
after 65 years old and has a strong genetic component. Familial forms exist and are mainly
caused by mutations in the amyloid-β protein precursor, presenilin 1 and presenilin 2 genes.
However, the vast majority of cases result from the complex interaction of environmental
factors with susceptibility genes.

Using a candidate gene approach, numerous genes associated with AD risk were identi-
fied, but due to technical and methodological problems, only the apoliprotein E (APOE) gene
was replicated. Genome-wide association studies (GWAS) aim to identify frequent genetic
variants associated with disease risk in a hypothesis-free manner. Starting 2009, several
consortia aiming to perform this type of analyses in the field of AD robustly identified four
new genes associated with AD risk, CLU, PICALM, CR1 and BIN1. However, these genes put
together only explain a small proportion of the total genetic variance of AD and the search
for new susceptibility genes remains an important goal for AD research.

In this work, we first tried to replicate the results of the top genes reported using the
candidate gene approach, using GWAS data from the European Alzheimer’s Disease Initiative
(EADI). Most of these genes showed weak levels of association. Using GWAS, we were able
to identify 19 new genes associated with AD risk besides APOE, including 11 that had not
been reported by previous studies, first through an informal collaboration between consortia,
then under the name of International Genomics of Alzheimer’s Disease Project (IGAP).

Assuming that use of endophenotypes related to AD would be relevant for the discov-
ery of genetic variants involved in the early pathophysiology of AD, we then performed a
GWAS of plasma amyloid-β (Aβ) concentrations. This study showed suggestive asssociations
between the CTXN3 gene on chromosome 5 and Aβ1−42 plasma levels.

To sum up, using GWAS enabled us to identify new genes associated with AD risk. These
genes point to interesting new research hypotheses and hopefully, to a better understanding
of AD pathophysiology and development of effective drugs.
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1



1
Démences

1.1 Définition

Une définition classique de la démence est donnée dans la 10e version de la classification

internationale des maladies : « La démence (F00-F03) est un syndrome dû à une maladie

cérébrale, habituellement chronique et progressive, caractérisé par une altération de nom-

breuses fonctions corticales supérieures, telles que la mémoire, l’idéation, l’orientation, la

compréhension, le calcul, l’apprentissage, le langage et le jugement. Le syndrome ne s’ac-

compagne pas d’un obscurcissement de la conscience. Les déficiences des fonctions cog-

nitives s’accompagnent habituellement (et sont parfois précédées) d’une détérioration du

contrôle émotionnel, du comportement social ou de la motivation. Ce syndrome survient

dans la maladie d’Alzheimer, dans les maladies vasculaires cérébrales, et dans d’autres affec-

tions qui, de manière primaire ou secondaire, affectent le cerveau. »1

Les principaux sous-types de démences sont par ordre de fréquence, la maladie d’Alzhei-

mer, la démence vasculaire, la démence à corps de Lewy et la démence frontotemporale. Les

principales caractéristiques de ces quatre pathologies sont données dans le tableau 1.1.
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Tableau 1.1 – Caractéristiques des principales étiologies de démences (tiré de [2])

Sous-type de démence Symptômes caractéristiques Neuropathologie Proportion des démences

Maladie d’Alzheimer (MA) Troubles de la mémoire, Plaques amyloïdes 50-75%
apathie et dépression et dégénérescences
Survenue progressive neurofibrillaires

Démence vasculaire Similaire à la MA avec Maladie cérébro- 20-30%
mémoire moins altérée, vasculaire
fluctuation de l’humeur Infarctus isolés ou
Fragilité physique plus diffus
Progression par à-coup

Démence à corps de Fluctuations importantes des Corps de Lewy corti- < 5%
Lewy fonctions cognitives caux (alpha-synucléine)

Hallucinations visuelles
Syndrome parkinsonien 5-10%

Démence frontotemporale Modifications de la person- Pathologie limitée aux
nalité, de l’humeur lobes frontaux et temp-
Désinhibition poraux
Troubles du langage

1.2 Histoire naturelle des démences

L’évolution des démences est le plus souvent chronique, se déroulant sur une période pou-

vant couvrir plusieurs années et se décrit classiquement en trois phases, détaillées dans le

tableau 1.2 :

• Une phase précoce, souvent ignorée, pendant les deux premières années. Les proches,

familles, amis, et parfois les professionnels de santé l’attribuent à un âge avancé et la

considèrent comme faisant partie du vieillissement normal. Le début des troubles est

difficile à dater en raison du caractère progressif de leur survenue

• Une phase intermédiaire, de la deuxième à la cinquième année. Avec la progression de

la maladie, les troubles se manifestent clairement et deviennent plus limitant

• Une phase tardive, à partir de la cinquième année, caractérisée par une dépendance

quasi totale et une inactivité. Les troubles de la mémoire sont très importants et les

3



altérations physiques liées à la maladie deviennent évidentes

Tableau 1.2 – Symptômes couramment retrouvés chez les personnes démentes (tiré de [2;
3])

Phase précoce Phase intermédiaire Phase tardive

- Oublis concernant - Oublis importants, - Inconscient du temps et
des faits récents concernant les faits du lieu
- Difficulté pour récents, les noms des - Difficulté de compréhension
communiquer (trouver gens de l’environnement
des mots) - Difficulté de compréhension - Incapable de reconnaître
- Se perd dans des du temps, des dates, des lieux ; ses proches, des objets familiers
endroits familiers se perd à la maison - Incapable de manger sans
- Perte de la notion - Difficultés croissantes de assistance
du temps (heure, mois, communication (discours et - Besoins accrus d’aide pour la
année, saison) compréhension) toilette
- Difficulté à prendre - Besoin d’aide pour les soins - Incontinence
des décisions, à gérer personnels (toilette, habillage) - Trouble de la marche, incapacité
ses finances - Incapable de préparer, cuisiner à se déplacer, confiné au lit ou
- Difficulté à réaliser sa nourriture, de faire les courses, au fauteuil
des tâches complexes le ménage - Modifications du comportement :
- Humeur et comportement : - Incapable de vivre seul sans aide agressivité envers les soignants,
- moins actif, baisse de - Changement de comportement incluant agitation non-verbale

la motivation, perte d’intérêt déambulations, questions répétées, - Incapable de trouver son chemin
dans les loisirs troubles du sommeil, hallucinations dans sa maison
- changement d’humeur, - Comportement inapproprié à la

dépression, anxiété maison ou en communauté (désinhibition,
- colère ou agressivité agression)

inhabituelles

Cette évolution peut être très variable d’un individu à l’autre, certaines personnes évo-

luant très vite vers la troisième phase, d’autres plus lentement.

1.3 Épidémiologie (tiré de [4])

En 2050, on estime que la population âgée de plus de 60 ans sera de 2 milliards dans le

monde.5 Or, le diagnostic de démence est le plus souvent porté chez une personne âgée. Une

conséquence négative du vieillissement de la population est donc l’augmentation du nombre
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de cas de démences. Les études épidémiologiques sont donc importantes afin d’estimer au

mieux, la prévalence, l’incidence et les principaux facteurs de risque de démence.

1.3.1 Prévalence

1.3.1.1 Démences du sujet âgé

À l’échelle mondiale, une première estimation de la prévalence et de l’incidence des dé-

mences a été réalisée en 2005 sur la base d’une revue de la littérature existante et d’un

consensus d’experts obtenu par méthode Delphi.6 Une revue de la littérature récente réali-

sée par Alzheimer’s Disease International en 20092 a permis de mettre à jour ces données

selon les régions définies par le projet Global Burden of Diseases (GBD).7 Pour certaines de

ces régions, le nombre et la qualité des études étaient devenus suffisants pour permettre la

réalisation de méta-analyses.

La figure 1.1 représente la prévalence des démences chez les personnes âgées de plus

de 60 ans dans les régions GBD après standardisation sur la population d’Europe de l’Ouest.

Dans la plupart des zones GBD, la prévalence est comprise entre 5% et 7% avec un minimum

de 2.07% pour la zone « Afrique Sub-saharienne, Ouest » et un maximum de 8.50% pour la

zone « Amérique Latine ».

Comme attendu, la prévalence augmente exponentiellement avec l’âge dans chaque ré-

gion. Elle est multipliée par deux pour chaque augmentation de l’âge de 5.5 ans dans les

zones « Pacifique, Asie », « Amérique Latine » et « Amérique du Nord », de 5.6 ans dans la

zone « Asie, Est », de 6.3 ans dans les zones « Asie, Sud » et « Europe, Ouest » et de 6.7 ans

dans les zones « Australasie » et « Asie, Sud-Est ».

Il existe également une différence liée au genre avec en général une diminution de la

prévalence comprise entre 19% et 29% chez les hommes comparé aux femmes.

L’application de ces chiffres de prévalence aux données disponibles sur la population
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FIGURE 1.1 – Prévalence estimée des démences chez les personnes âgées de 60 ans et plus,
standardisée sur la population d’Europe de l’Ouest, selon les régions GBD
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mondiale permet d’estimer le nombre de personnes atteintes de démence. En 2010, 35.6 mil-

lions de personnes sont atteintes de démence dans le monde. En faisant l’hypothèse d’une

prévalence stable durant les prochaines années, le nombre de personnes atteintes de dé-

mence sera de 65.7 millions en 2030 et de 115.4 millions en 2050.

1.3.1.2 Démence précoce

La démence peut survenir avant l’âge de 65 ans mais de façon beaucoup plus rare. En consé-

quence, les études de prévalence sur les démences précoces sont rares et ne permettent pas

la réalisation de méta-analyses. Une revue de la littérature portant sur la prévalence des dé-

mences précoces a été réalisée en 2006 par le groupe European Collaboration on Dementia

(EuroCoDe).8 Comme pour les formes tardives, la prévalence des formes précoces de dé-

mence augmente avec l’âge, doublant tous les cinq ans de 9/100000 à 30 ans à 156/100000

pour la tranche d’âge 60-64 ans. Les deux tiers des cas ont 55 ans ou plus. Les hommes sont

prédominants dans ce sous-groupe, avec un ratio de 1.7 hommes pour 1 femme.

Les cas de démence précoce étant souvent recrutés dans des centres spécialisés, la pré-

valence de ces formes est vraisemblablement sous-estimée. Ceci est conforté par un travail

réalisé en population dans la cohorte de Rotterdam, où la prévalence estimée des démences

est de 423/100000 dans la tranche d’âge 55-59 ans et de 418/100000 dans la tranche d’âge

60-64 ans.9 Ainsi les formes précoces de démence pourraient représenter 6 à 9% de l’en-

semble des cas de démences.

1.3.1.3 Sous-types de démence

Le diagnostic des sous-types de démence se base sur l’utilisation d’un ensemble de moyens

diagnostiques (clinique, biomarqueurs, imagerie, neuropsychologie. . . ) dont la disponibilité

peut être variable d’une étude à l’autre. De plus, les limites entre ces pathologies sont floues

et les formes mixtes pourraient être plus fréquentes que les formes pures, surtout entre ma-
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ladie d’Alzheimer et démence vasculaire10 et entre maladie d’Alzheimer et démence à corps

de Lewy. Par ailleurs, les lésions associées à la maladie d’Alzheimer se développent sur une

longue période de temps et la relation entre leur sévérité et la présence (ou l’absence) d’un

syndrome démentiel n’est pas claire. D’autres pathologies, cérébrovasculaires par exemple,

pourraient avoir une grande importance dans l’expression clinique des démences.

Il faut donc rester prudent quant aux résultats des études quantifiant la proportion des

sous-types de démence. Une revue de la littérature réalisée par Dementia UK11 met en évi-

dence que la démence frontotemporale est assez fréquente parmi les formes précoces, en

particulier chez les hommes de moins de 55 ans où elle est la forme la plus fréquente. La

démence vasculaire est également plus fréquente chez les hommes âgés de 40 à 75 ans. Alors

que la proportion de maladie d’Alzheimer est relativement constante chez les femmes, entre

40 et 60% quel que soit l’âge, celle-ci augmente régulièrement chez les hommes, de 20% à

30 ans à 70% à 95 ans et plus.

1.3.2 Incidence

Une revue de la littérature sur l’incidence des démences a été réalisée par l’OMS.4 De même

que la prévalence, l’incidence des démences augmente exponentiellement avec l’âge. Pour

l’ensemble des données, l’incidence double avec chaque augmentation de 5.9 ans d’âge, de

3.1/1000 personne-années pour la tranche d’âge 60-64 ans à 175/1000 personne-années

pour la tranche d’âge 95 ans et plus. Appliqués aux chiffres de population, on estime à 7.7

millions le nombre de nouveaux cas de démences par an, dont 2.3 millions en Europe.
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1.3.3 Impact des démences

1.3.3.1 Part attribuable du risque

Dans un rapport de Dementia UK, les risques relatifs disponibles dans EURODEM sont uti-

lisés pour calculer la proportion de décès attribuable aux démences selon l’âge.11 Chez les

hommes, cette proportion s’élève de 2% à l’âge de 65 ans à 18% entre 85 et 89 ans pour

une proportion globlale de 10% chez les hommes de 65 ans et plus. Chez les femmes, ces

proportions sont de 1%, 23% et 15%, respectivement.

1.3.3.2 Mortalité associée

La présence d’une démence affecte l’espérance de vie et le risque de décès. Une étude amé-

ricaine de la Cardiovascular Health (CHS) Cognition Study retrouve une survie médiane à

partir du début de la démence de 7.1 ans (intervalle de confiance (IC) à 95% : 6.7–7.5)

chez les patients atteints de maladie d’Alzheimer, de 3.9 ans (IC95% : 3.5–4.2) pour la dé-

mence vasculaire et de 5.4 ans (IC95% : 5.2–6.0) pour les démences mixtes, comparé à 11

ans (IC95% : 10.5–11.7) chez des témoins appariés sans trouble cognitif.12 Dans une autre

étude américaine, la survie moyenne retrouvée à partir du diagnostic de maladie d’Alzhei-

mer était de 5.9 ans (déviation standard : 3.7).13 Une méta-analyse retrouve un risque relatif

de décès de 2.63 (IC95% 2.17–3.21) chez les personnes démentes comparé aux personnes

non-démentes.14 Les études du groupe EURODEM rapportent un risque relatif constant de

2.38 jusqu’à l’âge de 89 ans, suivi d’une diminution après 90 ans avec 1.80 chez les femmes

et 1.60 chez les hommes.

1.3.3.3 Invalidité et dépendance

Un des indicateurs les plus utilisés pour quantifier l’impact d’une maladie est le nombre de

DALYs (disability adjusted life years), somme du nombre d’années de vie perdues (YLL, years
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of life lost) et du nombre d’années de vie vécues avec une invalidité (YLD, years lived with

disability). En 2004, les démences représentent 0.7% des DALYs dans le monde tous âges

confondus et 4.2% chez les personnes âgées de 60 ans et plus.7

1.3.3.4 Économique

Le coût des démences pour la société au niveau mondial est estimé à 604 milliards de dollars

par an.4 Ce coût est supporté à la fois par les structures de soins et par les proches.

1.3.4 Facteurs de risque modifiables

Les études sur les facteurs de risques concernant avant tout la maladie d’Alzheimer, on se

réfèrera à la section 2.5.
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2
Maladie d’Alzheimer

2.1 Diagnostic

La maladie d’Alzheimer est classiquement définie comme une entité double, clinique et ana-

tomopathologique. Historiquement, ces deux entités sont séparées, l’examen anatomopa-

thologique n’étant accessible qu’après la mort du patient et étant le seul capable d’établir

un diagnostic de certitude. Le diagnostic clinique est donc probabiliste et se fait en deux

temps — objectivation de l’atteinte des fonctions cognitives puis diagnostic étiologique — et

implique une collaboration entre de nombreux acteurs de santé (médecin généraliste, neu-

rologue, gériatre, orthophoniste, psychologue, etc.) et l’utilisation de plusieurs outils d’éva-

luation.

2.1.1 Outils diagnostiques

2.1.1.1 Entretien

L’entretien avec le patient et/ou un accompagnant proche permet de reconstituer l’histoire

de la plainte et de rechercher des antécédents médicaux (antécédents familiaux de mala-
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die d’Alzheimer, facteurs de risque cérébro-vasculaires par exemple). Il permet également

d’évaluer un éventuel retentissement sur les activités quotidiennes.15

L’étude de l’historique du patient retrouve une détérioration progressive de la mémoire

et des autres fonctions cognitives ainsi que de la capacité à effectuer les tâches de la vie

quotidienne.16

2.1.1.2 Examen clinique

L’examen clinique recherche avant tout la présence de comorbidités et une anomalie de

l’examen neurologique, faisant évoquer une cause autre que celle de maladie d’Alzheimer.15

L’utilisation d’échelles standardisées comme le Mini-Mental State Examination17 (MMSE)

pour les fonctions cognitives globales, la Blessed Dementia Scale pour les symptomes cli-

niques ou la Hamilton Depression Scale pour la sévérité de la dépression permettent de

quantifier l’atteinte des fonctions supérieures et de préciser l’examen clinique.16

2.1.1.3 Évaluation fonctionnelle

L’évaluation fonctionnelle du patient fait appel aux échelles d’activités instrumentales de la

vie quotidienne.

2.1.1.4 Évaluation psychique et comportementale

L’entretien doit rechercher une dépression, qui peut parfois se présenter sous l’aspect d’un

syndrome démentiel, mais surtout peut accompagner ou inaugurer un syndrome démentiel.

Cet entretien peut être structuré à l’aide d’échelles telles que la Geriatric Depression Scale

(GDS).

L’entretien doit apprécier le comportement du patient pendant l’examen et en situation

de vie quotidienne, en recherchant des troubles affectifs, comportementaux ou d’expression

psychiatrique (troubles du sommeil, apathie, dépression, anxiété, hyperémotivité, irritabilité,
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agressivité, hallucinations, idées délirantes, etc.), qui peuvent être observés dans le cadre

d’une maladie d’Alzheimer ou d’une maladie apparentée. Cet entretien peut être structuré à

l’aide d’échelles telles que le NeuroPsychiatric Inventory ou l’échelle de dysfonctionnement

frontal.

2.1.1.5 Évaluation neuropsychologique

Au cours de l’évolution, les patients atteints de maladie d’Alzheimer présentent une perte

progressive de la mémoire des faits récents, suivi par des troubles du langage, des praxies ou

de la perception visuelle. Dans les critères diagnostiques, l’évaluation neuropsychologique

est envisagée principalement pour la confirmation du diagnostic de démence mais un poten-

tiel intérêt pour l’identification de profils particuliers est cependant noté.16

2.1.2 Présentation clinique

Le processus physiopathologique de la maladie d’Alzheimer s’étend sur plusieurs années

voire plusieurs décennies. L’expression clinique coïncide et évolue avec le niveau de mort

neuronale. Les symptomes sont souvent regroupés en deux entités cliniques distinctes : syn-

drome démentiel et trouble cognitif léger (mild cognitive impairment, MCI). Ces deux entités

sont non-spécifiques de la maladie d’Alzheimer et de nombreuses études se sont attachées à

identifier les profils relevant d’une maladie d’Alzheimer de ceux relevant d’autres causes de

démences.

