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Résumé 

L’av e e t du séquençage haut d it pe et a tuelle e t d’ tudie  et d’a al se  la part de la 

composante génétique des maladies complexes médiée par les variants rares. Cependant, leur 

interprétation représente un défi majeur. En effet, le s ue çage de illie s d’e o es et de 

génomes a révélé la complexité du polymorphisme humain et notamment la surreprésentation de 

variants rares. Et malgré le développement de logi iels d’a al se ai si ue de différentes bases de 

données, la priorisation des variants rares reste difficile.  

Dans le cadre de cette thèse, nous avons focalisé nos analyses sur les variations génétiques rares 

impliquées da s la aladie d’Alzhei e  MA). D’u  point de vue génétique, la MA répond dans une 

majorité des cas à un déterminisme multifactoriel mais une minorité des cas sont des formes 

précoces à transmission autosomique dominante. La caractérisation des gènes PSEN1, PSEN2 et APP 

responsables des formes mendéliennes de MA a permis de formuler l’h poth se de la as ade 

amyloïde en plaçant le peptide amyloïde (Aβ) au centre du processus physiopathologique.  

Afin de détecter de nouveaux facteurs de risque génétique dans la survenue de la MA, nous avons 

réalisé une tude d’asso iatio  à pa ti  de do es de s ue çage d’e o es de  as attei ts de 

formes précoces de MA et 584 contrôles. Les premières analyses ont porté sur les variants 

mononucléotidiques ainsi que les courtes insertions/délétions et ont permis de mettre en évidence 

un enrichissement en variants rares prédits délétères dans le gène ABCA7 chez les individus malades. 

Not e atte tio  s’est e suite po t e su  les va iatio s du o e de opies CNVs . L’a se e de 

récurrence à l’ helle d’un gène nous a amené à travailler sur une liste de gènes. En nous focalisant 

su  l’h poth se a loïde gi ue, ous avo s o st uit u e liste de  g es i pli u s da s le 

métabolisme et la toxicité du peptide Aβ. Grâce à cette stratégie, nous avons ainsi réussi à mettre en 

évidence un enrichissement de CNVs rares intersectant ce réseau centré sur le peptide Aβ. 

Le résultat majeur de cette étude de CNVs a été la mise en évidence d’une duplication du locus 

17q21.31 chez 5 patients attei ts d’u e maladie neurodégénérative similaire à une maladie 

d’Alzhei e . Les patients porteurs présentent un diagnostic clinique de MA, des biomarqueurs et 

une imagerie métabolique e  faveu  d’u e eu odégénérescence de type Alzheimer. En revanche, 

l’i age ie a loïde et l’a al se eu opathologi ue ’o t pas v l  de pathologie a loïde et so t 

do  e  faveu  d’u e tauopathie pu e. 

L’ tude des CNVs a également révélé une délétion partielle du gène PSEN1, emportant les exons 9 et 

10, pour laquelle nous avons pu réaliser des études fonctionnelles. Nous avons ainsi pu déterminer 

que la protéine mutante favorisait la production de peptides amyloïdes plus longs, ces derniers étant 

des médiateurs majeurs de la neu oto i it  d’Aβ. 

Mots clé : s ue çage haut d it, e o e, tudes d’asso iatio , aladie d’Alzhei e  du sujet 
jeune, ABCA7, CNV, MAPT, 17q21.31, PSEN1  



 

 

 



Abstract 

 

Next-generation sequencing allows studying and analyzing the genetic component part of complex 

diseases mediated by rare variants. However, their interpretation represents a major challenge. 

Indeed, the sequencing of thousands of exomes and genomes revealed the human polymorphism 

complexity and in particular the overrepresentation of rare variants. Despite the development of 

softwares and variant databases, the prioritization of rare variants remains arduous. 