2.1.2.1 Syndrome démentiel

Le diagnostic de maladie d’Alzheimer reste historiquement associé à celui d’un syndrome

démentiel dont il est la cause principale chez le sujet âgé. Le diagnostic clinique est donc

d’abord celui d’une démence dont les caractéristiques font ensuite évoquer le diagnostic de
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maladie d’Alzheimer. Les critères principalement utilisés jusqu’à présent ont été ceux défi-

nis par le National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke et

l’Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA).16 Ils ont été ré-

cemment mis à jour par le National Institute of Aging et l’Alzheimer’s Association (NIA-AA)

pour tenir compte de l’évolution des connaissances sur les autres causes neurodégénératives

de démence, la temporalité du processus physiopathologique de la maladie d’Alzheimer,

l’existence de formes atypiques de maladie d’Alzheimer et l’utilisation potentielle de biomar-

queurs18 (cf. appendice B). Le diagnostic de certitude de la maladie d’Alzheimer ne pouvant

être fait que post-mortem, le diagnostic clinique de maladie d’Alzheimer reste probabiliste.

Il se fait en deux temps successifs : diagnostic de syndrome démentiel et recueil d’éléments

en faveur de démence liée à un processus physiopathologique de type Alzheimer. Ces élé-

ments permettent le cas échéant de poser le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable ou

possible.

2.1.2.2 Mild cognitive impairment (MCI)

Le MCI correspond à une atteinte objectivable des fonctions cognitives chez une personne,

sans que cette atteinte soit suffisamment importante pour impacter sur les tâches de la vie

quotidienne. Le diagnostic peut être fait grâce aux critères définis par Petersen et collabora-

teurs19–21 et par le NIA-AA22 (cf. appendice C). Néanmoins la limite entre variation normale

de la cognition et MCI et entre MCI et démence n’est pas toujours facile à établir et fait appel

au sens clinique du médecin.

2.1.3 Diagnostic différentiel

Un certain nombre de situations peuvent être à l’origine d’un trouble cognitif ou de son

aggravation :
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• Complication iatrogène

• Prise de toxique

• Dépression

• Anxiété

• Maladie infectieuse (syphilis, maladie de Lyme, SIDA, etc.)

• Maladie inflammatoire

• Trouble métabolique ou carentiel (hyponatrémie, hypercalcémie, hypothyroïdie, hy-

perglycémie chronique, hypovitaminose B1 et B12)

• Maladie cardio-vasculaire

• Insuffisance rénale

• Processus expansif intracrânien (hématome sous-dural, hydrocéphalie, etc.)

• Apnées du sommeil

Leur recherche est importante car des traitements adaptés et mis en place rapidement

peuvent améliorer voire normaliser les troubles cognitifs.

2.2 Biomarqueurs

L’impossibilité de faire un diagnostic de certitude du processus physiopathologique de la ma-

ladie d’Alzheimer du vivant du patient ont amené au développement de biomarqueurs spéci-

fiques utilisables in vivo. Ces biomarqueurs peuvent être classés selon leur nature (imagerie,

biologie, neuropsychologie), selon le processus de la maladie d’Alzheimer qu’ils mesurent
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Marqueurs du dépôt amyloïde Marqueurs de mort neuronale

PIB PET scan 18-F FDG PET scan
Dosage d’Aβ dans le LCR IRM cérébrale

Augmentation de tau dans le LCR

Tableau 2.1 – Biomarqueurs intégrés dans les derniers critères diagnostiques de maladie
d’Alzheimer

(marqueurs du dépot amyloïde, marqueurs de la mort neuronale) ou selon leur topographie

(cerveau, LCR, sang).23

Ces marqueurs ont plusieurs utilisations. Tout d’abord, à visée diagnostique, ils apportent

des éléments supplémentaires pour affirmer qu’un syndrome démentiel ou un MCI a pour

origine un processus physiopathologique de type Alzheimer. Malgré le manque de consensus

sur les seuils, la séquence ou l’éventuelle combinaison de biomarqueurs à utiliser, ceux ayant

été les mieux étudiés ont été intégrés dans les critères diagnostiques de démence et MCI

liés à la maladie d’Alzheimer18;22;24;25 et sont détaillés dans le tableau 2.1. Ainsi, en cas de

biomarqueurs informatifs, trois stades de vraisemblance sont définis (haute, intermédiaire,

peu vraisemblable) et peuvent se combiner aux diagnostics de maladie d’Alzheimer probable,

possible ou MCI.

Dans un but de recherche, l’étude longitudinale de l’évolution des biomarqueurs chez

des sujets sains permettrait de mieux connaître la séquence d’évènements menant à la mort

neuronale et à l’expression clinique de la maladie. Une récente étude s’est ainsi attachée à

reconstituer sur plusieurs dizaines d’année l’évolution des différents biomarqueurs connus

avant et après la survenue des signes cliniques chez des sujets porteurs de mutations auto-

somiques dominantes pour la maladie d’Alzheimer.26

Les biomarqueurs peuvent également être utilisés pour sélectionner plus finement des

sujets en vue d’une inclusion dans un essai thérapeutique. En effet, l’inclusion de personnes

démentes ou MCI à cause d’une autre cause que la maladie d’Alzheimer dans un essai thé-
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FIGURE 2.1 – Aspect macroscopique du cerveau dans la maladie d’Alzheimer. Tiré de [28]

rapeutique ciblant spécifiquement celle-ci peut expliquer les résultats décevants des récents

essais thérapeutiques.27 Une autre explication possible est que le MCI ou la démence corres-

pondent à des processus physiopathologiques irréversibles et à des lésions cérébrales trop

avancées pour espérer un quelconque bénéfice du traitement.

Ainsi, à terme, on peut envisager l’utilisation de biomarqueurs chez des sujets sains afin

de sélectionner les sujets les plus à risque et leur proposer un traitement ou tout autre

intervention à but préventif.

2.3 Anatomopathologie

2.3.1 Lésions macroscopiques

L’examen macroscopique retrouve un profil typique d’atrophie corticale prédominant sur les

lobes temporaux internes et épargnant les cortex moteur primaire, sensoriel et visuel chez

un patient dément (cf. figure 2.1). En conséquence, les cornes temporales des ventricules

latéraux peuvent apparaitre dilatées. Ces observations peuvent être retrouvées du vivant du

patient sur l’IRM cérébrale.29;30
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FIGURE 2.2 – Principales lésions anatomopathologiques de la maladie d’Alzheimer : (A)
Plaques amyloïdes, (B) Dégénérescences neurofibrillaires. Tiré de [31]

2.3.2 Lésions microscopiques

2.3.2.1 Plaques amyloïdes

Les plaques séniles décrites par Aloïs Alzheimer résultent de l’accumulation et du dépôt

extracellulaire anormal des peptides amyloïdes beta (Aβ) à 40 ou 42 acides aminés (Aβ
x−40

et Aβ
x−42), deux produits normaux du métabolisme de la protéine précurseur du peptide

amyloïde (amyloid precursor protein, APP) après son clivage séquentiel par les enzymes β- et

γ-secrétases dans les neurones (cf. figure 2.2 A et section 2.4.1.1 pour plus de détail). À cause

de leur taux de fibrilation et de leur insolubilité, les formes Aβ
x−42 sont plus abondantes que

18



Aβ
x−40 dans les plaques.

La classification la plus utilisée distingue deux types de plaques amyloïdes, diffuse et

à coeur dense. Cette classification est pertinente car contrairement aux plaques diffuses, les

plaques denses ont des effets délétères sur le neuropile environnant (neurites dystrophiques,

pertes synaptiques et neuronales, recrutement et activation d’astrocytes et de cellules micro-

gliales). Les plaques diffuses sont fréquemment retrouvées dans les cerveaux de sujets agés

normaux alors que les plaques denses, surtout accompagnées de neurites dystrophiques, sont

plus fréquemment retrouvées chez les patients ayant une démence de type Alzheimer.

FIGURE 2.3 – Répartition spatiotemporelle des plaques amyloïdes (tiré de [32])

Les plaques amyloïdes s’accumulent principalement dans l’isocortex (cf. figure 2.3). Bien

que le schéma de progression spatiotemporel des plaques soit moins prévisible que celui

des dégénérescences neurofibrillaires, l’allocortex (cortex entorhinal, hippocampe), les gan-

glions de la base, les noyaux du tronc cérébral et le cervelet sont impliqués plus tard et dans

une moindre mesure que l’isocortex associatif. La dissociation entre plaques amyloïdes et dé-

générescences neurofibrillaires est particulièrement notable dans le lobe temporal interne.

Malgré cette relative imprévisibilité, des classifications ont été proposées pour mesurer l’im-

portance de la progression des plaques.33;34

Les études clinicopathologiques ont montré que la charge amyloïde (plaques totales,

diffuses ou denses) n’était pas corrélée à la sévérité ou la durée de la démence.35 En ef-

fet, dans une région de dépot amyloïde précoce telle que l’isocortex associatif temporal, la
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charge amyloïde atteint un plateau peu de temps après le début des symptomes cognitifs

ou même dans la phase préclinique de la maladie36 et la taille des plaques n’augmente pas

significativement avec la progression de la maladie.37 Cependant, il est possible que la quan-

tité d’amyloïde mesurée sur l’ensemble du manteau cortical augmente pendant l’évolution

clinique de la maladie à mesure que la distribution des plaques s’étend selon les phases

précédemment décrites, ce qui est supporté par des résultats d’imagerie amyloïde chez des

patients vivants.38

2.3.2.2 Dégénérescence neurofibrillaire (DNF)

Composition. La première description de la dégénérescence neurofibrillaire (DNF) est

faite par Aloïs Alzheimer, qui la décrit comme des inclusions filamenteuses situées dans le

pericaryon des neurones pyramidaux39 (cf. figure 2.2 B). La DNF est principalement compo-

sée de paires de filaments appariés en hélices (paired helical filaments, PHFs). Ces filaments,

d’un diamètre de 10 nm forment des paires ayant une conformation tridimensionnelle héli-

coïdale d’une périodicité régulière d’environ 65 nm. Le composant principal de ces filaments

est la protéine τ, habituellement associée aux microtubules, et qui est ici anormalement

hyperphosphorylée. Les PHFs sont également observés dans les neurites en dégénérescence

dans le neuropile et à la périphérie des plaques amyloïdes. Selon leur morphologie, trois

stades sont décrits : Pré-DNF ou DNF diffuse, DNF mature intraneuronale et DNF extraneu-

ronale (fantôme neuronal).

La répartition spatio-temporelle de la progression de la DNF est stéréotypée et prévi-

sible.34;40;41 La DNF commence dans l’allocortex du lobe temporal interne (cortex entorhinal

et hippocampe) et s’étend dans l’isocortex associatif, épargnant relativement les aires pri-

maires motrices, sensitives et visuelles. Braak distingue 6 stades de progression de la DNF

(cf. figure 2.4).

De nombreuses études ont montré que la quantité et la distribution des DNFs étaient
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FIGURE 2.4 – Répartition spatiotemporelle de la dégénérescence neurofibrillaire (tiré de [32])

corrélées à la sévérité et la durée de la démence.35 De plus la distribution spatio-temporelle

assez spécifique des DNFs correspond à l’évolution typique du profil neuropsychologique du

syndrome démentiel de type Alzheimer.

L’atteinte initiale de la mémoire épisodique caractéristique de la maladie d’Alzheimer

s’explique par l’isolement des structures du lobe temporal interne de l’isocortex associatif et

des noyaux sous-corticaux en raison de la dégénérescence neurofibrillaire massive.

Ensuite, l’implication des aires associatives isocorticales explique l’atteinte progressive

des fonctions cognitives — fonctions exécutives (cortex préfrontal), apraxies (cortex parié-

tal), navigation visuospatiale (cortex occipitopariétal), visuoperceptive (cortex occipitotem-

poral) et mémoire sémantique (cortex temporal antérieur) — formant le syndrome démen-

tiel complet.

L’atteinte tardive des aires isocorticales primaire motrices, sensitives et visuelles expliquent

que les fonctions associées soient épargnées.

2.3.2.3 Autres lésions
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Angiopathie amyloïde cérébrale. Le peptide amyloïde ne se dépose pas uniquement dans

le parenchyme cérébral sous forme de plaques amyloïdes mais également dans les vaisseaux

sous forme d’angiopathie amyloïde cérébrale (AAC). Les constituants principaux de l’AAC

sont les formes Aβ
x−40 lequelles s’accumulent principalement dans l’interstitium entre les

cellules musculaires lisses de la media. Bien que l’AAC puisse être isolée, on la retrouve

plus souvent dans un contexte de maladie d’Alzheimer, environ 80% des patients Alzheimer

présentant une AAC à des degrés divers à l’autopsie.

Selon les critères de Boston, l’AAC devrait être suspectée après une ou plusieurs hé-

morragies lobaires symptomatiques chez un sujet âgé.42 Dans le contexte de la maladie

d’Alzheimer, et seulement si elle devient symptomatique suite à une complication hémor-

ragique, l’AAC est souvent diagnostiquée à l’autopsie. Cependant, des études longitudinales

post-mortem ont montré qu’une AAC apparemment asymptomatique pouvait contribuer au

déclin cognitif de la maladie d’Alzheimer.43–46

Réponses gliales. Des astrocytes et cellules microgliales activés sont souvent associés aux

plaques amyloïdes à coeur dense, indiquant que Aβ est un déclencheur important de cette

réaction gliale.47–49 Cependant une augmentation linéaire des astrocytes et cellules micro-

gliales activées a été observée au cours de l’évolution de la maladie malgré un plateau pré-

coce du dépot amyloïde dans l’isocortex associatif temporal. Une corrélation a été retrouvée

entre ces cellules et la charge en dégénérescence neurofibrillaire mais pas avec la charge

amyloïde, suggérant que la réaction gliale est également liée à la DNF.36;50

Perte neuronale. La perte neuronale est le substrat anatomopathologique principal de

l’atrophie corticale. Le schéma régional et laminaire de la perte neuronale correspond à celui

de la DNF mais dans une même région, les pertes neuronales sont plus importantes que le

nombre de DNFs, et sont mieux corrélées au déficit cognitif que le nombre de DNFs.51;52
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Cette dissociation entre l’étendue des pertes neuronales et des DNFs suggère deux méca-

nismes de mort neuronale dans la maladie d’Alzheimer : un affectant les neurones en DNFs

et un autre affectant les neurones sans DNFs.

Perte synaptique. À côté de la perte neuronale, la perte synaptique est un autre contri-

buteur de l’atrophie cérébrale observée chez les patients atteints de maladie d’Alzheimer. Le

schéma régional et laminaire de perte synaptique correspond à celui de la perte neuronale.

La perte synaptique est causée par la perte neuronale mais peut être plus importante que

celle-ci dans une aire corticale donnée. Ceci indique que la perte synaptique précède la perte

neuronale et que les neurones restant sont moins bien connectés entre eux qu’attendu au vu

de leur nombre. Ceci explique que la densité synaptique est le marqueur le plus corrélé au

déclin cognitif de la maladie d’Alzheimer.36;53–58

2.3.3 Critères diagnostiques en anatomopathologie

Les plaques amyloïdes et les DNFs restent les lésions les plus caractéristiques de la mala-

die d’Alzheimer. Le diagnostic anatomopathologique se base donc sur leur quantité et leur

distribution.

Les critères de diagnostic anatomopathologique de la maladie d’Alzheimer actuellement

utilisés ont été défini en 1997.59 Ils associent un score semiquantitatif de plaque neuritique

défini par le CERAD (Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease) et le score

de DNF de Braak et Braak des DNFs pour établir trois catégories diagnostiques : (1) vraisem-

blance élevée, (2) intermédiaire, et (3) faible. Un diagnostic de maladie d’Alzheimer est posé

quand la vraisemblance est élevée ou intermédiaire et que le patient présente une histoire

clinique de démence.

Ces critères prennent en compte l’évaluation d’autres pathologies, notamment les at-

teintes cérébrovasculaires et les maladies à corps de Lewy, en raison de la prévalence élevée
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des atteintes mixtes en cas de démence chez le sujet âgé.43;60 Ainsi les critères NIA-RI (Na-

tional Institute of Aging and the Reagan Institute) de probabilité intermédiaire de maladie

d’Alzheimer ne sont pas seulement basés sur une charge et une distribution modérée des

lésions caractéristiques de maladie d’Azheimer mais aussi sur la coexistence de lésions vas-

culaires ou de corps de Lewy suffisantes pour participer au syndrome démentiel du patient.

2.4 Physiopathologie de la maladie d’Alzheimer

Les mécanismes de la maladie d’Alzheimer sont encore méconnus.

Le peptide amyloïde beta (Aβ) est le principal constituant des plaques amyloïdes céré-

brales61 et sa production est augmentée dans les formes familiales de maladie d’Alzheimer62

et dans la trisomie 21 dans laquelle la survenue d’une démence est quasi-systématique après

l’âge de 40 ans.63

Ces observations ont placé le peptide Aβ et son agrégation au centre du processus phy-

siopathologique de la maladie d’Alzheimer en tant qu’élément initiateur.64;65

Néanmoins, la relation entre cette agrégation l’apparition de la démence ne semble pas

directe et d’autres mécanismes participent à la souffrance puis à la mort neuronale. Cette

séquence d’évènements définit la cascade amyloïde.

Dans cette section nous insisterons sur le métabolisme et les rôles physiologiques et pa-

thologiques des peptides Aβ. Nous mentionnerons également les autres mécanismes physio-

pathologiques, notamment l’hyperphosphorylation de la protéine tau.
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FIGURE 2.5 – Protéolyse de l’APP dans les voies non-amyloïdogénique (gauche) et amyloïdo-
génique (droite). Tiré de [66]

2.4.1 Métabolisme des peptides Aβ

2.4.1.1 Synthèse des peptides Aβ

La production du peptide Aβ est le résultat du clivage physiologique du précurseur du pep-

tide amyloïde (Amyloid Peptid Precursor, APP).66;67 APP est une protéine transmembranaire

de type 1 avec un large domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire simple et

un court segment cytoplasmique.

Son métabolisme passe par deux voies principales, la voie amyloïdogène, responsable de

la production du peptide Aβ, et la voie non-amyloïdogène. Les deux voies sont en compéti-

tion l’une avec l’autre. Ainsi, favoriser la voie non-amyloïdogène est une piste thérapeutique

pour diminuer la production d’Aβ.

Dans la voie non-amyloïdogène, APP est clivé par deux protéases de la famille ADAM

(ADAM 10 et ADAM 17) portant une activité α-secrétase, la principale étant ADAM 10, pour
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produire la forme soluble, sAPPα, et CTFα. Ce dernier est clivé à son tour par la γ-secrétase

pour produire le peptide p3 et le domaine intracellulaire de l’APP (AICD) (cf. figure 2.5).

La voie non-amyloïdogène représente la voie principale dans les fibroblastes et les lignées

cellulaires non-neuronales (HEK293).

Dans la voie amyloïdogène, APP est d’abord clivé par BACE1 qui porte une activité β-

secrétase, menant à la secrétion de la forme soluble des ectodomaines, sAPPβ et un fragment

carboxy-terminal, CTFβ. Ce dernier est ensuite clivé par un complexe protéique composé de

la préséniline 1 ou 2, de la nicastrine, de APH-1a ou APH-1b et de PEN-2 et portant une ac-

tivité γ-secrétase pour produire le peptide Aβ et le domaine intracellulaire de l’APP (AICD).

La variabilite du site de coupure par la γ-secrétase est à l’origine de plusieurs espèces de

peptides Aβ de longueurs différentes, dont les plus frequentes sont Aβ40 et Aβ42. Ces diffé-

rences de longueurs sont associées à des différences dans les propriétés physico-chimiques

des peptides Aβ.

APP et BACE1 sont ubiquitaires mais avec une forte expression dans le cerveau, ce qui

explique que le cerveau soit le lieu principal de production d’Aβ. Néanmoins, il est possible

que la production périphérique de peptides Aβ ait une influence sur leurs concentrations

dans le cerveau.

2.4.1.2 Dégradation des peptides Aβ

Une fois synthétisés, les peptides Aβ peuvent être dégradés par de nombreuses protéases.68

Ces protéases agissent dans différents compartiments intra- et extra-cellulaires et potentiel-

lement à distance des sites de production des peptides Aβ. Cette dégradation est catalytique

et irreversible, ce qui souligne l’importance de cette voie d’élimination dans la physiopatho-

logie de la maladie d’Alzheimer et son potentiel en tant que voie thérapeutique.
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FIGURE 2.6 – Transport et clairance des peptides Aβ (tiré de [69])
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2.4.1.3 Transport et élimination des peptides Aβ

En plus de la dégradation catalytique, les peptides Aβ peuvent être éliminés via d’autres

mécanismes associant transport actif ou passif et clairance médiée par des cellules (cf figure

2.6).69–71

Un mécanisme d’échange important a lieu au niveau de la barrière hématoencéphalique

et associe RAGE (receptor for advanced glycation end products (RAGE)) et LRP-1 (low-

density lipoprotein receptor-related protein-1). Ce couple régule l’influx et l’efflux des pep-

tides Aβ cérébraux.

Les apolipoprotéines E et J sont également impliquées dans le transport des peptides Aβ

hors du cerveau en se liant directement avec ces derniers et via une interaction avec LRP-1

et LRP-2.

Une fois dans le plasma, les peptides Aβ peuvent se lier à de nombreuses molécules (albu-

mine, HDL, apolipoprotéine E. . . ). Les formes solubles de LRP-1 jouerait un rôle important

dans ce transport plasmatique. Les peptides Aβ sont ensuite éliminés au niveau du foie et

des reins.

2.4.2 Fonctions physiologiques de l’APP et des peptides Aβ

Les fonctions physiologiques de l’APP sont difficiles à étudier en raison des nombreux pro-

duits actifs issus de sa dégradation et du fait qu’APP fait partie d’une famille de gènes in-

cluant APP-like 1 et 2 (APLP1 et 2) dont les fonctions se recoupent.72–74 Les formes mo-

nomériques des peptides Aβ ainsi que sAPPα partagent des propriétés de stimulation de la

formation des neurites, de neuroprotection et de stimulation de la croissance des progéni-

teurs neuronaux. sAPPβ a également des propriétés neurotrophiques similaires à sAPPα. Le

fragment intracellulaire AICD est lui impliqué dans la signalisation cellulaire et l’apoptose.

Enfin, diverses autres propriétés ont été décrites à concentrations physiologiques (antioxy-
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dante, antimicrobienne, vasoconstrictrice et modulatrice de l’agrégation plaquettaire).75–79

2.4.3 Rôle des peptides Aβ dans la physiopathologie de la maladie d’Alz-

heimer

Selon l’hypothèse de la cascade amyloïde, l’agrégation des peptides Aβ sous forme d’oligo-

mères toxiques est l’évènement déclencheur du processus physiopathologique de la maladie

d’Alzheimer. La constitution des plaques amyloïdes est un marqueur de ce processus d’agré-

gation pathologique et dépend de nombreux paramètres. En effet, les différentes espèces de

peptides Aβ ont des propriétés d’agrégation différentes et forment un ensemble hétérogène

sensible à des variations qualitatives ou quantitatives. À partir des formes monomériques

de peptides Aβ, plusieurs étapes complexes d’agrégation mènent a la formation des plaques

amyloïdes. Parmi tous ces intermédiaires, l’identification précise des formes neurotoxiques

est difficile et leur impact sur la perte neuronale reste à démontrer.80

Les mécanismes de toxicité des oligomères de peptides Aβ semblent liés à des mécanismes

spécifiques (liaison à des récepteurs) et à une toxicité plus générale, liée à leur capacité à se

lier aux protéines et aux lipides membranaires.

Si l’agrégation pathologique des peptides Aβ est considérée comme l’évènement initial

de la cascade amyloïde, d’autres mécanismes sont ensuite impliqués81 :

• Hyperphosphorylation de tau82–84

• Inflammation85–87

• Lésions vasculaires69;88;89

• Action de l’apoliprotéine E90–94
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2.5 Facteurs de risque modifiables

Retarder l’apparition de la maladie d’Alzheimer ne serait-ce que d’un an permettrait de di-

minuer fortement sa prévalence.95

Les revues systématiques et méta-analyses résultats suggèrent que la réserve cognitive —

un concept combinant les bénéfices de l’éducation, du travail et des activités intellectuelles

— une activité physique régulière, l’obésité chez les personnes d’âge moyen, la consom-

mation d’alcool et le tabagisme sont les plus importants facteurs modifiables de maladie

d’Alzheimer.96;97 Les accidents vasculaires cérébraux, le diabète et l’hypercholestérolémie et

l’hypertension chez les personnes d’âge moyen sont eux associés à un risque augmenté de

maladie d’Alzheimer. Selon une autre étude, 50% des cas de maladie d’Alzheimer dans le

monde pourrait être prévenu par la suppression de sept facteurs de risque : diabète, hyper-

tension et obésité chez les personnes d’âge moyen, dépression, sédentarité, tabagisme et bas

niveau d’éducation.98 Néanmoins, l’étude des facteurs de risque associés au risque de mala-

die d’Alzheimer est complexe et difficile.99 Ainsi de récentes études concluent à l’insuffisance

de preuve concernant l’association entre hypertension et maladie d’Alzheimer.100;101

Plus généralement, une synthèse réalisée par le National Institutes of Health (NIH) dont

les résultats sont résumés dans le tableau 2.2 conclut à l’insuffisance de preuve quant à l’ef-

ficacité d’une intervention pour l’ensemble des facteurs de risque modifiables étudiés jusqu’à

présent.102;103 En conséquence, aucune mesure de prévention ne peut être proposée à l’heure

actuelle.104

Ces résultats soulignent la nécessité de poursuivre les études et notamment les études

à plus haut niveau de preuve scientifique afin d’évaluer au mieux l’efficacité de mesures de

prévention ciblant ces facteurs en terme de diminution du risque de maladie d’Alzheimer.
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Tableau 2.2 – Synthèse des facteurs modulant le risque de maladie d’Alzheimer (tiré de
[102])

Sens de l’association Facteurs Niveau de preuve

Augmentation du risque Allèle ε4 de l’APOE Modéré
Association œstrogène conjugué équin / methyl-progestérone
Certains anti-inflammatoires non-stéroïdiens Bas
Dépression
Diabète de type 2
Hyperlipidémie en milieu de vie
Lésion cérébrale traumatique chez les hommes
Exposition aux pesticides
Jamais marié, bas support social
Tabagisme actif

Diminution du risque Régime méditerranéen Bas
Acide folique
Inhibiteurs de la HMG-CoA reductase (statines)
Haut niveau d’éducation
Consommation basse à modérée d’alcool
Activités intellectuelles
Activités physiques

Pas d’association Ginkgo Biloba Élevé
Vitamine E Modéré
Inhibiteurs de la cholinestérase
Traitement antihypertenseur Bas
Œstrogènes conjugués équins
Acides gras ω3
Vitamines B12, C, β-carotène
Homocystéine
Hypertension
Obésité
Syndrôme métabolique
Facteurs précoces de l’enfance
Catégorie socio-professionnelle
Plomb

Manque de preuves Acide gras saturés (Non applicable)
Apport en fruits et légumes
Métaux
Apports caloriques élevés
Mémantine
Apnée du sommeil
Troubles anxieux
Résilience
Loisirs
Agent orange, syndrome de la guerre du Golfe
Solvants, aluminium
Facteurs génétiques autres que APOE
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2.6 Génétique

2.6.1 Composante génétique de la maladie d’Alzheimer

Après l’âge, les antécédents familiaux de maladie d’Alzheimer représentent un des ses plus

importants facteurs de risque. Le risque de développer la maladie d’Alzheimer est ainsi deux

fois plus élevé chez les sujets apparentés au premier degré à des patients atteints de la

maladie d’Alzheimer comparé au risque en population générale.105 Dans une étude réalisée

chez 11884 paires de jumeaux, l’héritabilité de la maladie d’Alzheimer est estimée entre

58% et 79%.106 Ces résultats sont en faveur d’une composante génétique importante de la

maladie d’Alzheimer.

2.6.2 Formes génétiques de la maladie d’Alzheimer

Sur le plan génétique, deux formes de maladie d’Alzheimer sont classiquement identifiées,

même si en réalité, les différences sont loin d’être aussi marquées.

Les formes familiales représentent moins de 1% des cas de maladie d’Alzheimer. Elles

sont caractérisées par un âge de survenue précoce, avant 60 ans, et un mode de transmis-

sion mendélien, autosomique dominant le plus souvent. Ces formes sont causées par des

mutations rares, à pénétrance élevée, situées dans trois gènes, APP, PSEN1 et PSEN2 codant

respectivement pour la protéine précurseur du peptide amyloïde et les présénilines 1 et 2

(cf. section 3.4.1).

Les formes dites « sporadiques » constituent la grande majorité des cas de maladie d’Alz-

heimer. Survenant après l’âge de 60 ans, ces formes n’ont pas de mode de transmission

précis ni d’agrégation familiale. En raison de leur composante génétique supposée forte, on

préfère actuellement parler de formes à mode de transmission complexe ou non-mendélien

plutôt que de formes sporadiques. Leur survenue implique également une interaction avec
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des facteurs environnementaux, bien que celle-ci reste difficile à établir.107

L’identification de ces facteurs de risque génétique constitue un enjeu important à plu-

sieurs titres : apporter de nouvelles connaissances sur la physiopathologie de la maladie,

identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et de nouveaux modes d’intervention et déve-

lopper de nouveaux marqueurs diagnostiques et de dépistage.
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3
Identification des facteurs de risque

génétique de maladies multifactorielles

3.1 Variations génétiques

Toute forme de vie est le produit de son code génétique. Celui-ci est supporté physiquement

par la succession des bases composant l’acide désoxyribonucléique (ADN). La partie dite co-

dante de l’ADN est transcrite en ARN qui est lui-même traduit en protéine. Toute altération,

même mineure de ce code peut produire des modifications majeures dans un organisme.

Même si ces variations représentent moins de 1% du génome humain, elles sont à l’origine

de beaucoup de différences phénotypiques entre individus, comme la couleur des yeux et des

cheveux, les groupes sanguins, etc. La plupart des polymorphismes influencent les caracté-

ristiques normales des sujets ; certains peuvent également donner un avantage en terme de

survie et d’adaptation ou moduler le risque de certaines maladies. L’analyse des variations

de l’ADN est donc importante en biologie.

34



3.1.1 Mesures de la variabilité génétique

3.1.1.1 Variabilité en un point

Une mutation est une modification permanente survenant en un point, ou locus, du génome.

Celle-ci peut se transmettre si elle touche les cellules germinales. Après une mutation, un

locus peut donc se présenter sous plusieurs formes, ou allèles, dans la population. Une des

mesures de la variabilité génétique d’une population est la fréquence allélique. Si la mutation

est délétère, sa fréquence dans la population sera basse, en partie à cause de la sélection.

Si les modifications ne sont pas trop importantes, la mutation pourra devenir fréquente

dans la population. Quand la fréquence dans la population est supérieure à 1%, on parle de

polymorphisme. Si la fréquence est inférieure à 1%, on parle de variant rare. En pratique, on

parle souvent de variant ou de polymorphisme indifféremment de leur fréquence. Dans le

cas d’un locus bi-allélique, on définit l’allèle le moins fréquent comme étant l’allèle mineur,

et sa fréquence comme la fréquence de l’allèle mineur ou minor allele frequency (MAF).

Les humains étant diploïdes, ils possèdent deux allèles pour chaque locus, un d’origine

paternelle et un d’origine maternelle, à l’exception des chromosomes sexuels. Un génotype se

réfère à la combinaison des deux allèles sur un même locus. Si ce dernier est présent sous k

formes alléliques dans une population, les individus peuvent être porteurs de 1
2
× k× (k+1)

génotypes différents. Dans le cas d’un locus bi-allélique (allèles A et a), trois génotypes

différents peuvent être envisagés : deux génotypes homozygotes, AA et aa, et un génotype

hétérozygote, Aa. Pour caractériser la distribution des allèles dans les génotypes, on utilise la

proportion d’individus hétérozygotes, ou hétérozygotie H. Si une population est composée

de N individus dont NH sont hétérozygotes, alors H =
NH

N
.

Les fréquences génotypiques peuvent être déterminées à partir des fréquences alléliques,

sous certaines hypothèses décrites dans le modèle de Hardy-Weinberg : taille de population

infinie, absence de migration, sélection ou mutation et unions au hasard (panmixie). Dans
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une population respectant les hypothèses 1 et 2, les fréquences alléliques ne varient pas

au cours des générations. Une population vérifiant également la 3e hypothèse est dite en

équilibre de Hardy-Weinberg. Dans ce cas, les fréquences génotypiques ne dépendent que des

fréquences alléliques et restent constantes d’une génération à l’autre. Ainsi, dans le cas d’un

locus bi-allélique (allèles A et a) de fréquence p et q = 1−p, les fréquences des génotypes AA,

Aa et aa valent p2, 2pq et q2, respectivement. L’équilibre de Hardy-Weinberg peut également

se tester statistiquement.

3.1.1.2 Variabilité en plusieurs points

Recombinaison En dehors des mutations, la fréquence des variations génétiques évoluent

également grâce aux recombinaisons survenant pendant la méiose. Pendant cette phase,

les chromosomes autologues s’apparient et peuvent s’échanger des segments d’ADN. Sur

plusieurs générations, les segments des chromosomes ancestraux sont ainsi mélangés. Le

taux de recombinaison est la probabilité qu’un tel évènement se produise et est proportionnel

à la distance qui sépare deux loci.

Notion d’haplotype Un haplotype est une combinaison de plusieurs bases sur le même

chromosome. Les haplotypes existent donc par paires. Souvent, les haplotypes sont des com-

binaisons de bases présentant des variations dans la population. À partir de m loci ayant

chacun ki allèles, on peut théoriquement former
∏m

i=1 ki haplotypes différents. Par exemple

dans le cas de deux loci bi-alléliques MA (allèles A et a) et MB (allèles B et b), quatre ha-

plotypes différents sont envisageables, AB, ab, Ab et aB. Si les allèles des loci sont répartis

aléatoirement dans les gamètes, les loci sont dits en équilibre de liaison et les fréquences

haplotypiques sont obtenues à partir des fréquences alléliques. Dans ce cas les fréquences

haplotypiques sont égales au produit des fréquences alléliques des loci qui les constituent.

Dans l’exemple précédent, si on définit les fréquences alléliques, pA, pa, pB et pb et que les
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loci sont en équilibre de liaison, alors les fréquences haplotypiques fAB, fAb, faB et fab se

calculent comme suit :



























fAB = pApB

fAb = pApb

faB = papB

fab = papb

Déséquilibre de liaison Le déséquilibre de liaison (linkage disequilibrium, LD) caractérise

l’association entre des allèles de deux ou plusieurs loci dans une population. Le LD décrit

une situation où un haplotype survient plus ou moins souvent que ne le voudrait le simple

hasard. Dans ce cas, les fréquences haplotypiques ne peuvent être estimées qu’en considé-

rant conjointement les loci qui les composent. On peut alors mesurer l’écart par rapport à

l’état d’équilibre et le LD se définit comme la différence entre les fréquences haplotypiques

observées et celles attendues à l’équilibre. Dans la suite de notre exemple on pose :



























DAB = fAB − pApB

DAb = fAb − pApb

DaB = faB − papB

Dab = fab − papb

On montre que DAB = −DaB = −DAb = Dab = D. D est une mesure du LD. En pratique,

elle est difficilement utilisable pour mesurer l’étendue du déséquilibre de liaison ou comparer

l’intensité du déséquilibre de liaison selon les populations car cette mesure est fortement

dépendante des fréquences alléliques. Deux mesures "normalisées" sont utilisées à la place :

le D′ de Lewontin et Kojima et le r2.
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D′ =











D

min(pApB, papb)
si D < 0

D

min(pApb, papB)
si D ≥ 0

Le D′ varie entre 1 et -1, valeurs correspondantes à un déséquilibre de liaison complet

entre les loci.

r2 =
D2

pApapB pb

Le r2 varie entre 0 et 1 et correspond au coefficient de corrélation entre les allèles des

deux loci. Le LD peut donc également être interprété en terme de prédiction. Si la connais-

sance d’un allèle à un locus permet de prédire l’allèle à un second locus, alors il y a déséqui-

libre de liaison entre les allèles. Sinon il y a équilibre de liaison.

Chaque mesure a ses avantages et inconvénients.108 Le D′ est lié à la recombinaison et est

utile pour sélectionner un haplotype particulier. Cependant, il est dépendant des fréquences

alléliques. Le r2 est moins lié à la recombinaison mais meilleur en terme de prédiction et

peut donc être utilisé pour sélectionner un variant parmi un ensemble de variants corrélés.

Le LD varie en fonction de la distance et du temps. En effet, les recombinaisons sur-

viennent plus fréquemment entre deux positions éloignées qu’entre deux positions proches.

La probabilité d’un évènement de recombinaison entre deux loci augmente également avec

le temps, permettant ainsi un retour à l’équilibre de liaison. Néanmoins, si le LD n’était

fonction que de la distance et du temps, la structure du génome devrait être régulière et

l’ensemble des variations génétiques indépendantes entre elles. En 2002, Gabriel et collabo-

rateurs suggèrent que les taux de recombinaison ne sont pas réguliers sur le génome mais

qu’il existe des blocs haplotypiques, segments où la recombinaison est moins fréquente et

où les loci sont donc en fort LD, entrecoupés de points chauds de recombinaison.109 Ces

structures de corrélation sont différentes entre populations en fonction de leur ancienneté

38



FIGURE 3.1 – Exemple de carte de déséquilibre de liaison

et de la survenue d’évènements modifiant la répartition des variations génétiques au sein

de celles-ci, par exemple goulot d’étranglement en cas de famine, d’épidémie ou d’isolement

d’une petite partie d’une population (effet fondateur). Des profils particuliers peuvent ainsi

être établis entre populations européennes, africaines, asiatiques, etc.

L’étude de ces blocs haplotypiques nécessite de disposer de l’ensemble des mesures de

LD entre chaque couple de loci constituant le bloc. La représentation tabulaire du LD entre

un grand nombre de loci est difficile. Une façon habituelle de représenter un grand nombre

de LD entre loci est d’utiliser des cartes de LD dans lesquelles la valeur du LD est remplacée

par un code couleur. Un exemple est donné dans la figure 3.1 qui est centrée sur le gène de

la lactase. Plus la couleur tend vers le rouge, plus le LD est important.

3.1.2 Marqueurs génétiques

L’étude de la variabilité génétique est liée à la notion de marqueur génétique. Les marqueurs

génétiques sont des séquences d’ADN polymorphes dont la localisation sur le génome est

connue. Plusieurs types de marqueurs existent, les plus utilisés étant des variations d’une

base nucléotidique (Single Nucleotide Polymorphisms ; SNPs). En théorie, les SNPs peuvent
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être observés sous quatre formes différentes, correspondant à chacune des quatre bases azo-

tées qui composent l’ADN : A, C, G et T. Cependant, ils sont en grande majorité bi-alléliques

dans les populations humaines. Ces polymorphismes sont répartis sur tout le génome et re-

présentent la grande majorité des variations du génome humain : la base dbSNP qui les

recense en compte actuellement près de 40 millions.110

Ces connaissances permettent la construction de cartes génétiques, dans lesquelles l’en-

semble des marqueurs connus sont positionnés les uns par rapport aux autres grâce à une

mesure de la distance, physique ou génétique, les séparant.