My thesis subject was focused on the involvement of rare variants in Alzheimer's disease (AD). From 

a genetic point of view, AD is caused, in most cases, by a multifactorial determinism, but a minority 

of cases are autosomal dominant early-onset forms (ADEOAD). The characterization of mutations in 

the PSEN1, PSEN2 and APP genes as a cause of these Mendelian forms of AD led to the formulation 

of the amyloid cascade hypothesis, stating that the amyloid-β peptide (Aβ) is triggering the 

pathophysiological process. 

In order to detect new genetic risk factors involved in AD, we performed an association study using 

exome sequencing data from 522 cases with early-onset Alzheimer Disease and 584 controls. The 

first analyzes focused on single nucleotide variants and short insertions / deletions, and revealed an 

enrichment in cases of variants that are predicted to be deleterious in the ABCA7 genes. We then 

then focused on copy number variations (CNVs). The lack of recurrence at the gene-level incited us to 

work on a gene list. By focusing on the amyloidogenic hypothesis, we built a list of 342 genes 

involved in the metabolism and toxicity of the Aβ peptide. Thanks to this strategy, we found an 

enrichment of rare CNVs intersecting this Aβ network in cases. 

The main result of this CNV study was the identification of a duplication of the 17q21.31 locus in 5 

patients with a neurodegenerative disease similar to Alzheimer's disease. These patients have a 

clinical diagnosis of AD, as well as biomarkers and metabolic imaging consistent with an AD 

neurodegeneration. However, amyloid imaging and neuropathological analysis did not reveal any 

amyloid pathology, and were therefore pointing to a pure tauopathy. 

This CNV study also revealed a partial deletion of the PSEN1 gene, overlapping exons 9 and 10, for 

which we performed functional studies. We demonstrated that the mutant protein enhanced the 

production of longer amyloid peptides, the latter being major mediators of Aβ neurotoxicity. 

Keywords : next-generation sequencing, exome, association study, early-onset Alzheimer 

Disease, ABCA7, CNV, MAPT, 17q21.31, PSEN1 
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Alzhei er’s Disease a d Related Disorders Asso iation 

NMDA : N-methyl_D-aspartate 

NTF : Amino-Terminal Fragment 

OR : Odds Ratio 

Pen-2 : PSEN enhancer 2 

PPI : Protéine-Protéine Interaction 

PrPC : cellular prion protein 

PSEN : Presinilin  

QMPSF : Quantitative Multiplex of Short Fluorescent fragment 

RH : Recombinaison Homologue 

SIFT : Sorting Intolerant From Tolerant 

SNP : Single nucleotide polymophism 

SNV : Single Nucleotide Variant 

SORL1 : Sortilin Related Receptor 1 

TREM2 : Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 2 

UTR : Untranslated Transcribed Region 

VPS : Vacuolar Protein Sorting 

WT : Wild-Type 
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I Introduction 

Les aladies hu ai es so t le sultat d u e combinaison de facteurs environnementaux et 

génétiques. En fonction de la maladie étudiée, la part attribuable à la composante génétique ou 

environnementale varie. Les maladies mendéliennes sont entièrement expliquées par la composante 

génétique tandis que les maladies complexes sont sous l i flue e d u e pa t variable de facteurs 

génétiques et environnementaux. Le graphique adapté de Manolio et collaborateurs permet de 

représenter le rôle des différentes classes de variants dans la composante génétique des maladies 

humaines (Manolio et al., 2009) (Figure 1 page 8). Les variants sont répartis selon leur fréquence 

dans la population générale en fonction de leur effet sur le risque de développer la maladie. Les 

variants responsables de maladies mendéliennes sont extrêmement rares dans la population 

générale et confèrent un risque maximal de développer la maladie. Dans le cas des maladies 

complexes, l effet des facteurs génétiques est multiple et deux hypothèses co-existent : variants 

communs – maladie commune (common variant-common disease) et variants rares – maladie 

commune (rare variant-common disease). Le paradigme actuel considère que les maladies complexes 

s e pli ue t pa  une combinaison de variants fréquents et rares (fréquence allélique inférieure à 1%) 

conférant un risque faible ou élevé de développer la maladie. Les tudes d asso iatio  

pangénomique (Genome Wide Association Study : GWAS  o t pe is d lu ide  u e pa t de la 

composante génétique liée aux variants fréquents tandis que l a e e t e t des te h i ues de 

séquençage haut débit rend possible la détection et l a al se des variants rares.  