En pratique, il n’est pas nécessaire de génotyper l’ensemble des marqueurs. En effet,

au sein d’un bloc haplotypique, l’information génétique peut être considérée comme re-

dondante : si plusieurs SNPs sont en fort déséquilibre de liaison entre eux (r2 > 0.8), la

connaissance du génotype d’un seul est suffisante. Un SNP ainsi sélectionné dans un bloc

haplotypique est appelé tagSNP car il porte une information sur l’ensemble du bloc. La sé-

lection de tagSNPs permet la définition de panels de marqueurs utilisés en routine dans de

nombreuses applications.

Grâce aux progrès techniques initiés entre 2000 et 2005, le génotypage de ces marqueurs

est devenu plus fiable et moins coûteux. Cela a permis le développement de panels très

denses de SNPs, composés aujourd’hui de près de 5 millions de SNPs et offrant une bonne

couverture de l’ensemble du génome.

3.2 Stratégies d’identification des facteurs de risque géné-

tique

L’épidémiologie génétique a pour but d’identifier les facteurs de risque génétique des mala-

dies humaines. Les premiers d’entre eux ont été découverts pour des maladies dites mono-

géniques ou mendéliennes, c’est-à-dire liées à la présence d’une mutation dans un seul gène.
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Aujourd’hui, les études portent également sur des maladies dites multifactorielles résultant

de la combinaison complexe de facteurs multiples, à la fois génétiques et environnementaux.

Ce sont les maladies humaines les plus fréquentes, comme l’asthme, le diabète, les maladies

cardiovasculaires, les maladies psychiatriques ou la maladie d’Alzheimer.

Pendant longtemps, le schéma classique d’identification des gènes associés aux maladies

a été le suivant :

• Recherche d’arguments en faveur du caractère héritable de la maladie (agrégation

familiale, étude de jumeaux, facteurs génétiques décrits sur des modèles animaux de

maladie proche de la maladie étudiée, existence de groupes de familles dans lesquelles

une mutation dans un seul gène a été identifiée comme facteur nécessaire et suffisant

au développement de la maladie)

• Analyses de ségrégation permettant d’établir le mode de transmission le plus probable

(dominant, récessif, etc), le nombre gènes attendus et la pénétrance via l’analyse de

données familiales

• Analyse de liaison pangénomique réalisée sur des données familiales

• Génotypage des régions identifiées par analyse de liaison ou des gènes candidats conte-

nus dans celles-ci dans un nombre plus important de familles ou en population et

réalisation d’une étude d’association

• Si des gènes sont trouvés, caractérisation de ces derniers (modèles animaux)

3.2.1 Études de liaison génétique

Par définition, des individus apparentés ont des corrélations génétiques fortes, mesurables

entre autres par les coefficients d’apparentement. De plus, lorsque des variations du génome
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sont facteurs de risque pour une maladie, elles induisent une corrélation entre les statuts

cliniques des apparentés dans les familles.

Le but de l’analyse de liaison génétique est de localiser un ou des gènes impliqués dans

une maladie dans une région chromosomique via l’étude de la ségrégation conjointe entre

un ou plusieurs marqueurs et la maladie. À partir de données familiales, elle permet de

tester l’indépendance de transmission entre les marqueurs et la maladie dans les familles et,

si ce n’est pas le cas, de localiser le locus maladie par rapport aux marqueurs. En effet, si le

locus maladie est proche d’un marqueur, ce dernier se transmet préférentiellement avec la

maladie dans les familles. Montrer que la transmission de ces deux loci est liée permet donc

de positionner approximativement le locus maladie sur le génome grâce à la localisation

connue du marqueur.

Le caractère familial des données implique un petit nombre d’évènements de recombi-

naison. En conséquence, la résolution de ce type d’étude est faible et les régions chromo-

somiques identifiées peuvent potentiellement contenir des centaines de gènes. Par ailleurs,

cette stratégie est efficace pour les maladies dont la pénétrance suggère un modèle men-

délien simple, c’est-à-dire où des mutations peu fréquentes sur un seul gène ou un petit

nombre d’entre eux ont un effet fort sur le risque de maladie dans la population (p.ex.

maladie de Huntington, mucovicidose, certaines formes de cancers du sein, etc). Pour des

maladies complexes — où un grand nombre de gènes à effets modestes interagissent entre

eux et avec l’environnement — cette approche est beaucoup moins puissante.

3.2.2 Études d’association génétique

Les études d’association comparent la distribution des allèles ou des génotypes de marqueurs

génétiques chez des individus malades et témoins d’une population de sujets non apparen-

tés. On s’attend en effet à ce que la fréquence d’un variant impliqué dans une maladie soit

significativement différente dans l’échantillon de malades comparativement aux témoins. La
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détection d’une association entre un marqueur et la maladie suggère que le marqueur est soit

directement impliqué dans la maladie (variant causal), soit en déséquilibre de liaison avec

un variant causal. En effet, en cas de déséquilibre de liaison entre ces deux loci, la variation

génétique du marqueur est corrélée à celle du variant fonctionnel. Les études d’association

sont réalisées dans la plupart des cas à partir de méthodes utilisées en épidémiologie clas-

sique : test du χ2, test de rapport de vraisemblance ou régression logistique par exemple.

Ce type d’étude a été initialement limitée par les coûts et les capacités du génotypage. Les

premières études d’association ont donc été réalisées en complément des études de liaison,

avec des variants situés dans un pic de liaison génétique et à proximité de gènes dont la

fonction supposée suggérait leur implication dans le développement de la maladie. On parle

alors de stratégie « gène candidat ».

À partir de 2005, les connaissances apportées dans les modèles génétiques et la structure

du génome humain et les progrès réalisés dans les techniques de génotypage ont permis la

réalisation d’études d’association pangénomiques à des coûts raisonnables.111 Ces dernières,

mieux adaptées à la recherche de variants fréquents supposés impliqués dans les maladies

multifactorielles, ont remplacé les analyses de liaison pour la recherche de loci d’intérêt dans

les maladies complexes.

3.3 Études d’association pangénomiques

3.3.1 Contexte

3.3.1.1 Modèle maladie fréquente, variant fréquent

Deux articles fondateurs publiés en 1996 sont à l’origine de l’intérêt et de l’utilisation des

études d’association pangénomiques.112;113 Le but est alors de déterminer les caractéristiques

des variants génétiques impliqués dans les maladies multifactorielles. En effet, les premiers
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facteurs de susceptibilité génétique identifiés pour ces maladies, tel APOE dans le cas de

la maladie d’Alzheimer, ont des caractéristiques différentes des mutations rares impliquées

dans les maladies monogéniques (cf. section 3.4.2). De plus, les études de liaison se sont

révélées décevantes pour beaucoup de maladies multifactorielles.

L’article de Risch suggère que l’échec de cette approche est prévisible si les variants re-

cherchés sont des variants fréquents (MAF > 10%). L’hypothèse est donc faite que les mala-

dies fréquentes sont liées à des variants fréquents et que ces derniers seront plus facilement

détectés en utilisant des études d’association en population plutôt que des études de liaison.

En effet, les études d’association permettent d’avoir une puissance plus grande que les

études de liaison pour des variants fréquents. De plus, pour des variants associés à une

modulation du risque faible à modérée, seule une étude d’association est possible. En effet,

les effectifs nécessaires pour obtenir une puissance statistique équivalente dans une étude

de liaison seraient de l’ordre du million de sujets.

Ces calculs de puissance sont basés sur un nombre important de marqueurs. L’utilisation

de cartes denses de SNPs basées sur le déséquilibre de liaison est proposée pour limiter

le nombre de SNPs nécessaires tout en assurant une couverture complète du génome. Ces

pré-requis sont techniquement hors de portée en 1996. Néanmoins, l’hypothèse « maladie

fréquente, variant fréquent » (“Common Disease Common Variant”) prend forme et entraine

des réorientations stratégiques en vue de rendre possible la réalisation d’études d’association

pangénomiques.

3.3.1.2 Identification des variants fréquents : le projet Hapmap

Lancé en octobre 2002, le projet HapMap a pour objectif d’identifier les polymorphismes

fréquents présents sur le génome ainsi que les structures de déséquilibre de liaison entre

ces polymorphismes afin d’aider à la planification et à l’analyse des études génétiques sur

les maladies humaines.114 Un des buts recherchés est de permettre la réalisation d’études
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pangénomiques grâce à la sélection de tagSNPs sur l’ensemble du génome.

L’objectif initial est de génotyper 1 million de SNPs de MAF > 5% chez 269 individus

appartenant à 4 populations différentes, européenne, africaine, chinoise et japonaise. En

complément, une étude plus exhaustive sur certaines régions du génome (régions ENCODE)

par séquençage est réalisée. Les SNPs identifiés dans ces régions sont ensuite génotypés dans

l’ensemble de l’échantillon HapMap. L’objectif est atteint en 2005.115

Les principaux résultats étendent les connaissances sur la structure du génome à l’en-

semble de celui-ci. Ainsi, le LD est hétérogène sur l’ensemble du génome, les évènements

de recombinaison survenant dans 80% des cas dans des points chauds de recombinaison.

Par ailleurs, des millions de nouveaux SNPs sont identifiés et la faisabilité des études d’as-

sociation pangénomiques est démontrée. Le projet HapMap se poursuit avec la publication

régulière de nouvelles cartes des blocs haplotypiques.116;117 Plus récemment, ces efforts ont

été rejoints par le projet 1000 Genomes.118;119

3.3.1.3 Puces de génotypage

Les résultats du projet HapMap ont ouvert un marché à long terme pour les études pan-

génomiques, ce qui a stimulé l’industrie et a permis une amélioration des techniques de

génotypage et une diminution des coûts. Le génotypage utilisé dans les études pangéno-

miques se base sur les puces à ADN et des technologies comme Infinium et BeadArray120

développées par la companie Illumina121 (cf. figure 3.2). Le coût du génotypage d’un SNP

est passé de 1 dollar par échantillon en 2001 à 0.05 dollar en 2008. Actuellement, le coût du

génotypage de 2.5 millions de SNPs coûte environ 500 dollars par échantillon, soit 0.0002

dollar par SNP.
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(a) Technologie Infinium

(b) Technologie BeadArray (c) Exemples de puces

FIGURE 3.2 – Exemple de technologies utilisées dans le génotypage à haut débit (tiré de
[120])
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Tableau 3.1 – Choix et contraintes dans la conception d’une étude pangénomique

Choix Contrainte

Puissance maximale ⇔ Coût
Taille d’échantillon ⇔ Limite supérieure (temps et coût)
Quels SNPs génotyper ⇔ Disponibilité des puces commerciales
Analyses statistiques ⇔

3.3.2 Conception

Une étude d’association pangénomique est une étude cas-témoin réalisée dans une popula-

tion de sujets non apparentés. Le but est d’identifier les loci dont la fréquence allélique est

significativement différente entre cas et témoins. En ce sens, elle diffère peu de l’approche

gène candidat. Ses spécificités sont liées à son caractère de recherche systématique, sans à

priori, de loci associés aux maladies et au grand nombre de marqueurs génétiques testés qui

en découle.

Certaines contraintes résumées dans le tableau 3.1 doivent être prises en compte dans

la conception d’une étude d’association pangénomique.122 L’étude doit être conçue en terme

d’effectifs et de couverture du génome afin d’assurer une puissance statistique suffisante à

la détection de variants fréquents ayant un effet modeste. Ces choix sont contrebalancés

par les limitations imposées par les effectifs disponibles, le coût du génotypage et les panels

de marqueurs utilisés dans les puces commerciales. Le volume de données à analyser et

l’équipement informatique peuvent également limiter le choix des analyses statistiques.

3.3.2.1 Collecte des échantillons

La première étape d’une étude pangénomique consiste à collecter des échantillons adéquats,

le plus souvent des cas et des témoins. Si le trait est quantitatif, un tirage au sort en popula-

tion ou la sélection des valeurs extrêmes d’une distribution peuvent être envisagés.

Assurer une puissance statistique suffisante est un enjeu capital des études d’association
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pangénomiques. Celle-ci dépend de la taille d’effet et de la fréquence allélique du variant

fonctionnel, paramètres inconnus avant la réalisation de l’étude. L’effet et la fréquence at-

tendues du variant causal peuvent être estimées par les études antérieures. Par exemple,

pour un variant causal ayant un odds ratio de 1.25 et une MAF de 40%, une erreur de type

I α = 5 × 10−7 et un marqueur ayant un LD = 0.8, 3125 cas et 3125 témoins sont né-

cessaires pour obtenir une puissance de 80%. De plus, il est vraisemblable que le variant

fonctionnel recherché ne soit pas génotypé sur les puces commerciales. On utilise donc un

SNP en déséquilibre de liaison ce qui diminue d’autant plus la puissance et augmente la

taille de l’échantillon requis par un facteur proportionnel à l’inverse de la corrélation, mesu-

rée par le r2, entre le marqueur et le variant causal. Cette corrélation dépend également de

la couverture du génome par la plateforme de génotypage utilisée.

La sélection des échantillons se fait normalement lors de la conception de l’étude. Ce-

pendant, les impératifs de puissance statistique imposant une taille d’étude importante, on

utilise l’ensemble des échantillons à disposition. En conséquence, la gestion de certains pro-

blèmes spécifiques des études d’association génétique est transférée à la partie « analyse »

de l’étude. Le plus important d’entre eux est la structure de la population. Celle-ci survient

quand la population d’étude est composée de sous-populations entre lesquelles il y a peu

d’unions. Dans ce cas, des différences de fréquences alléliques peuvent survenir au hasard

entre les sous-populations. Si les sous-populations ne sont pas échantillonnées également

chez les cas et les témoins (p.ex. une population est sous-représentée chez les témoins,

l’autre sur-représentée chez les cas), tous les loci qui diffèrent en terme de fréquence al-

lélique entre ces sous-populations pourront apparaitre comme associés avec le risque de

maladie. L’échantillonnage différentiel peut survenir à cause d’une mauvaise conception de

l’étude, de variations aléatoires, ou parce qu’une sous-population a une incidence plus élevée

de maladie (pour des raisons culturelles, environnementales ou génétiques). Par exemple,

en Europe, les unions ont tendance à survenir dans des zones géographiques restreintes, ce
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qui peut entraîner des variations dans les fréquences alléliques. Si celles-ci sont trop petites

pour avoir affecté les études réalisées jusqu’ici, elles pourraient être à l’origine de faux posi-

tifs si on s’intéresse à des variants ayant des effets faibles. Un appariement devrait donc être

réalisé au moins par pays et si possible, sur des zones géographiques plus petites. Ceci im-

plique une information sur l’origine des sujets contenue dans les bases plus précise que, par

exemple, « de descendance européenne ». Néanmoins, des techniques existent pour détecter

la stratification et en tenir compte dans les analyses.

L’enrichissement génétique consiste en la sélection de cas qui présentent en plus de la

maladie considérée, d’autres caractéristiques à forte composante génétique, comme un âge

d’apparition plus bas, des antécédents familiaux, ou une forme plus grave de la maladie.

L’avantage de cette méthode est un gain de puissance statistique. Néanmoins, les inconvé-

nients sont nombreux. L’information est plus difficile à retrouver et souvent de moins bonne

qualité. Le gain de puissance attendu est donc contrebalancé par la taille plus faible des

échantillons. De plus, rien ne garantit que la caractéristique considérée apporte un enrichis-

sement génétique. Enfin, la généralisation des résultats peut être compromise.

3.3.2.2 Génotypage

Une fois que les échantillons ont été collectés, l’étape suivante est de les génotyper. Après

traitement du signal, les résultats des puces indiquent pour chaque SNP, le génotype des

individus en terme d’intensité des deux allèles du SNP. Si on représente graphiquement les

deux intensités pour tous les individus, on voit apparaître, dans le meilleur des cas, trois

groupes correspondant aux génotypes (deux homozygotes, un hétérozygote) (cf. figure 3.3).

L’utilisation de « calling algorithms » permet d’attribuer un génotype aux groupes définis par

l’intensité.123;124
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FIGURE 3.3 – Exemple de graphe d’intensité. (a) Les trois génotypes apparaissent distincte-
ment et l’algorithme attribue correctement les génotypes. (b) En raison de leur proximité,
une partie des groupes AA et AB est classée en données manquantes par l’algorithme (en
gris). Tiré de [125]

3.3.2.3 Contrôle qualité

De nombreux problèmes, d’ordre technique ou statistique, peuvent être à l’origine de ré-

sultats faussement positifs et perturber la détection des marqueurs génétiques associés à la

maladie considérée. Ces problèmes étaient déjà connus dans les études d’association gènes

candidats mais ont été exarcerbés par la taille des études d’association pangénomiques. Afin

de limiter au maximum ces faux positifs, des critères qualité doivent être systématiquement

appliqués.125–129 Les critères utilisés pour les SNPs visent à détecter d’éventuelles erreurs

de génotypage. Les critères utilisés chez les individus cherchent à identifier une mauvaise

qualité de l’ADN ou une structure cachée de la population (stratification, apparentement).

Contrôle qualité sur les SNPs.

• Taux de données manquantes (Call Rate). Les SNPs ayant un pourcentage élevé

de données manquantes peuvent avoir une mauvaise qualité pour les données non
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manquantes

• Équilibre de Hardy-Weinberg (HWE). Une déviation de l’HWE peut être observée en

cas de stratification de la population, d’apparentement entre individus ou d’erreur de

génotypage ce qui permet d’identifier des SNPs à problèmes. Une association positive

entre un marqueur et une maladie pouvant être à l’origine d’un léger déséquilibre, des

seuils de significativité très bas sont utilisés (p < 1× 10−6)

• Fréquence Allélique.

– Pour les SNPs ayant une MAF basse, l’attribution des génotypes par les algo-

rithmes est plus difficile en raison des faibles effectifs potentiels dans les diffé-

rentes catégories (le groupe homozygote pour l’allèle mineur peut être manquant

et le groupe hétérozygote de faible taille) et le risque de données manquantes et

d’erreurs de génotypage est plus élevé

– Enfin, les SNPs ayant une MAF basse ne permettent pas d’obtenir une puissance

statistique suffisante à leur détection

– En conséquence, les SNPs ayant une MAF basse sont exclus des résultats

• Tout autre donnée à disposition (chronologie des plaques de génotypage ou différence

de call rate entre cas et témoins par exemple) doit être utilisée en cas d’observation

inhabituelle

Le contrôle qualité sur les SNPs peut se faire avant ou après l’analyse statistique. Les

seuils choisis n’étant pas fixes, il est intéressant de faire une comparaison avant-après des

résultats de l’analyse. Ceci peut être réalisé par l’utilisation de graphiques quantile-quantile

qui comparent la distribution des statistiques de tests observée à celle attendue sous l’hypo-

thèse nulle (cf. figure 3.4). Enfin, l’analyse des graphes d’intensité des SNPs les plus associés

au trait d’intérêt permet de valider l’absence de problème d’attribution des génotypes.
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FIGURE 3.4 – Exemple de diagramme quantile-quantile
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FIGURE 3.5 – Exemple de sélection des sujets basée sur le taux d’hétérozygotie et le taux de
données manquantes

Contrôle qualité chez les individus. Une mauvaise qualité de l’ADN peut être suspectée

en cas de valeurs anormales de mesures comme le taux de génotypes manquants par individu

ou le taux d’hétérozygotie par individu (cf. figure 3.5). Le contrôle du sexe des individus se

fait via la comparaison des informations entre données cliniques et données génétiques.

L’apparentement entre individus peut s’estimer à partir de scores de proximité génétique.

Comme mentionné section 3.3.2.1, une sous-structure de la population peut entraîner

des faux positifs. Un contrôle de cette stratification est idéalement réalisé lors de la consti-

tution de l’échantillon. Néanmoins, il n’est pas toujours possible d’apparier sur le groupe

ethnique ou la situation géographique. De plus, une stratification n’est pas identifiable via

les données phénotypiques et doit être recherchée dans les données génétiques.

La méthode la plus simple est de tester l’équilibre de Hardy-Weinberg mais la capacité

de ce test à détecter une stratification modeste est faible. Un excès de résultats significatifs

représentés sur un graphe quantile-quantile peut également indiquer une stratification de
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la population. Cette inflation est quantifiée par le λ.130;131 D’autres approches attribuent les

individus à des sous-populations théoriques mais celles-ci supposent qu’il existe une stratifi-

cation de la population, ce qui n’est pas toujours le cas. De plus, leur application requiert des

moyens informatiques importants. L’approche la plus utilisée pour détecter une structure de

population est l’analyse en composante principale (ACP). La population peut être combinée

avec les données d’une population de référence — par exemple HapMap — ce qui permet

d’obtenir un aperçu des grandes structures de population (européenne, asiatique, africaine)

(cf figure 3.6). L’ACP peut ensuite être utilisée pour détecter des structures plus fines de po-

pulation. Ces mesures permettent la prise en compte d’une structure de population dans les

analyses statistiques, d’une part via l’exclusion d’une partie de la population avant analyse

— par exemple, les études pangénomiques se sont surtout intéressées aux individus de des-

cendance européenne et ont exclu les individus de descendance asiatiques et africaines — et

d’autre part via l’ajustement sur les composantes principales dans l’analyse et la pondération

des statistiques de test par le λ.

3.3.2.4 Analyse statistique

Les tests statistiques utilisés dans les études d’association pangénomiques peuvent être si-

milaires à ceux utilisés en épidémiologie classique ou prendre en compte les spécificités des

données génétiques. Pour les GWAS, le volume de données à analyser et l’équipement infor-

matique disponible limitent souvent le choix aux tests les plus simples.

L’approche la plus couramment utilisée consiste en l’analyse individuelle de tous les SNPs

disponibles. On considère souvent les allèles dans un modèle génétique additif. Dans ce

cas, le nombre de copies d’un des deux allèles d’un SNP est utilisé en tant que variable

quantitative, et testé par un test du χ2 de tendance ou dans une régression logistique.

D’autres analyses sont possibles. Dans les GWAS, les signaux d’association significatifs

sont situés dans des régions génétiques de petite taille. Les différents loci portant ces signaux
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FIGURE 3.6 – Exemple d’ACP incluant les données Hapmap

sont souvent corrélés entre eux mais peuvent parfois être des variants causals indépendants.

Le modèle multi-locus consiste à ajuster sur les SNPs significativement associés d’une même

région pour tester l’indépendance entre loci. Néanmoins, l’inclusion de SNPs potentiellement

corrélés entre eux peut poser des problèmes de colinéarité.

Les SNPs peuvent également être utilisés sous formes d’haplotypes. Les avantages par

rapport à l’analyse d’un SNP seul sont une meilleure couverture de l’information du génome

et une identification plus facile des variants rares. Ces analyses nécessitent des techniques

statistiques spécifiques car les haplotypes des sujets sont inconnus et doivent donc être in-

férés à partir des génotypes. Ces analyses peuvent porter sur l’ensemble du génome via

l’utilisation de fenêtres mobiles, mais posent des problèmes de charge de calcul et de tests

multiples.

Une étude d’association pangénomique peut également chercher à identifier des gènes

qui influencent des traits quantitatifs (quantitative trait loci, QTL). Ces études sont alors
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FIGURE 3.7 – Exemple de Manhattan Plot

basées sur des échantillons aléatoires réalisés en population. Comme dans les études cas-

témoins, l’association dépend du LD entre un marqueur et un locus impliqué dans un trait.

Elles peuvent être indépendantes ou complémentaires d’une étude cas-témoin. L’analyse fait

alors appel à une régression linéaire.

L’interprétation du test se fait classiquement via le calcul de la P-value et sa comparaison à

un seuil de significativité. Les seuils utilisés sont souvent bas en raison du nombre important

de tests réalisés. Une simple correction de Bonferroni est conservatrice, les tests n’étant pas

tous indépendants en raison du LD. On choisit donc souvent un seuil entre 10−5 et 10−8. La

présentation des résultats des tests se fait sous la forme d’un « Manhattan Plot » représentant

en abcisse les positions chromosomiques et en ordonnée, − log 10(P), de sorte que plus un

test est significatif, plus il apparait haut (cf. figure 3.7).

En cas de résultats significatifs, trois interprétations possibles peuvent être faites :

• Le locus est causal et influence directement le risque de maladie. Des études fonction-
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Tableau 3.2 – Éléments de preuve dans une étude d’association pangénomique

Preuve Forte Preuve Faible

L’association n’est pas liée SNP suspicieux
à un artefact (erreur de
génotypage, stratification)
P-value faible P-value haute
Puissance de l’étude élevée Puissance faible
MAF élevé MAF faible
Gène candidat Région intergénique
SNP connu pour être associé SNP inconnu

nelles sont nécessaires

• Les allèles sont corrélés aux allèles à risque via le LD mais n’influencent pas directe-

ment le risque de maladie

• Le résultat est un faux positif

Il est intéressant d’estimer le risque via le calcul d’un odds ratio, d’une mesure d’impact

comme la fraction de risque attribuable en population ou d’un pourcentage de variance

génétique expliquée. Néanmoins, ces mesures sont difficiles à interpréter et dépendent de

la population étudiée. Ces éléments et d’autres résumés dans le tableau 3.2 permettent de

discuter de la crédibilité des résultats obtenus.

Malgré les précautions prises pendant la conception de l’étude et la collecte, le nettoyage

et l’analyse des données, le risque de faux-positifs reste élevé. La meilleure validation reste

donc la réplication des résultats obtenus dans une population indépendante. Cette étape per-

met également d’estimer plus précisément le risque associé au SNP, celui-ci ayant tendance

à être initialement surestimé (« winner’s curse »).132;133
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FIGURE 3.8 – Principe de l’imputation génétique (tiré de [139])

3.3.2.5 Imputation et méta-analyses

La méta-analyse d’études d’association pangénomiques permet d’augmenter considérable-

ment la taille de l’étude et la puissance statistique et améliore la détection de variants à

effet faible.134–138 Celle-ci se fait SNP par SNP et ne diffère pas de celle utilisée en épidé-

miologie classique. Le problème principal provient du manque de recoupement entre les

marqueurs utilisés dans les différentes puces de génotypage. L’imputation des génotypes est

une technique statistique permettant d’inférer les génotypes manquants à partir d’un panel

de référence — par exemple, HapMap ou 1000 Genomes139 (cf. figure 3.8). Chaque étude

dispose ainsi d’un panel de marqueurs commun, ce qui permet de réaliser une méta-analyse.
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3.4 Facteurs de risque génétique de maladie d’Alzheimer

3.4.1 Facteurs génétiques impliqués dans les formes familiales de ma-

ladie d’Alzheimer

Historiquement, l’identification des premières mutations responsables de maladie d’Alzhei-

mer fait suite à la découverte du peptide Aβ et le constat que ce peptide est retrouvé à la

fois chez des patients atteints de maladie d’Alzheimer et chez des sujets trisomiques 21, qui

présentent presque systématiquement un syndrome démentiel à partir de 40 ans.61;63 L’hy-

pothèse que des mutations d’un gène situé sur le chromosome 21 sont responsables de la

maladie d’Alzheimer est alors émise.63

En 1987, le gène APP codant pour le précurseur du peptide amyloïde est identifié.140–143

Ce gène constitue un bon candidat car situé à proximité d’un pic de liaison avec des formes

familiales de maladie d’Alzheimer.144 Ceci est confirmé par l’identification des premières

mutations causant la maladie d’Alzheimer dans le gène de l’APP.145–148

Les mutations du gène APP n’expliquent qu’une partie des formes familiales de maladie

d’Alzheimer. En 1995, d’autres mutations associées à ces formes sont découvertes dans les

gènes PSEN1149 et PSEN2150, codant respectivement pour les présénilines 1 et 2.

Actuellement, 32 mutations sont recensées dans le gène APP, 185 dans le gène PSEN1 et

13 dans le gène PSEN2 (voir tableau 3.3, Alzheimer Disease and Frontotemporal Dementia

Mutation Database ; http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations).151 Ces mutations à

l’exception d’une, sont à transmission autosomique dominante et à pénétrance complète.

Elles sont à l’origine de modifications dans la production du peptide Aβ (augmentation glo-

bale ou augmentation du ratio Aβ
x−42/Aβx−40) ou d’une modification du peptide responsable

d’une augmentation de son agrégation. Aucun autre gène n’a pour le moment été identifié

comme associé aux formes familiales de maladie d’Alzheimer. Par ailleurs, ces gènes ne sont
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Tableau 3.3 – Gènes impliqués dans les formes familiales précoces de maladie d’Alzheimer
et leurs effets pathogènes (tiré de [62] et de [151])

Gène Protéine Localisation Mutations Familles ou Phénotype moléculaire
génomique (clinique/ individus

indéterminée/
bénigne)

APP Précurseur du 21q21.2 32/1/6 90 Ratio Aβ1−42/Aβ1−40 augmenté
peptide amyloïde β Production d’Aβ augmentée

Agrégation d’Aβ augmentée
PSEN1 Préséniline 1 14q24.3 185/8/4 411 Ratio Aβ1−42/Aβ1−40 augmenté
PSEN2 Préséniline 2 1q42.13 13/7/5 34 Ratio Aβ1−42/Aβ1−40 augmenté

pas ou peu impliqués dans les formes tardives de maladie d’Alzheimer. Ainsi, une seule étude

a récemment identifié dans une population islandaise une mutation protectrice des formes

tardives de maladie d’Alzheimer sur le gène de l’APP.152

3.4.2 Facteurs de risque génétique des formes sporadiques de maladie

d’Alzheimer

Les mutations impliquées dans les formes familiales précoces ne semblent pas moduler le

risque des formes tardives en dehors de celle décrite dans [152]. La recherche de facteurs

de susceptibilité génétique dans les formes tardives représente donc un enjeu important au

vu des avancées permises par la découverte des gènes impliqués dans les formes précoces.

Historiquement, le gène APOE codant pour l’apolipoprotéine E a été un des premiers

candidats à être étudié. En effet, un pic de liaison avait été détecté dans la région corres-

pondante sur le chromosome 19.153 De plus, une colocalisation de APOE dans les plaques

amyloïdes avait déjà été retrouvée.154;155

Les deux variants les plus fréquents du gène de l’APOE déterminent un haplotype à trois

allèles, ε2, ε3 et ε4. Ces allèles sont responsables de modifications dans la séquence d’acides

aminés de la protéine et de la synthèse de trois isoformes de l’APOE : APOE2 (cys112,
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Tableau 3.4 – Risque de maladie d’Alzheimer associé aux allèles du gène APOE chez des
sujets de descendance européenne (tiré de [158])

Études hospitalière/autopsique Études en population

Génotype APOE N OR (CI 95%) N OR (CI 95%)

ε3/ε3 2854 1.0 (référence) 2683 1.0 (référence)
ε2/ε2 21 0.6 (0.2-2.0) 36 0.9 (0.3-2.8)
ε2/ε3 447 0.6 (0.5-0.8) 568 0.6 (0.5-0.9)
ε2/ε4 141 2.6 (1.6-4.0) 152 1.2 (0.8-2.0)
ε3/ε4 2171 3.2 (2.8-3.8) 1226 2.7 (2.2-3.2)
ε4/ε4 671 14.9 (10.8-20.6) 193 12.5 (8.8-17.7)

cys158), APOE3 (cys112, arg158) et APOE4 (arg112, arg158).

En 1993, l’allèle ε4 du gène de l’APOE est identifié comme un facteur de risque impor-

tant de maladie d’Alzheimer.156;157 Les porteurs d’un allèle ε4 ont un risque multiplié par

4 et les porteurs de deux allèles ε4 un risque multiplié par 12 comparativement aux non-

porteurs158–160 (cf tableau 3.4). Le risque à long terme de maladie d’Alzheimer a également

été évalué en fonction des génotypes de l’APOE. Comparativement à un risque global à long

terme de 11% et 14% chez des hommes et femmes âgés de 85 ans, les risques étaient de 51%

et 60% chez les hommes et femmes APOE44 et 23% et 30% chez les hommes et femmes

APOE34.160 L’allèle ε2 est quant à lui protecteur.161;162 Au total, la fraction attribuable de

risque de l’APOE dans la maladie d’Alzheimer est estimée entre 20% et 70%, les estimations

réalisées dans les études longitudinales, potentiellement plus fiables, étant de 20%.163

Sur la base de ces premiers résultats prometteurs, de nombreux travaux recherchant des

associations entre gènes candidats et formes tardives de maladie d’Alzheimer sont initiés.

Entre 1996 et 2005, plus de 1000 articles portant sur plus de 500 gènes sont publiés. De-

vant cette masse de résultats, la base Alzgene est créée afin d’évaluer chaque gène-candidat

selon des critères reproductibles et réaliser si possible des méta-analyses.159 Cette démarche

confirme l’APOE comme plus important facteur de risque génétique des formes tardives de
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la maladie d’Alzheimer. Elle permet également d’objectiver l’absence de réplication de la

plupart des autres gènes-candidats. Plusieurs raisons peuvent expliquer ce manque de re-

productibilité.163

Jusqu’au milieu des années 2000, APOE est donc le seul facteur de risque génétique de

maladie d’Alzheimer identifié avec certitude. À partir de 2005, l’émergence des études d’as-

sociation pangénomiques et leurs premiers succès164;165 permet d’espérer des avancées ma-

jeures dans le champs de la génétique des maladies multifactorielles et de la maladie d’Alz-

heimer. Les premières études réalisées sont cependant décevantes en ce sens que, même si

elles apportent une confirmation supplémentaire du rôle du gène APOE, elles ne permettent

pas d’identifier de façon robuste de nouveaux facteurs de risque génétique de maladie d’Alz-

heimer. Ceci peut s’expliquer par les faibles tailles des populations d’étude utilisées, qui se

traduisent comme dans les études gènes-candidats par un manque de puissance statistique

en regard des tailles d’effet attendues. Il faut attendre la constitution de consortia inter-

nationaux permettant de disposer de milliers d’individus pour voir enfin l’identification de

nouveaux variants associés au risque de maladie d’Alzheimer. En 2009, l’European Alzhei-

mer’s Disease Initiative (EADI) et le consortium Genetic and Environmental Risk in Alzhei-

mer’s Disease (GERAD), deux consortia européens, identifient les gènes CLU, CR1 et PICALM

comme nouveaux facteurs de risque de maladie d’Alzheimer.166;167 En 2010, le groupe de

travail « neurologie » du consortium Cohorts for Heart and Aging in Genomic Epidemiology

(CHARGE) identifie également le gène BIN1.168

Ces derniers se basent tous sur une conception d’étude classique cas-témoins, sur l’utilisa-

tion d’imputations génétiques et la réalisation de méta-analyses. L’utilisation de phénotypes

intermédiaires permet également de mettre en évidence de nouveaux marqueurs. Ces diffé-

rents résultats sont résumés dans le tableau 3.5.
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Tableau 3.5 – Principaux variants génétiques significativement associés à la maladie d’Alz-
heimer dans les études pangénomiques (P < 5× 10−8)

Phénotype Auteur Année de Gènes proches Région Meilleur SNP P
publication chromosomique -allèle à risque

Maladie d’Alzheimer
Lambert JC 166 2009 CR1 1q32.2 2-SNP haplotype 3e-10
Naj AC 169 2010 Intergenic 2q12.3 rs4676049-A 4e-08
Hu X 170 2011 BIN1 2q14.3 rs12989701- ? 3e-10
Hu X 170 2011 BIN1 2q14.3 rs744373- ? 1e-10
Naj AC 169 2010 MTHFD1L 6q25.1 rs11754661-A 2e-10
Harold D 167 2009 CLU 8p21.1 rs11136000- ? 9e-10
Lambert JC 166 2009 CLU 8p21.1 3-SNP haplotype 6e-10
Reiman EM 171 2007 GAB2 11q14.1 rs2373115-G 1e-10
Harold D 167 2009 PICALM 11q14.2 rs3851179- ? 1e-09
Abraham R 172 2008 APOE, PVRL2, TOMM40 19q13.32 rs6859-A 6e-14
Feulner TM 173 2010 APOE, TOMM40 19q13.32 rs157580- ? 1e-40
Harold D 167 2009 APOE, TOMM40 19q13.32 rs2075650- ? 2e-157
Lambert JC 166 2009 APOE 19q13.32 rs2075650- ? 2e-16
Heinzen EL 174 2010 APOE, TOMM40 19q13.32 rs2075650- ? 3e-11
Seshadri S 168 2010 APOE 19q13.32 rs2075650-G 1e-295
Naj AC 169 2010 APOE,TOMM40 19q13.32 rs2075650-G 5e-36
Coon KD 175 2007 APOE 19q13.32 rs4420638- ? 1e-39
Webster JA 176 2008 APOE 19q13.32 rs4420638- ? 1e-39
Li H 177 2008 APOC1, APOE 19q13.32 rs4420638- ? 2e-44

Biomarqueurs (LCR)
AB1-42 Han MR 178 2010 CYP19A1 15q21.2 rs2899472-A 2e-09
T-tau Han MR 178 2010 Intergenic 12q24.23 rs1997111-T 1e-08

Imagerie (IRM)
Atrophie cérébrale Furney SJ 179 2011 ZNF292 6q14.3 rs1925690- ? 3e-08
Volume cérébral Seshadri S 180 2007 CDH4 20q13.33 rs1970546- ? 4e-08

Vieillissement
Lunetta KL 181 2007 Intergenic 2p12 rs10496265- ? 1e-08
Poduslo SE 182 2010 LRP1B 2q22.1 rs12474609- ? 6e-09
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Deuxième partie

Travaux personnels
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4
Travaux de thèse

Durant cette thèse, j’ai d’abord cherché à acquérir les compétences informatiques et statis-

tiques nécessaires à la réalisation des différentes étapes d’une étude d’association pangéno-

mique — manipulation de grands jeux de données, contrôle qualité, analyse, méta-analyse,

annotation. . . Ces compétences m’ont permis d’intégrer des projets d’épidémiologie géné-

tique d’importance croissante au sein de l’unité INSERM U744, du consortium EADI, puis du

consortium IGAP (International Genomics of Alzheimer’s Project).

Dans un premier temps, j’ai participé à une étude de réplication des résultats produits

par l’approche gène-candidat en utilisant des données pangénomiques.183 Une des expli-

cations à l’échec relatif de cette approche dans le champs de la maladie d’Alzheimer est

que les résultats initialement publiés sont des faux-positifs, conséquence de faibles tailles

d’échantillon. Les études d’association pangénomiques étant généralement menées chez un

nombre important de participants, leur utilisation dans une étude de réplication paraissaient

intéressante.