 

Variants fréquents 

L h poth se « Common disease, common variant » a émergé durant les années 2000 et considère 

u u e pa t i po ta te de la composante génétique des maladies complexes est médiée par des 

facteurs de risque génétique fréquents (Gibson, 2012). En fait cette hypothèse reflétait les 

o aissa es de l po ue su  le pol o phis e hu ai , alors sous-estimé. Cette hypothèse a pu 

être testée grâce à des analyses pangénomiques dites de GWAS qui reposent sur des études 

d asso iatio  as-contrôles. Chaque individu est génotypé sur un grand nombre de variations 

nucléotidiques fréquentes suffisamment espacées sur le génome pour permettre de couvrir la 

totalité des blocs haplotypiques. Pour chacune de ces variations, la fréquence allélique est comparée 

entre les cas et les contrôles pour déterminer les allèles fréquents à risque ou protecteurs. En dehors 

de quelques exceptions, la plupart des signaux détectés sont associés à un risque relatif faible 

(app o h  pa  l odds atio O‘ ), Les variants étudiés sont souvent intergéniques et distants de 

plusieurs gènes. L h poth se est ue es a ia ts peu e t tou he  des gio s gulat i es 

d e p essio  ou t e e  d s uili e de liaiso  a e  u  a ia t g i ue qui altère la fo tio  d u  



7 
 

gène. Les GWAS mettent donc en évidence des loci, mais il est souvent difficile de déterminer quel 

est le polymorphisme ou même le gène précis qui est responsable du signal.  

 

Variants rares  

L h poth se common disease, rare variants propose d expliquer la part de la composante génétique 

des maladies complexes à partir de variants géniques rares qui conféreraient un risque important de 

développer la maladie. En effet, la théo ie de l olutio  suppose ue des variants délétères 

touchant les régions codantes sont soumis à la pression de sélection et donc maintenus à basse 

fréquence dans la population. Cependant, certains variants rares peuvent également avoir un effet 

faible dans la survenue de la maladie et sont plus difficiles à étudier. Depuis le début des années 

2010, le développement important des études de séquençage nouvelle génération (Next Generation 

Sequencing : NGS) a rendu possible l e ploration de cette hypothèse avec notamment le séquençage 

d e o e ui pe et d a de  à l e se le des a iatio s codantes d u  i di idu.  

 
La problématique de cette thèse a été d ide tifie , à pa ti  de do es de s ue çage d e o es, de 

nouveaux facteurs génétiques associés à la aladie d Alzhei e  du sujet jeu e. Da s l i t odu tio , 

j a o de ai dans un premier temps le d fi de l i te p tation des variations génétiques détectées à 

pa ti  de do es de s ue çage d e o es puis les st at gies d tudes génétiques en focalisant mon 

p opos su  les tudes d asso iatio . Enfin, je reviendrai sur les aspects génétiques et 

ph siopathologi ues de la aladie d Alzhei e .  