Par la suite, j’ai participé aux travaux d’identification de nouveaux facteurs de risque

génétique de maladie d’Alzheimer.
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Tout d’abord nous avons cherché à augmenter la puissance statistique de l’approche pan-

génomique classique (cas-témoin) en augmentant les tailles d’échantillon étudiées. Grâce

à des collaborations internationales, nous avons ainsi pu disposer de plusieurs dizaines de

milliers de cas et de témoins et réaliser la plus grande étude d’association pangénomique de

la maladie d’Alzheimer à ce jour (Lambert et collaborateurs, 2013, Nat Genet. Soumis).

Je me suis ensuite intéressé à l’étude de plusieurs phénotypes intermédiaires associés

à la maladie d’Alzheimer. Le diagnostic de maladie d’Alzheimer est un diagnostic probabi-

liste, et le résultat de plusieurs dizaines d’années d’activité du processus physiopathologique

initial, en interaction avec d’autres processus modulant le risque de maladie d’Alzheimer

(diabète, facteur de risque cérébrovasculaire, accidents vasculaires cérébraux, etc.). Ainsi, la

recherche de facteurs de risque génétique par approche cas-témoin peut être perturbée par

l’hétérogénéité des évènements ayant conduit au diagnostic de maladie d’Alzheimer. L’uti-

lisation de phénotypes intermédiaires chez des sujets non-déments permet de focaliser la

recherche vers des mécanismes physiopathologiques pré-symptomatiques, augmentant po-

tentiellement la puissance statistique.184 En raison de mon implication importante dans ce

projet, je présenterai les résultats d’une méta-analyse d’études d’association pangénomiques

portant sur les taux plasmatiques des peptides Aβ (Chouraki et collaborateurs, 2013, Mol

Psychiatry. Soumis).

Chacun de ces travaux sera découpé en trois parties : présentation des travaux, contribu-

tion personnelle et article.

4.1 Réplication des résultats de l’approche gène candidat

• Laumet G, Chouraki V, Grenier-Boley B, Legry V, Heath S, Zelenika D, et al. Sys-

tematic analysis of candidate genes for Alzheimer’s disease in a French, genome-

wide association study. J Alzheimers Dis. 2010;20(4):1181–1188. Available from:
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http://dx.doi.org/10.3233/JAD-2010-100126

Présentation des travaux

Les mutations survenant dans les gènes du précurseur du peptide Aβ (APP) et des présé-

nilines 1 et 2 sont responsables de la majorité des formes autosomiques dominantes de la

maladie d’Alzheimer. Cependant, ces formes représentent moins de 1% des cas de maladie

d’Alzheimer. La génétique des formes sporadiques de la maladie d’Alzheimer est plus com-

plexe.

Malgré un nombre important de publications utilisant l’approche gène candidat, seul

le gène codant pour l’apolipoprotéine E (APOE) a été identifié de manière robuste comme

facteur de risque génétique. Celui-ci expliquerait 20 à 25% des formes non-Mendéliennes de

la maladie, laissant à penser que d’autres facteurs de risque génétique restent à découvrir.

La base de données AlzGene a été créée dans le but de synthétiser et de méta-analyser

les données d’association publiées dans le champ de la génétique de la maladie d’Alzheimer.

Trois grands résultats ont émergés de ce travail :

• En dehors de l’APOE, les méta-analyses ont identifié une trentaine de gènes associés à

un risque faible à modéré de maladie d’Alzheimer

• En dehors de quelques variants, la plupart des gènes ont été étudiés dans un petit

nombre d’échantillons indépendants

• Un nombre limité de variants a été étudié dans chaque gène avec des variations d’une

étude à l’autre

En plus de la base de données AlzGene, la recherche en génétique s’est tournée vers

les technologies de génotypage à haut débit. Ainsi, des centaines de milliers de variants

peuvent être étudiés, le plus souvent dans une étude cas-témoin, dans un grand nombre
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de participants. Dans ce travail, ces données ont été utilisées pour réaliser une étude de

réplication des données de la base AlzGene.

En utilisant deux approches de réplication, locale et exacte, nous avons tenté de répliquer

les associations décrites dans la base AlzGene pour les 20 « meilleurs » gènes candidats en

utilisant les données de 2032 cas atteints de maladie d’Alzheimer et 5328 témoins issus du

consortium EADI.

Dans l’approche locale, des associations significatives étaient retrouvés pour seulement

10 des 20 gènes de AlzGene. Pour l’approche exacte, seul un SNP situé dans le gène TFAM

présentait une association significative à la fois dans AlzGene et dans EADI, et des Odds Ra-

tios allant dans le même sens. Ces résultats étaient pour nous, une indication que les signaux

générés par approche gène candidat étaient pour la plupart, soit des faux-positifs, soit pré-

sentaient des tailles d’effet extrêmement faibles. Nous en avons conclu que l’augmentation

de la puissance statistique, via la réalisation de méta-analyses d’études d’association pangé-

nomiques, serait une étape indispensable à l’identification de nouveaux facteurs de risque

génétique de la maladie d’Alzheimer.

Contribution

Dans ce travail, j’ai réalisé l’ensemble des analyses statistiques. J’ai également participé à la

rédaction de la partie « matériels et méthodes » et à la relecture de l’article.

4.2 Méta-analyses d’études d’association pangénomiques :

études cas-témoins

• Hollingworth P, Harold D, Sims R, Gerrish A, Lambert JC, Carrasquillo MM, et al. Com-

mon variants at ABCA7, MS4A6A/MS4A4E, EPHA1, CD33 and CD2AP are associa-
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ted with Alzheimer’s disease. Nat Genet. 2011 May;43(5):429–435. Available from:

http://dx.doi.org/10.1038/ng.803

• Lambert JC et collaborateurs. Extended meta-analysis of 74,538 individuals identifies

11 new susceptibility loci for Alzheimer’s disease. Nat Genet. 2013 (sous presse)

Présentation des travaux

Les données de la littérature ont démontré qu’en dehors d’APOE, les facteurs de risque gé-

nétique de la maladie d’Alzheimer ont un effet faible à modéré sur le risque de maladie.

Augmenter la taille des échantillons disponibles permet d’augmenter la puissance statistique

et d’améliorer la détection de ces facteurs de risque. En 2009 et 2010, trois consortia, EADI,

GERAD et CHARGE ont mis en évidence de manière robuste 4 nouveaux facteurs de risque

génétique de maladie d’Alzheimer, CLU, CR1, PICALM et BIN1.166–168 Cependant, malgré la

découverte de ces nouveaux facteurs de risque génétique, une part importante de la variabi-

lité génétique de la maladie d’Alzheimer reste inconnue.

En 2011, une étude d’association pangénomique basée sur la collaboration de ces trois

consortia a été menée, permettant de disposer de 19870 cas et 39846 témoins.185 La concep-

tion de cette étude comportait une phase de découverte et deux phases de réplication suc-

cessives. Elle a permis de confirmer les résultats concernant BIN1 (meta P = 3.7× 10−14) et

CR1 (meta P = 2.6×10−14) et d’identifier deux nouveaux loci associés au risque de maladie

d’Alzheimer situés à proximité de ABCA7 (rs3764650, meta P = 4.5× 10−17) et du cluster

de gènes MS4A (rs610932, meta P = 1.8× 10−14).

Par ailleurs, ces données ont également été utilisées pour répliquer les associations sug-

gestives identifiées par un consortium américain, le Alzheimer’s Disease Genetics Consor-

tium (ADGC).186 En combinant ces résultats, trois loci supplémentaires ont ainsi été iden-

tifiés à proximité des gènes CD2AP (P = 8.6 × 10−9), CD33 (P = 1.6 × 10−9) et EPHA1
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(P = 6.0× 10−10).

Néanmoins, ces gènes expliquent moins de 35% du risque génétique attribuable de la

maladie d’Alzheimer. Afin de disposer de la puissance statistique nécessaire à l’identification

de nouveaux facteurs de risque génétique de la maladie d’Alzheimer, nous avons donc décidé

de regrouper les populations des quatre grands consortia dans un projet commun, IGAP.

L’ensemble des études pangénomiques composant ces consortia représentait 17008 cas et

37646 témoins. Dans chaque étude, les données génétiques ont été imputées sur le panel de

référence européen du projet 1000 Genomes. La méta-analyse de ces études d’association

pangénomiques a constitué la phase de découverte de ce travail (étape 1). 11632 SNPs

ayant un niveau d’association modéré (P < 10−3) dans cette méta-analyse ont ensuite été

génotypés dans une population de réplication indépendante (étape 2). Celle-ci incluait 8572

cas et 11392 témoins de descendance européenne originaires d’Autriche, Belgique, Finlande,

Allemagne, Grèce, Hongrie, Italie, Espagne, Suède, du Royaume Uni et des USA.
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FIGURE 4.1 – Résultats de l’étape de découverte de Lambert et collaborateurs, 2013. Les losanges rouges indiquent les
résultats après analyse combinée des étapes de découverte et de réplication
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Dans l’étape 1, en plus du locus de l’APOE, 14 loci atteignaient le seuil de significa-

tivité pangénomique (cf. figure 4.1). Neuf avaient déjà été identifiés comme facteur de

risque génétique de maladie d’Alzheimer et cinq (HLA-DRB5/HLA-DRB1, PTK2B, SORL1,

SLC24A4/RIN3 and DSG2) étaient des nouveaux loci. SORL1 avait déjà été identifié comme

facteur de risque génétique de maladie d’Alzheimer via une approche gène candidat et dans

une GWAS combinant les données ADGC avec une population asiatique.

Les résultats des étapes 1 et 2 et de leur combinaison sont présentés dans le tableau 4.1.

À l’exception de CD33 et DSG2, nous avons répliqué tous les autres loci qui étaient significa-

tifs à l’étape 1. De plus, 7 nouveaux loci atteignaient le seuil de significativité pangénomique

dans l’analyse combinée. Aucun locus en dehors de celui de DSG2 ne présentait d’hétéro-

généité significative entre études. Afin de mieux identifier d’éventuels gènes causals, nous

avons également recherché des associations avec l’expression de gènes pour les SNPs situés

à moins de 500 kb des meilleurs SNPs et ayant une p-value inférieure à 5×10−8 (cf. tableau

4.2). Nous avons pour cela utilisé les données disponibles en ligne sur le site du Pritchard

Lab (http://eqtl.uchicago.edu/All.individual.tracks.gff.v3.gz).
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Tableau 4.1 – Résumé des étapes de découverte, réplication et de leur combinaison pour les SNPs atteignant le seuil de
significativité pangénomique

Discovery Replication Overall

SNP Chr. Position Closest gene Major/Minor Type of MAF (SE) OR (95% CI) Meta P-value OR (95% CI) Meta P-value OR (95% CI) Meta P-value I2 (%), P-value
alleles mutation

Known GWAS-defined genes

rs6656401 1 207,692,049 CR1 G/A Intronic 0.197 (0.012) 1.17 (1.12-1.22) 7.7× 10−15 1.21 (1.14-1.28) 7.9× 10−11 1.18 (1.14-1.22) 5.7× 10−24 0, 7.8× 10−1

rs6733839 2 127,892,810 BIN1 C/T Intergenic 0.409 (0.017) 1.21 (1.17-1.25) 1.7× 10−26 1.24 (1.18-1.29) 3.4× 10−19 1.22 (1.18-1.25) 6.9× 10−44 28, 6.1× 10−2

rs10948363 6 47,487,762 CD2AP A/G Intronic 0.266 (0.010) 1.10 (1.07-1.14) 3.1× 10−8 1.09 (1.04-1.15) 4.1× 10−4 1.10 (1.07-1.13) 5.2× 10−11 0, 9× 10−1

rs11771145 7 143,110,762 EPHA1 G/A Intergenic 0.338 (0.010) 0.90 (0.87-0.93) 8.8× 10−10 0.90 (0.86-0.95) 2.8× 10−5 0.90 (0.88-0.93) 1.1× 10−13 14, 2.4× 10−1

rs9331896 8 27,467,686 CLU T/C intronic 0.379 (0.010) 0.86 (0.84-0.89) 9.6× 10−17 0.86 (0.82-0.90) 4.5× 10−10 0.86 (0.84-0.89) 2.8× 10−25 0, 4.9× 10−1

rs983392 11 59,923,508 MS4A6A A/G intergenic 0.403 (0.012) 0.90 (0.87-0.93) 2.8× 10−11 0.90 (0.86-0.94) 4.5× 10−6 0.90 (0.87-0.92) 6.1× 10−16 1, 4.5× 10−1

rs10792832 11 85,867,875 PICALM G/A Intergenic 0.358 (0.008) 0.88 (0.85-0.91) 6.5× 10−16 0.85 (0.81-0.89) 1.1× 10−11 0.87 (0.85-0.89) 9.3× 10−26 0, 9.8× 10−1

rs4147929 19 1,063,443 ABCA7 G/A intronic 0.190 (0.012) 1.14 (1.10-1.20) 1.7× 10−9 1.17 (1.10-1.24) 9.9× 10−8 1.15 (1.11-1.19) 1.1× 10−15 0, 9.4× 10−1

rs3865444 19 51,727,962 CD33 C/A intergenic 0.307 (0.011) 0.91 (0.88-0.94) 5.1× 10−8 0.99 (0.94-1.04) 6.9× 10−1 0.94 (0.91-0.96) 3.0× 10−6 0, 6.9× 10−1

New loci reaching genome-wide significant level in the discovery analysis

rs9271192 6 32,578,530 HLA-DRB5/HLA-DRB1 A/C intergenic 0.276 (0.012) 1.11 (1.07-1.16) 1.6× 10−8 1.12 (1.06-1.18) 4.2× 10−5 1.11 (1.08-1.15) 2.9× 10−12 0, 5.4× 10−1

rs28834970 8 27,195,121 PTK2B T/C intronic 0.366 (0.012) 1.10 (1.07-1.14) 3.3× 10−9 1.11 (1.06-1.17) 4.3× 10−6 1.10 (1.08-1.13) 7.4× 10−14 10, 3.0× 10−1

rs11218343 11 121,435,587 SORL1 T/C intronic 0.039 (0.004) 0.76 (0.70-0.83) 5.0× 10−11 0.78 (0.70-0.88) 4.0× 10−5 0.77 (0.72-0.82) 9.7× 10−15 0, 8.3× 10−1

rs10498633 14 92,926,952 SLC24A4/RIN3 G/T intronic 0.217 (0.009) 0.90 (0.87-0.94) 1.5× 10−7 0.93 (0.88-0.98) 7.8× 10−3 0.91 (0.88-0.94) 5.5× 10−9 0, 6.3× 10−1

rs8093731 18 29,088,958 DSG2 C/T intronic 0.017 (0.009) 0.54 (043-0.67) 4.6× 10−8 1.01 (0.80-1.28) 9.0× 10−1 0.73 (0.62-0.86) 1.0× 10−4 38, 3.9× 10−2

New loci reaching genome-wide significant level in the combined discovery and replication analysis

rs35349669 2 234,068,476 INPP5D C/T intronic 0.488 (0.018) 1.07 (1.03-1.10) 9.6× 10−5 1.10 (1.05-1.15) 5.7× 10−5 1.08 (1.05-1.11) 3.2× 10−8 0, 8.0× 10−1

rs190982 5 88,223,420 MEF2C A/G Intergenic 0.408 (0.010) 0.92 (0.89-0.95) 2.5× 10−6 0.93 (0.89-0.98) 3.4× 10−3 0.93 (0.90-0.95) 3.2× 10−8 0, 6.4× 10−1

rs2718058 7 37,841,534 NME8 A/G intergenic 0.373 (0.012) 0.93 (0.90-0.96) 1.3× 10−5 0.91 (0.87-0.95) 6.3× 10−5 0.93 (0.90-0.95) 4.8× 10−9 0, 9.2× 10−1

rs1476679 7 100,004,446 ZCWPW1 T/C intronic 0.287 (0.016) 0.92 (0.89-0.96) 7.4× 10−6 0.89 (0.85-0.94) 9.7× 10−6 0.91 (0.89-0.94) 5.6× 10−10 0, 7.0× 10−1

rs10838725 11 47,557,871 CELF1 T/C intronic 0.316 (0.022) 1.08 (1.04-1.11) 6.7× 10−6 1.09 (1.04-1.14) 4.0× 10−4 1.08 (1.05-1.11) 1.1× 10−8 0, 7.6× 10−1

rs17125944 14 53,400,629 FERMT2 T/C intronic 0.092 (0.009) 1.13 (1.07-1.19) 1.0× 10−5 1.17 (1.08-1.26) 1.6× 10−4 1.14 (1.09-1.19) 7.9× 10−9 10, 3.0× 10−1

rs7274581 20 55,018,260 CASS4 T/C intronic 0.083 (0.006) 0.87 (0.82-0.92) 1.6× 10−6 0.89 (0.82-0.96) 4.1× 10−3 0.88 (0.84-0.92) 2.5× 10−8 0, 9.9× 10−1
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Tableau 4.2 – Résultats de la recherche de SNPs associés à l’expression de gènes parmis les signaux identifiés dans IGAP

Top SNP1 Chr. Position Closest Gene2 Nb of
Significant SNPs3 QTL Gene QTL Type Nb of reported

QTL SNPs3,4
Best QTL SNP

SNP rs ID Position P-value Act in Cis/Trans

rs6733839 2 127,892,810 BIN1 76 BIN1 eQTL 5 rs10200967 127,841,769 2.24x10−35 cis

rs9271192 6 32,578,530 HLA-DRB5/HLA-DRB1 201 AOAH eQTL 1 rs3957146 32,681,530 6.57x10−30 trans
FLJ20186 eQTL 1 rs3957146 32,681,530 2.23x10−29 trans
HLA-DQA1 eQTL 1 rs3957146 32,681,530 9.72x10−53 cis
HLA-DQA1 exon-QTL 7 rs6927022 32,612,397 2.96x10−14 cis
HLA-DQA1 transcript-QTL 2 rs6927022 32,612,397 7.42x10−11 cis
HLA-DQA2 eQTL 9 rs3957146 32,681,530 1.06x10−10 cis
HLA-DQA2 transcript-QTL 1 rs6927022 32,612,397 1.58x10−05 cis
HLA-DQB1 eQTL 14 rs9272545 32,606,885 1.07x10−58 cis
HLA-DQB1 exon-QTL 7 rs6927022 32,612,397 1.29x10−14 cis
HLA-DQB1 transcript-QTL 4 rs6927022 32,612,397 8.08x10−14 cis
HLA-DRA transcript-QTL 1 rs6927022 32,612,397 2.03x10−05 cis
HLA-DRB1 eQTL 51 rs2395166 32,388,275 2.57x10−190 cis
HLA-DRB1 exon-QTL 8 rs3135344 32,395,036 2.59x10−10 cis
HLA-DRB1 transcript-QTL 2 rs6927022 32,612,397 9.09x10−08 cis
HLA-DRB4 eQTL 12 rs2760980 32,565,201 4.03x10−51 cis
HLA-DRB5 eQTL 45 rs2395166 32,388,275 3.73x10−77 cis
HLA-DRB5 exon-QTL 1 rs3135344 32,395,036 3.89x10−05 cis
HLA-DRB6 eQTL 2 rs3957146 32,681,530 8.62x10−31 cis

LIMS1 eQTL 1 rs2395166 32,388,275 3.64x10−36 trans
PSMB9 eQTL 1 rs2395166 32,388,275 1.05x10−16 cis
SSRP1 eQTL 1 rs3957146 32,681,530 2.47x10−12 trans

rs1476679 7 100,004,446 ZCWPW1 6 GATS eQTL 1 rs1476679 100,004,446 4.45x10−21 cis
PILRB eQTL 1 rs1476679 100,004,446 9.06x10−20 cis
TRIM4 eQTL 1 rs1476679 100,004,446 1.37x10−17 cis

rs28834970 8 27,195,121 PTK2B 35 DPYSL2 exon-QTL 1 rs17057043 27,220,310 6.46x10−05 cis
PTK2B eQTL 2 rs17057043 27,220,310 2.13x10−20 cis

rs9331896 8 27,467,686 CLU 35 DPYSL2 exon-QTL 1 rs17057043 27,220,310 6.46x10−05 cis
PTK2B eQTL 2 rs17057043 27,220,310 2.13x10−20 cis

rs10838725 11 47,557,871 CELF1 12 C1QTNF4 eQTL 6 rs7933019 47,509,137 1.08x10−10 cis
MYBPC3 eQTL 2 rs12292911 47,449,072 1.72x10−25 cis

SPI1 eQTL 2 rs1534576 47,419,663 1.42x10−21 cis

rs983392 11 59,923,508 MS4A6A 135 MS4A4A eQTL 18 rs1026255 60,029,949 4.53x10−18 cis

1 Are presented the SNPs showing the best level of association after meta-analysis of the stage 1 and stage 2

2 ± 100kb

3 ± 500kb

4 For that QTL gene and that QTL type

74



Nous avons enfin identifié 13 loci ayant un niveau de significativité suggestif (P < 10−6)

dans l’analyse combinée. Parmi ceux-ci, nous avons détecté un signal sur rs9381040 (p =

6.3× 10−7), à environ 5,5 kb de TREML2 et 24 kb de TREM2. Un variant rare (R47H) asso-

cié à un risque de maladie d’Alzheimer multiplié par 3-4 a récemment été découvert dans ce

dernier.187;188 Nous n’avons pas été capable de déterminer si ce variant rare peut expliquer

le signal que nous avons observé. Cependant, il est vraisemblable qu’à cause de la faible

fréquence de R47H (MAF=0.3%), d’autres variants fonctionnels indépendants puissent ex-

pliquer l’association avec rs9381040. Cette région a également été retrouvée dans une étude

des taux de phospho-Tau dans le liquide céphalorachidien, un biomarqueur de la maladie

d’Alzheimer.