Les résultats s a ti ule o t autou  de t ois a ti les sulta t de l a al se d asso iatio  as-contrôles 

menée au laboratoire. Cette étude d asso iatio  nous a permis de mettre en évidence (i) un 

enrichissement de variants rares dans le gène ABCA7 et (ii) un excès de remaniements génomiques 

intersectant une liste de gènes centrée sur le peptide amyloïde chez les cas, résultat duquel ont 

découlé deux études. La p e i e tude a l  l i pli atio  de la dupli atio  du lo us 17q21.31 

chez des patients atteints de démences précoces. La se o de tude a pe is d alue  les 

conséquences fonctionnelles d u e ou elle d l tio  génomique de PSEN1. 
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A. La révolution du séquençage haut débit 

Initié en 1990 et achevé en 2004, le séquençage complet du génome humain a profondément changé 

notre vision de la génétique (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004; Lander et 

al., 2001; Venter et al., 2001). Cette avancée majeure a servi de socle pour le développement 

d a al ses pa g o i ues do t le s ue çage à haut d it de l e o e ~ , % du g o e . “ il a 

fallu presque 15 ans pour obtenir le premier génome complet grâce au shotgun sequencing 

(séquençage de courts fragments subclonés), aujou d hui uel ues se ai es suffisent pour accéder 

à l e se le des a iatio s g ti ues oda tes d u  i di idu.  

Cette révolution technologique a été nécessairement a o pag e d u  esso  des outils 

bioinformatiques pou  pe ett e l a al se des do es g es. La d te tio  et l a otatio  des 

variants nucléotidiques (Single Nucleotide Variants : SNV), des insertions/délétions et, plus 

récemment, des variations du nombre de copies (Copy Number Variation : CNV) à partir de ces 

données sont maintenant réalisées grâce à des logiciels bioinformatiques complexes qui nécessitent 

des compétences très spécifiques. 

Cette avancée technologique a permis de franchir un cap en termes de connaissances des bases 

moléculaires de nombreuses maladies mendéliennes et complexes, mais également d u  poi t de 

vue conceptuel via le séquençage accru de nombreux génomes et exomes humains.  

 

1. Une révolution technologique  

 

a. Le séquençage d’exome 

Si le séquençage Sanger sui i d u e électrophorèse capillaire est la te h i ue de f e e lo s u il 

s agit de s ue e  des régions cibles d ADN de la taille d u  e o  ou d u  g e, cette technique est 

néanmoins inadaptée au s ue çage d u  exome (Sanger and Coulson, 1975; Sanger et al., 1977). En 

effet, l e o e o tie t  000 exons correspondant à environ 50 millions de bases soit 1,6% du 

génome humain. Le développement du séquençage à haut débit a permis de réduire 

considérablement le te ps de s ue çage d u  e o e tout en présentant également un avantage 

économique par rapport au séquençage Sanger. Si l o  esti e le p i  au uel e ie d ait le 

s ue çage d e o e pa  la te h i ue de “a ge , o  a oisi e les  à 30 illio s d eu os pou  u  

i di idu alo s u aujou d hui, il e coûte que 500 à 1000 euros grâce aux technologies de séquençage 

haut débit (Bennett et al., 2005; Hert et al., 2008). 
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Le séque çage d e o e peut t e alis  g â e à diff e tes te h ologies (pour revue (Hert et al., 

2008)). Da s le ad e de ette th se, l e se le des exomes a été séquencé grâce au kit de capture 

SureSelect d Agile t et à la technologie Illumina. 

 

b. Capture de l’exome 

Da s le as d u  s ue çage i l , il faut pou oi  s le tio e  les gio s d i t t. E  l o u e e, 

da s le as de l e o e, les gio s oda tes du g o e. Da s ot e tude, le s ue çage d e o e a 

été réalisé à partir du kit de capture SureSelect d Agile t. Cette aptu e est as e su  l h idatio  de 

ol ules d A‘Ns o pl e tai es ioti l es up es grâce à des billes magnétiques 

e ou e tes de st epta idi e. Les i s d ADN so t e suite li s de leu s A‘Ns iot il s et des 

billes magnétiques grâce à un champ magnétique et un lavage. Les ADN collectés servent de matrice 

au séquençage haut débit. 