Au total, onze nouveaux loci ont été identifiés à proximité de possibles gènes candidats.

Ces nouveaux gènes renforcent l’importance de certaines voies métaboliques déjà suspectées

dans la maladie d’Alzheimer comme celles liées à APP (SORL1, CASS4) et Tau (CASS4,

FERMT2).

Plusieurs de ces gènes sont impliqués dans des voies métaboliques ayant déjà montré un

enrichissement en signaux associés à la maladie d’Alzheimer comme la réponse immunitaire

et l’inflammation (HLA-DRB5/DRB1, INPP5D, MEF2C) — également supporté par la des-

cription récente d’une association entre TREM2 et maladie d’Alzheimer — la migration cel-

lulaire (PTK2B) et le transport et l’endocytose des lipides (SORL1). Nos résultats suggèrent

également l’existence de nouvelles voies métaboliques impliquées dans la maladie d’Alz-

heimer. Ces nouvelles voies métaboliques pourraient inclure le fonctionnement synaptique

hippocampique (MEF2C, PTK2B), le fonctionnement du cytosquelette et le transport axonal

(CELF1, NME8, CASS4), la régulation de l’expression des gènes et de la modification post-

translationnelle des protéines et le fonctionnement des cellules myéloïdes et microgliales

(INPPD5). Ces données renforcent l’implication de certains processus déjà connus pour leur

rôle dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer et soulignent de nouvelles voies de
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recherche, notamment pour le développement de nouveaux traitements.

La part génétique attribuable à ces nouveaux gènes candidats en dehors d’APOE étaient

comprise entre 1 et 8% dans l’étape de réplication. Des efforts de séquençage et d’analyses

post-GWAS sont maintenant nécessaires pour caractériser les variants fonctionnels respon-

sables de l’association entre ces loci et le risque de maladie d’Alzheimer et comprendre leur

rôle exact dans sa physiopathologie.

Contribution

Pour [185], j’ai réalisé les analyses de réplication des signaux suggestifs retrouvés par le

ADGC, à proximité des gènes EPHA1, CD2AP et CD33, dans le consortium EADI.

Pour (Lambert et collaborateurs, 2013), j’ai réalisé l’analyse pangénomique des données

génétiques imputées sur différents panels de référence 1000 Genomes dans le consortium

EADI. J’ai également réalisé les premières méta-analyses à partir des données des quatres

consortia. Les résultats de ces analyses exploratoires, ont été présentés par le Docteur Jean-

Charles Lambert et moi-même dans les différentes réunions du IGAP. Associé à ma participa-

tion active dans les différents groupes de travail d’IGAP, ces travaux ont permis de finaliser

le plan d’analyse et de consolider la place de leader de l’UMR744 dans ce projet. Par la suite,

j’ai participé au contrôle qualité des jeux de résultats produits par les différents consortia, et

à la méta-analyse de l’étape de découverte. Enfin, j’ai participé à la relecture de l’article, et à

la production des forest plot et des tableaux de risque attribuable et eQTL.
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4.3 Méta-analyses d’études d’association pangénomiques :

phénotypes intermédiaires

• Chouraki V et collaborateurs. A genome-wide association meta-analysis of plasma Aβ

peptide concentrations. Mol Psychiatry. 2013 (soumis)

Présentation des travaux

Les peptides amyloïde β (Aβ) sont les principaux composants des plaques séniles, une des

lésions caractéristiques de la maladie d’Alzheimer. Des taux anormaux d’Aβ et l’agrégation

des oligomères d’Aβ dans le cerveau sont à l’origine d’une cascade d’évènements menant à

la perte synaptique et neuronale, la détérioration cognitive progressive et la démence.

Les deux principales espèces d’Aβ (x-40 et x-42) sont produites par endoprotéolyse sé-

quentielle de la protéine précurseur amyloide (APP) par les complexes β- et γ-secrétase.

L’APP peut également passer par une voie non-amyloïdogénique via l’α-secrétase qui la coupe

au milieu de la séquence de l’Aβ et prévient sa synthèse.189 Bien que le métabolisme de l’APP

ait été étudié intensivement, il est vraisemblable que certains facteurs impliqués dans ce pro-

cessus complexe restent à identifier.

En dehors du rôle des peptides Aβ dans la maladie d’Alzheimer, leur rôle physiologique

est méconnu. Pourtant, plusieurs études suggèrent que les peptides Aβ ont un spectre de

fonctions biologiques étendu : ils sont produits par de nombreux types cellulaires, sont pré-

sents dans le cerveau mais également dans les tissus périphériques, ils pourraient agir en

tant que ligands pour de nombreux récepteurs et pour d’autres molécules190;191 et enfin,

ils ont diverses propriétés à concentrations physiologiques (neurotrophique, antioxydante,

antimicrobienne, vasoconstrictrice et modulatrice de l’agrégation plaquettaire).75–79

Afin d’identifier de nouveaux facteurs impliqués dans le métabolisme de l’APP et mieux

caractériser les processus physiologiques et physiopathologiques impliquant les peptides Aβ,
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nous avons fait l’hypothèse que les concentrations de peptides Aβ dans les fluides biologiques

pourraient constituer un phénotype intermédiaire adapté pour une étude d’association pan-

génomique. Nous avons décidé de nous focaliser sur les concentrations plasmatiques de

peptides Aβ pour plusieurs raisons : les échantillons plasmatiques sont faciles à collecter ce

qui permet la réalisation de méta-analyse de taille importante ; les taux plasmatiques d’Aβ

sont associés au risque de démence incidente et d’hypertension ;192–195 les taux plasmatiques

d’Aβ1−40 et Aβ1−42 sont des traits héritables.196

Dans ce contexte, nous avons développé une méta-analyse de quatre études d’association

pangénomiques chez des individus d’origine européenne, indemnes de démence et pour

lesquels les taux plasmatiques de peptides Aβ avaient été mesurés.

L’échantillon était composé de 3713 participants provenant de l’étude des Trois Cités

(n=1829), la Rotterdam Study (n=1465), la Cardiovascular Health Study - Cognition Study

(n=274) et l’Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative (n=145). Dans chaque population,

les SNPs ont été imputés sur le panel de référence Hapmap 2 CEU. Les associations entre taux

plasmatiques d’Aβ1−40 et Aβ1−42 et SNPs ont été évalués dans des modèles de régressions

linéaires ajustés pour l’âge, le sexe et les composantes principales si nécessaire.

Après avoir exclus les SNPs ayant une MAF basse ou une mauvaise qualité d’imputation

dans chaque étude, 2316178 SNPs présents au moins dans 3C et RS ont été méta-analysés en

utilisant une pondération par l’inverse de la variance. À ce stade, nous avons également ex-

clus certains SNPs présentant un P très bas et une hétérogénéité forte entre études (n=1725

pour Aβ1−42 et n=1744 pour Aβ1−40), ces résultats étant portés uniquement par CHS-CS. Des

diagrammes quantiles-quantiles ont ensuite été réalisés. Aucune inflation génomique n’a été

observée pour Aβ1−40 ou Aβ1−42. Les facteurs d’inflation génomique (λ) étaient de 1,02 pour

Aβ1−42 et 0,99 pour Aβ1−40. Les manhattan plots correspondant sont présentés dans la figure

4.2. Bien qu’aucun signal significatif au seuil pangénomique n’ait été observé, plusieurs si-

gnaux suggestifs ont été relevés. Les SNPs ayant le P le plus bas dans chacun de ces loci sont
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(a) Aβ1−42

(b) Aβ1−40

FIGURE 4.2 – Manhattan plot des taux plasmatiques de peptides Aβ

présentés dans le tableau 4.3.
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Tableau 4.3 – Principaux résultats de la méta-analyse des taux plasmatiques de peptides Aβ

Aβ1−42 Aβ1−40

SNP Chr. Position Intragenic Closest Minor/Major MAF (%) Effect SE I2 (%) P for P in GWAS Effect SE I2 (%) P for P in GWAS
Gene (50kb) Alleles Size Cochran’s Q Size Cochran’s Q

Aβ1−42

rs11241936 5 127006007 No CTXN3 C/T 31.2 0.08 0.02 38 0.17 2.32× 10−07 0.03 0.02 27 0.24 1.22× 10−01

rs12761450 10 61555898 Yes ANK3 T/G 41.5 -0.07 0.02 0 0.83 1.24× 10−06 -0.01 0.02 0 0.52 7.51× 10−01

rs12611088 19 48764642 Yes XRCC1 A/G 37.1 0.07 0.02 0 0.54 1.30× 10−06 0.07 0.02 22 0.28 7.58× 10−04

rs17655565 12 50978225 Yes KRT86 C/T 10.9 0.12 0.02 0 0.61 1.76× 10−06 0.07 0.03 0 0.79 3.74× 10−02

rs12656502 5 108009646 No None A/G 22.8 0.08 0.02 22 0.28 3.27× 10−06 0.04 0.02 53 0.07 1.45× 10−01

rs2176862 3 46625997 No LOC100132146 T/C 5.4 0.15 0.03 34 0.19 4.49× 10−06 0.05 0.04 6 0.37 2.74× 10−01

rs7138951 12 79999764 Yes ACSS3 G/A 9.4 0.12 0.03 0 0.56 5.03× 10−06 0.10 0.04 15 0.32 1.06× 10−02

rs10819795 9 102408184 No MURC A/T 2.5 0.23 0.05 34 0.19 7.36× 10−06 0.09 0.07 37 0.17 2.18× 10−01

Aβ1−40

rs3015469 14 50226910 No SAV1 G/A 31.4 0.04 0.02 34 0.19 2.39× 10−02 0.11 0.02 54 0.07 8.35× 10−07

rs1335688 13 62292794 No None C/T 15.3 0.07 0.02 44 0.13 1.14× 10−03 0.14 0.03 0 0.69 1.04× 10−06

rs1995809 4 148063874 Yes TTC29 G/A 5.4 0.04 0.03 15 0.32 2.71× 10−01 0.22 0.05 51 0.08 1.60× 10−06

rs7151302 14 32753868 Yes NPAS3 C/T 13.6 -0.08 0.02 65 0.02 3.08× 10−04 -0.14 0.03 0 0.57 1.71× 10−06

rs12422267 12 131167549 No EP400NL G/A 9.5 0.04 0.02 23 0.27 1.04× 10−01 0.17 0.03 29 0.23 1.87× 10−06

rs2403083 8 86295401 Yes E2F5 C/A 26.1 -0.04 0.02 0 0.72 3.44× 10−02 -0.11 0.02 0 0.96 3.27× 10−06

rs1341320 1 57739116 Yes DAB1 G/A 6.4 -0.09 0.03 0 0.88 2.33× 10−03 -0.18 0.04 0 0.56 5.40× 10−06

rs4263408 4 39461671 No UBE2K T/C 43.0 -0.03 0.02 62 0.03 5.76× 10−02 -0.09 0.02 47 0.11 6.98× 10−06

rs8001893 13 33120261 Yes STARD13 A/C 2.5 0.14 0.05 0 0.87 8.52× 10−03 0.30 0.07 0 0.61 7.11× 10−06

rs108961 11 2714561 Yes KCNQ1 T/C 47.4 0.03 0.02 72 0.007 2.85× 10−02 0.09 0.02 34 0.20 9.34× 10−06
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Il est vraisemblable que notre étude ait présenté un manque de puissance statistique.

De plus, nous avons été dans l’impossibilité de mettre en place une étape de réplication

en raison d’un faible nombre de cohortes disponibles ayant à la fois des données pangéno-

miques et d’Aβ plasmatique. Nous avons donc décidé d’appliquer un ensemble d’approches

complémentaires afin d’évaluer la pertinence de nos résultats.

Nous avons dans un premier temps fait l’hypothèse que les déterminants génétiques des

concentrations plasmatiques d’Aβ étaient regroupés dans des voies métaboliques particu-

lières, plutôt que distribués aléatoirement. Ce type d’analyse permet de distinguer des en-

sembles de gènes potentiellement impliqués dans la modulation du métabolisme de l’APP et

de fournir des informations sur les fonctions des peptides Aβ et de l’APP. Nous avons donc gé-

néré une liste de 1762 gènes contenant au moins un SNP associé aux concentrations d’Aβ1−40

et Aβ1−42 (p < 0.05) et ayant le même sens d’association. En utilisant l’Analyse de Pathway

Ingenuity (IPA), nous avons observé 27 voies canoniques significativement enrichies sur les

287 disponibles après correction pour tests multiples (cf. tableau 4.4). Certaines de ces voies

avaient déjà été décrites comme impliquées dans le métabolisme de l’APP (p.-ex. les voies de

signalisation de la protéine kinase A ou de la nétrine).197–200 D’autres voies apparaissaient

associées à des fonctions physiologiques potentielles de l’APP dans le cerveau (guidance axo-

nale)74;201 ou directement associées à des propriétés des peptides Aβ comme par exemple la

modulation de la pression artérielle (voie rénine-angiotensine).193

Nous avons ensuite étudié l’influence du gène ayant l’association la plus significative avec

les taux d’Aβ1−42, CTXN3, sur le métabolisme de l’APP. Les résultats sont présentés dans la

figure 4.3. Nous avons testé l’effet de la surexpression de CTXN3 sur la secrétion de peptides

Aβ dans une lignée cellulaire HEK exprimant de façon stable l’isoforme 695wt de l’APP. Après

surexpression de CTXN3, la secrétion d’Aβ1−42 était significativement plus basse que chez les

contrôles (-37%, p=0.02). Une tendance similaire était observée pour la secrétion d’Aβ1−40

(-27%, p=0.10). De plus, nous avons observé une colocalisation d’APP et de CTXN3 dans
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Tableau 4.4 – Résultats de l’analyse IPA R© sur les données pangénomiques des taux plasma-
tiques d’Aβ

Pathways canonique Ingenuity P-value corrigée1

Protein Kinase A Signaling 3.72× 10−06

Axonal Guidance Signaling 2.00× 10−05

Synaptic Long Term Potentiation 3.47× 10−04

Melatonin Signaling 1.07× 10−03

Role of NFAT in Cardiac Hypertrophy 2.34× 10−03

Corticotropin Releasing Hormone Signaling 2.34× 10−03

Dopamine-DARPP32 Feedback in cAMP Signaling 2.88× 10−03

ErbB Signaling 2.88× 10−03

Fcγ Receptor-mediated Phagocytosis in Macrophages and Monocytes 3.02× 10−03

Synaptic Long Term Depression 3.09× 10−03

CREB Signaling in Neurons 3.16× 10−03

GNRH Signaling 3.16× 10−03

Cellular Effects of Sildenafil (Viagra) 3.80× 10−03

Netrin Signaling 7.24× 10−03

Neuregulin Signaling 8.13× 10−03

Hepatic Cholestasis 1.15× 10−02

Renin-Angiotensin Signaling 1.38× 10−02

. . .

1 Benjamini-Hochberg Correction
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des cellules HEK293 surexprimant les deux protéines. Ces données suggèrent que CTXN3

pourrait induire une diminution de la production de peptide Aβ en modulant directement le

métabolisme de l’APP.

À notre connaissance, la présente étude constitue la première étude d’association pangé-

nomique des concentrations plasmatiques d’Aβ chez des sujets non-déments.

Des associations génétiques avec les taux plasmatiques d’Aβ ont été décrites en utili-

sant l’approche gène-candidat, principalement dans des loci proches des gènes IDE202–205

et MMP3.206 En utilisant les mêmes SNPs comme référence, nous n’avons pas répliqué ces

résultats dans notre étude. Récemment, deux GWAS ont décrit des associations génétiques

avec les taux d’Aβ1−42 dans le liquide céphalorachidien (LCR).178;207 Seul un SNP associé

aux concentrations d’Aβ1−42 dans le LCR était associé de façon nominale avec les concentra-

tions plasmatiques d’Aβ1−42 (rs2075650, p = 2.81×10−2). Ce SNP est situé dans le locus de

l’APOE qui est connu pour influencer la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer via une

altération de la clairance des peptides Aβ hors du cerveau.

La mise en place de cette étude a été sujette à plusieurs limites méthodologiques et tech-

niques. Tout d’abord, les concentrations plasmatiques ont été mesurées par des méthodes

différentes qui ne sont pas totalement comparables et peuvent introduire des biais de me-

sure. Nous avons tenter de limiter ce biais en transformant les données en variables centrées

réduites dans chaque étude. Deuxièmement, un petit nombre d’études avaient à la fois des

données sur les taux plasmatiques d’Aβ et pangénomiques au moment de ce travail, ce qui

a limité la puissance statistique de notre méta-analyse. De plus, il est possible qu’un grand

nombre de déterminants génétiques aux effets individuels modérés à faibles agissent de

concert pour moduler les concentrations plasmatiques des peptides Aβ ce qui a rendu leur

détection plus difficile. Enfin, la principale limite de notre étude est l’absence d’étape de

réplication, rendant impossible la discrimination entre vrais et faux positifs. Une option au-

rait été de séparer nos données en jeu de découverte et jeu de réplication. Cependant, nous
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FIGURE 4.3 – Surexpression de CTXN3 dans des lignées cellulaires HEK et immunofluores-
cence
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avons considéré qu’une étape de découverte ayant trop peu d’effectif aurait conduit à un

nombre important de faux positifs.

Compte tenu de ces limites, nous avons décidé d’utiliser deux approches complémen-

taires.

La première basée sur l’analyse de voies canoniques, via IPA, a retrouvé une surrepré-

sentation de gènes impliqués dans la voie de signalement de la protéine kinase A, qui a

déjà été décrite comme modulant le métabolisme de l’APP.198;200 Nous avons également re-

trouvé une grande proportion de voies impliquées dans le développement et les fonctions

neuronales ainsi que dans la voie de signalisation rénine-angiotensine. Ceci est intéressant

au vu de l’implication d’APP et de ses métabolites dans la neuro- et la synaptogenèse73;74;201

ainsi qu’au regard du rôle supposé des peptides Aβ dans la modulation physiologique de la

pression artérielle.78;193

Notre seconde approche était basée sur la pertinence biologique et l’étude de l’implication

directe des gènes proches des signaux d’association génétique dans le métabolisme de l’APP.

Nous avons ainsi noté que le gène DAB1 était associé avec les concentrations plasmatiques

d’Aβ dans notre GWAS. La protéine correspondante est un partenaire d’APP et a été décrite

comme un modulateur de son métabolisme.208;209 Nous nous sommes également intéressé

au gène proche du meilleur signal pour l’Aβ1−42, CTXN3, qui n’avait pas été décrit comme

un modulateur du métabolisme de l’APP. Nous avons montré que la surexpression de ce

gène était associée à une secrétion plus faible d’Aβ1−42 et que la cortexine pourrait être

colocalisée avec l’APP. Cependant, les connaissances sur cette protéine décrite récemment

restent partielles : un seul domaine transmembranaire et une expression limitée au rein et

au cerveau.210

L’identification d’une implication potentielle de CTXN3 dans le métabolisme de l’APP in

vitro indique que notre méta-analyse a été capable d’identifier de nouveaux facteurs impli-

qués dans cette voie. En conséquence, un screening systématique des autres loci pourrait
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être envisagé. Il est cependant important de noter que cette étude a porté sur des individus

non-déments et que les loci identifiés pourraient ne pas être impliqué dans la physiopatho-

logie de la maladie d’Alzheimer. Ainsi, nous n’avons pas retrouvé d’association significative

entre CTXN3 et risque de maladie d’Alzheimer dans la population EADI. Nous avons égale-

ment recherché des associations entre les facteurs de risque génétique connus de maladie

d’Alzheimer et les taux plasmatiques d’Aβ ;166;168;185 en dehors d’APOE qui présentait une

association nominale avec les taux plasmatiques d’Aβ1−42, aucun résultat significatif n’était

retrouvé.

En conclusion, notre étude suggère que les taux plasmatiques d’Aβ représentent un phé-

notype intéressant pour étudier le métabolisme et les fonctions d’APP et de ses métabolites.

Contribution

Pour ce travail, j’ai participé avec le Docteur Jean-Charles Lambert à la rédaction du plan

d’analyse. J’ai également pris contact avec l’étude ADNI afin d’avoir accès à leurs données,

et effectué dans cette dernière, la sélection des individus et des SNPs avant imputation.

J’ai réalisé les analyses pangénomiques dans les populations 3C et ADNI ainsi que la méta-

analyse. Enfin, j’ai été le principal rédacteur de l’article.
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5
Discussion

Durant cette thèse, j’ai participé à l’identification de nouveaux facteurs de risque génétique

de la maladie d’Alzheimer. Dans ce but, trois approches différentes ont été envisagées. En uti-

lisant les données pangénomiques pour répliquer les résultats produits par l’approche gène

candidat, nous avons pu montrer qu’une grande partie de ces gènes présentait un faible

niveau d’association avec la maladie d’Alzheimer. Ensuite, en réalisant des méta-analyses

d’études d’association pangénomiques, nous avons confirmé les associations précédemment

décrites pour CLU, CR1, PICALM et BIN1 et identifié 16 nouveaux facteurs de risque géné-

tique de maladie d’Alzheimer. Enfin, l’utilisation de phénotypes intermédiaires nous a permis

d’identifier plusieurs signaux suggestifs associés aux taux plasmatiques de peptides Aβ.

Ce travail de recherche de facteurs de risque génétique de maladie d’Alzheimer illustre

la nécessité de disposer de tailles de population importantes et l’importance de la réplication

des résultats dans des populations indépendantes. L’approche gène candidat a ainsi généré

de nombreux signaux qui n’ont pas été répliqués en raison d’une taille de population initiale

insuffisante. Les premières études d’association pangénomiques se sont heurtées aux mêmes

problèmes et il a fallu attendre la création de consortia pour identifier et répliquer de nou-
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veaux facteurs de risque de maladie d’Alzheimer de manière fiable.211 Au delà des progrès

techniques, la collaboration scientifique a ainsi été le véritable moteur de l’identification de

nouveaux facteurs de risque génétique de maladie d’Alzheimer.212

La réplication des résultats dans des populations indépendantes apporte une preuve forte

de la « réalité » d’un signal statistique. Celle-ci a été intégrée directement dans la conception

des études d’association pangénomiques en raison du grand nombre de tests statistiques.

De plus, d’autres études pangénomiques170;213–215 et des efforts de réplication focalisés sur

les gènes découverts ont également permis de les valider.216–227 Ces résultats ne concernent

que des populations d’origine européenne et doivent être répliqués dans d’autres popula-

tions. Ansi, des études réalisées dans des populations asiatiques retrouvent l’association de

CLU,228–231 CR1,231–234 PICALM,231;233;235–238 BIN1,239 CD33,240;241, MS4A241 et SORL1.242

Des associations avec CLU, PICALM et BIN1 ont également été rapportées dans une po-

pulation hispanique des Caraïbes.243 Enfin, des associations dans les gènes connus, dont

ABCA7,244 ont été rapportées dans des populations afro-américaines, bien que les SNPs et

les sens d’association soient parfois différents des observations en population européenne.245

Ces facteurs de risque génétique ne constituent pour le moment que des signaux statis-

tiques pointant sur une zone d’intérêt du génome. L’hypothèse la plus probable est qu’ils sont

en déséquilibre de liaison avec des variants dits « fonctionnels », c’est-à-dire ayant un impact

qualitatif ou quantitatif sur les protéines produites et qui restent à identifier. Ces variants

étant potentiellement rares et mal couverts par les puces de génotypages, cette identifica-

tion se base sur le reséquençage complet de la région d’intérêt, l’identification de tous les

variants présents dans cette région et l’identification de variants fonctionnels associés à l’ex-

pression du gène étudié ou au risque de maladie d’Alzheimer. Cependant, le séquençage

pose des problèmes spécifiques246 qui font que le regénotypage ou l’imputation des variants

d’une région d’intérêt restent des alternatives intéressantes.

Pour CLU, Guerreiro et collaborateurs ne retrouvent pas de variant codant fréquent as-

88



socié au risque de maladie d’Alzheimer ni de variant fréquent associé à l’expression globale

d’ARNm de la région et suggèrent l’existence d’effets faibles sur l’expression des gènes ou

l’existence d’une variation dans l’induction de l’expression.247 Szymanski et collaborateurs

confirment cette hypothèse en rapportant une association entre rs9331888 — un des SNPs

identifiés par analyse pangénomique166 — et l’expression préférentielle d’un des isoformes

de CLU.248 Bettens et collaborateurs rapportent l’existence de variants rares non-synonymes,

d’insertion/délétion et de variants fréquents associés de façon indépendante au risque de

maladie d’Alzheimer.249 Enfin, Yu et collaborateurs identifient par séquençage de CLU 18

variants dont 2 variants rares dans une population chinoise mais ne rapportent d’association

significative que pour un variant fréquent, rs9331949.250

Pour PICALM, Schnetz-Boutaud et collaborateurs rapportent que son séquençage chez

48 cas et 48 témoins n’a pas permis l’identification de nouveau variant, ce qui est peu éton-

nant compte tenu de la faible taille de population.251 Ferrari et collaborateurs identifient

plusieurs variants codants rares dans la région de PICALM, sans mettre en évidence d’asso-

ciation avec la maladie d’Alzheimer.226 Dans une étude de la pathogénicité prédite des SNPs

non-synonymes de PICALM, Masoodi et collaborateur rapportent rs12800974 comme po-

tentiellement fonctionnel.252 Enfin, dans une approche basée sur les levures, une association

entre l’homologue de PICALM et la toxicité liée à Aβ a été rapportée.253

Pour CR1, Brouzers, Hazrati et collaborateurs identifient une variation du nombre de

copies pouvant expliquer le signal observé en étude pangénomique et associé à la production

de différents isoformes de CR1, CR1-F et CR1-S, augmentant potentiellement le nombre de

sites de liaison pour C3b/C4b.225;254 Un autre variant codant de CR1 a été retrouvé associé

au déclin cognitif255 mais n’a pas été répliqué.256

Pour BIN1, Chapuis et collaborateurs identifient une insertion / délétion associée à l’ex-

pression de celui-ci après imputation du locus présentant le signal pangénomique.257

L’utilisation d’études d’association pangénomiques a ainsi permis l’identification de nou-
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veaux facteurs de risque génétique de maladie d’Alzheimer. Néanmoins, l’apport propre de

chacun des variants identifiés est faible en terme de contribution à l’héritabilité. La recherche

de « l’héritabilité manquante »258 de la maladie d’Alzheimer doit donc se poursuivre.259

Comme mentionné plus haut, l’utilisation de phénotypes intermédiaires permet de focali-

ser la recherche de variants vers des mécanismes physiopathologiques pré-symptomatiques.

En plus des études présentées dans cette thèse, d’autres études pangénomiques se sont ainsi

intéressées aux taux de peptides Aβ1−42, Tau et phospho-Tau dans le liquide céphalorachi-

dien178;207;260, à l’atrophie cérébrale et hypersignaux de la substance blanche mesurés par

imagerie par résonnance magnétique cérébrale179;180;261–263, au dépôt amyloïde cérébral me-

suré par PET-scan264, à la dégénérescence neurofibrillaire observée à l’autopsie,265 au déclin

des fonctions cognitives266–268 et à l’âge d’apparition de la maladie d’Alzheimer.269 L’étude de

phénotypes intermédiaires permet également de confirmer les associations retrouvées dans

les études cas-témoins.

La recherche de nouveaux facteurs de risque génétique de maladie d’Alzheimer s’est en

grande partie basée sur l’analyse isolée d’un grand nombre de SNPs. D’autres analyses — pa-

thways, analyses de type « burden », interactions gène-gène, interaction gène-environnement,

pléiotropie. . . — seront nécessaires pour tirer pleinement parti des données pangénomiques

disponibles et éclairer toute la complexité de la génétique de la maladie d’Alzheimer. Les

analyses futures devront également s’intéresser aux chromosomes sexuels qui ont été peu

étudiés jusqu’à présent.

L’utilisation des études d’association pangénomiques découle de l’hypothèse « maladie

fréquente, variant fréquent » et le génotypage des SNPs. Les efforts de recherche se redirigent

désormais vers l’identification de variants plus rares et d’autres types de variants — insertion

/ délétion, variation du nombre de copies — grâce à l’utilisation du séquençage. Des efforts

de génotypage et de séquençage de l’ensemble des exons sont actuellement en cours. Au

delà des exons, le séquençage entier du génome permettra de disposer de l’ensemble de
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l’information génétique des individus et d’identifier l’ensemble des variations associées au

risque de maladie.

L’identification de nouveaux facteurs de risque génétique associés à la maladie d’Alzhei-

mer et l’étude des gènes situés à proximité ont permis d’approfondir les connaissances sur

sa physiopathologie. Ces travaux ont permis de réaffirmer le rôle important des peptides Aβ,

y compris dans les formes sporadiques, et de mettre en évidence l’implication potentielle

de nouvelles voies métaboliques — métabolisme des lipides, réponse immunitaire, adhésion

cellulaire, endocytose. . . 270 — dont les mécanismes physiopathologiques restent à élucider.

Une étude menée en partie dans l’unité U744 a ainsi rapporté une modulation de la toxicité

liée à tau par BIN1.257

Ces nouveaux facteurs de risque génétique de maladie d’Alzheimer pourraient également

permettre la construction de scores de risque génétique. L’objectif est à terme de prédire le

risque de développer la maladie et d’identifier des sujets à risque en vue d’un traitement

préventif. Les études menées jusqu’à présent ont rapporté des associations significatives

entre différents scores de risque génétique et le risque de maladie d’Alzheimer mais un

apport faible en terme de prédiction par rapport à l’utilisation de variables comme l’âge ou

le sexe.271–273 Il sera intéressant d’évaluer l’apport des gènes nouvellement identifiés.

Enfin, ces facteurs de risque génétique pourraient permettre l’identification de nouveaux

biomarqueurs précoces. Plusieurs études ont ainsi rapporté une association entre les concen-

trations sanguines de clusterine et le risque de maladie d’Alzheimer.274;275

Au total, les travaux auxquels j’ai participés durant cette thèse ont mené à l’identification

de nombreux nouveaux facteurs de risque génétique associés à la maladie d’Alzheimer. Ces

travaux ouvrent de nouvelles voies de recherche pour mieux comprendre les mécanismes de

la maladie d’Alzheimer et à terme, permettre son traitement et sa prévention.
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for Alzheimer’s disease. Mol Psychiatry. 2012 Mar;Available from: http://dx.doi.
org/10.1038/mp.2012.14

Contribution : extraction des résultats d’association entre les variants identifiés par
approche pan-haplotypique et taux plasmatiques des peptides Aβ, relecture du manus-
crit

• Bis JC, DeCarli C, Smith AV, van der Lijn F, Crivello F, Fornage M, et al. Common
variants at 12q14 and 12q24 are associated with hippocampal volume. Nat Genet.
2012;44(5):545–551. Available from: http://dx.doi.org/10.1038/ng.2237

Contribution : réalisation des analyses statistiques pour l’étude des Trois Cités

A.3 Autres publications portant sur des données pangéno-
miques

• Pattaro C, Köttgen A, Teumer A, Garnaas M, Böger CA, Fuchsberger C, et al. Genome-
wide association and functional follow-up reveals new Loci for kidney function. PLoS
Genet. 2012 Mar;8(3):e1002584. Available from: http://dx.doi.org/10.1371/
journal.pgen.1002584

Contribution : réalisation des analyses statistiques pour l’étude des Trois Cités
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B
Critères diagnostiques de maladie

d’Alzheimer

B.1 Critères de diagnostic de démence

Le diagnostic de démence est posé en présence de symptômes cognitifs ou neuropsychia-
triques qui :

• Interfèrent avec la capacité de travail ou de réalisation des activités habituelles

• Réprésentent un déclin par rapport à des valeurs antérieures

• Ne sont pas expliqués par un délirium ou un trouble psychiatrique sévère

L’atteinte des fonctions cognitives est détectée par la combinaison de (1) l’anamnèse re-
constituée avec le patient ou un informant fiable et (2) une évaluation objective des fonctions
cognitives, soit au « lit du patient », soit lors d’une consultation neuropsychologique. Cette
dernière devrait être réalisée quand l’anamnèse et l’examen cognitif « au lit du patient »ne
permettent pas un diagnostic fiable.

Les troubles des fonctions cognitives ou du comportement impliquent au moins deux des
domaines suivants :

1. Atteinte de la capacité à acquérir et à se souvenir de nouvelles informations

2. Atteinte des capacités de raisonnement et de gestion des tâches complexes et du juge-
ment

3. Atteinte du langage (parole, lecture, écriture)

4. Modifications de la personnalité, du comportement
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B.2 Arguments en faveur d’une démence liée à un proces-
sus physiopathologique de type Alzheimer

B.2.1 Maladie d’Alzheimer probable

Le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable peut être porté quand les critères de démence
précédemment décrits sont présents, ainsi que les caractéristiques suivantes :

1. Survenue progressive (mois, années)

2. Histoire de dégradation des fonctions cognitives par l’anamnèse ou l’examen

3. L’atteinte cognitive principale est initialement :

(a) Présentation amnésique : le syndrome le plus fréquent de la démence de type
Alzheimer. Les déficits incluent des troubles de l’apprentissage et du rappel des
informations récentes. La présence d’au moins un autre trouble cognitif est re-
quise.

(b) Présentation non-amnésique :

• Troubles du langage : récupération des mots

• Troubles visuospatiaux

• Troubles des fonctions exécutives

4. Le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable ne devrait pas être posé en cas de (a)
maladie cérébrovasculaire importante associée, définie par des antécédents d’accidents
vasculaires cérébraux concomittants à la survenue ou l’aggravation des troubles cogni-
tifs ; ou la présence d’infarctus extensifs ou multiples ou d’hyperintensités importantes
dans la substance blanche ; ou si les caractéristiques de (b) démence à corps de Lewy,
(c) de démence frontotemporale ou (d) d’aphasie primaire progressive sont présentes
en dehors de la démence elle-même ; (e) ou de preuve de la présence de tout autre
maladie neurologique ou de comorbidités non-neurologiques ou d’utilisation de médi-
caments pouvant avoir un effet sur la cognition.

Le niveau de certitude de diagnostic de maladie d’Alzheimer probable peut être augmenté
en cas de déclin documenté des fonctions cognitives ou si le sujet est porteur d’une mutation
génétique causant la maladie d’Alzheimer (mutations sur les gènes APP, PSEN1 ou PSEN2).

B.2.2 Maladie d’Alzheimer possible

Un diagnostic de maladie d’Alzheimer possible est posé quand :

• L’évolution des troubles est atypique, soit le début des troubles est brutal, soit l’ana-
mnèse des troubles et du déclin cognitif n’est pas suffisamment documentée.

96



• Les critères diagnostiques de démence de type Alzheimer sont présents ainsi (a) qu’une
histoire concomitante de maladie cérébrovasculaire, (b) de démence à corps de Lewy,
(c) ou d’autre maladie neurologique ou de comorbidités non-neurologiques ou d’utili-
sation de médicaments pouvant avoir un effet sur la cognition.
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C
Critères diagnostiques de MCI

C.1 Critères de diagnostic de MCI

• Plainte concernant une modification des fonctions cognitives par rapport à l’état anté-
rieur. Cette plainte émane du patient lui-même, d’un informant fiable ou d’un clinicien
entraîné observant le patient

• Atteinte d’une fonction cognitive ou plus. La preuve d’une baisse de performance
d’une ou plusieurs fonctions cognitives doit être faite, comparée aux valeurs attendues
compte tenu de l’âge et du niveau d’éducation du patient ou de valeurs antérieures
si des mesures répétées sont disponibles. Les domaines cognitifs atteints sont variés :
mémoire, fonctions exécutives, attention, langage. Une atteinte de la mémoire épiso-
dique est plus souvent rencontrée chez les patients progressant vers une démence de
type maladie d’Alzheimer. Habituellement, on considère une atteinte objective quand
les scores aux tests cognitifs sont inférieurs de 1 à 1.5 déviations standard par rapport
à ce qui est attendu à âge et niveau d’éducation similaires.

• Préservation de l’indépendance dans les capacités fonctionnelles. Malgré la possible
présence de difficultés pour réaliser des tâches complexes comme payer des factures,
préparer un repas ou faire les courses, les sujets présentant un MCI conservent leur
indépendence dans les tâches de la vie quotidienne.

• Absence de démence

C.2 Arguments en faveur d’un MCI lié à un processus phy-
siopathologique de type Alzheimer

• Preuve d’un déclin progressif des fonctions cognitives grâce à des mesures répétées
dans le temps

• Élimination d’autres causes pouvant expliquer le déclin cognitif (vasculaire, médica-
menteuse, traumatique, autres causes neurodégénératives)
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• Existence d’arguments génétiques augmentant le risque de maladie d’Alzheimer (mu-
tations autosomiques dominantes, variants génétiques à risque)
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