 

c. Principe de la technologie Illumina 

Cette technologie repose sur la chimie des terminateurs réversibles. Ap s f ag e tatio  de l ADN 

en fragments de 200 paires de bases (pbs) en moyenne par sonication, des adaptateurs sont ajoutés 

aux extrémités de ces fragments double brin pour permettre leur attachement sur une surface plane, 

appelée ellule d oule e t flow cell), sur laquelle sont liés de manière covalente des adaptateurs 

complémentaires. Après une amplification en groupe (cluster), les brins ainsi générés servent de 

matrice au séquençage effectué grâce à des déoxynucléotides tri phosphate (dNTPs) fluorescents 

réversibles. A chaque ajout de dNTPs fluorescents réversibles, une image est acquise afin de révéler 

quel dNTP a été incorporé. Le terminateur des dNTPs fluorescents est ensuite clivé supprimant son 

a a t e lo ua t et fluo es e t pou  pe ett e l i o po atio  de la ase sui a te. E fi , l a al se 

ioi fo ati ue pe et de d te i e  l e haî e e t des ases i o po es et pa  o s ue t la 

séquence de chaque fragment d ADN (Hert et al., 2008) (Figure 2 page 11).  

Le séquençage Illumina repose sur le séquençage en extrémités appariées (paired-end). Dans un 

p e ie  te ps, ha ue f ag e t d ADN est s ue  al atoi e e t à pa ti  de l e t it  se s ou 

a tise s puis à pa ti  de l aut e e t it  a tise s ou se s espe ti e e t. Ce s ue çage paired-

end g e do  des s ue çages pa  pai es d e t ités d u  e f ag e t d ADN. 
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2. Détection et annotation des variants  

Le s ue çage d e o e e se limite pas à la seule technologie chimique. Ce séquençage haut débit 

génère des données u il est i possi le d analyser sans une expertise bioinformatique préalable.  

Après la détection des bases effectuée par le séquenceur lui-même, les séquences lues, appelées 

reads, sont alignées sur un génome de référence. Le nombre de reads obtenu correspond à la 

profondeur avec laquelle chaque base est lue et est couramment exprimée en « x ». Cette première 

tape d alig e e t est sui ie d u e détection des variants par comparaison avec ce génome de 

référence. La dernière étape consiste en l a otatio  de es a iatio s pe etta t ainsi la 

priorisation ou la filtration des variants d i t t. L e se le de es étapes correspond à un pipeline 

bioinformatique qui au cours de son processus produit une quantité importante de données (Figure 3 

page 13). Ces données représentent une contrainte majeure en termes de stockage. A titre 

d e e ple, un exome avec une profondeur moyenne de 50x ou 100x génère respectivement 2,5 ou 5 

Gigabases de données. 

 

a. Alignement et détection des variants 

Le pipeline développé par les bioinformaticiens au sein du laboratoire est présenté dans la Figure 3. 

De manière simplifiée : après la récupération des fichiers FastQ fournis par le centre de séquençage, 

la p e i e tape d alig e e t a t  alis e au sei  du la o atoi e g â e au logi iel BWA (Burrows-

wheeler alignment tool) (Li and Durbin, 2009) qui produit alors des fichiers BAM (Binary Alignment 

Map). La détection des variants est ensuite réalisée grâce au logiciel GATK (Genome Analysis ToolKit) 

(Van der Auwera et al., 2013). Ces deu  logi iels so t aujou d hui la ge e t utilis s pou  les a al ses 

d e o e. Les fichiers VCF (Variant Call Format) ainsi produits servent de base au logi iel d a otatio  

des variants.  
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une source majeure d i fo atio  su  les a iatio s du g o e et de l e o e hu ai . Da s e ut, 

60706 exomes ont été analysés à partir du même pipeline ioi fo ati ue pa  l Exome Aggregation 

Consortium (ExAC : http://exac.broadinstitute.org/) (Lek et al., 2016) devenant ainsi la plus large base 

de données d e o es ja ais e e s e. Plus de 60 000 exomes et 15 000 génomes ont été 

récemment ajoutés à cette base de données u ils o t ai si o  gnomAD (Genome Aggregation 

Database) (http : //gnomad.broadinstitute.org/) . 

A pa ti  d E AC, les sultats o te us so t difia ts. L e se le de es e o es a pe is d ide tifie  

~7,4 millions de variations distinctes, ce qui correspond à une variation toutes les 8 pbs (Lek et al., 

2016). 99 % de ces variants ont une fréquence inférieure à 1 %, 54 % sont des singletons (observés 

chez seulement un individu) confirmant les résultats des précédentes études su  d aut es 

populations po ta t su  u  o e plus est ei t d i di idus telles que 1000G (1000 Genomes 

Project Consortium et al., 2015), UK10K (UK10K Consortium et al., 2015), NHLBI GO ESP (Tennessen 

et al., 2012) ou e o e l tude DiscovEHR portant sur 50 726 exomes (Dewey et al., 2016) pour ce qui 

est de la surreprésentation de variants rares. Il faut noter que les populations NHLBI GO ESP et 

1000G sont inclus da s la populatio  d E AC.  

Cette proportion de variants rares a fortement changé notre regard sur le polymorphisme humain. Il 

tait assez ou a t de o sid e  u une variation rare était un critère majeur da s l i te p tatio  

et l i pli atio  de ette a iatio  da s u e pathologie do e. Cette surreprésentation de variants 

rares remet fortement en cause ce principe.  

 

b. La tolérance aux variants perte de fonction 

L i te p tatio  des variants rares est principalement focalisée sur les catégories ou classes de 

a ia ts do t l effet sur la fonction de la protéine est plus facilement prévisible. Par conséquent, les 

tudes d e o es ont principalement axé leurs recherches sur les variants communément appelés 

perte de fonction qui sont en fait des variations tronquant les protéines (Protein Truncating Variant : 

PTV) avec un effet prédit de perte de fonction de la protéine. Les PTVs regroupent les variations non-

sens, les variations détruisant les sites canoniques d pissage et les i se tio s/d l tio s (indels) 

décalant le cadre de lecture (frameshift). U e des leço s i po ta tes à eti e  de l a al se de es 

tudes d e o es est la elati e tol a e au  a ia ts dits pe te de fo tio  (Lek et al., 2016; 

Tennessen et al., 2012). Da s les do es d E AC, ces variants PTVs sont les plus rares et 

représentent 2,4 % de l e se le des variants détectés. En moyenne, chaque individu présente dans 

la séquence codante de son génome  PTV à l tat h t oz gote et  à l tat ho oz gote (Lek et 

al., 2016). Cependant, la grande majorité des PTVs présents chez un individu sont communs 

(fréquence supérieure à 1 %) réduisant ainsi le nombre de PTVs rares (MAF inférieure à 1 %) à 18 par 

individu dont 2 variants singletons en moyenne (Lek et al., 2016). 
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4. Le défi de l’interprétation des variants 

 

Parmi les ~21 000 variations présentes, laquelle ou lesquelles sont impliquées dans le déterminisme 

génétique de la maladie chez le patient ? Différents filtres peuvent être appliqués pour essayer de 

p io ise  les a ia ts d i t ts : en fonction de la qualité du variant détecté, de la nature de la 

variation (synonymes, non-sens, indels décalant le cadre de lecture ou non, faux-sens, touchant un 

site a o i ue d pissage , de la fréquence allélique, de la conservation ainsi que des prédictions de 

pathogénicité in silico pour les variations faux-sens. 

 

a. Qualité 

La première étape consiste à déterminer la qualité avec laquelle chaque variant est détecté. Les 

différents logiciels utilisés dans les pipelines bioinformatiques peuvent rendre compte de cette 

qualité grâce à des scores de qualité de génotype et de profondeur. Le logiciel GATK, utilisé au 

laboratoire, calcule des scores de qualité qui pe ette t d esti e  la p o a ilit  u u  ariant soit 

vrai ou faux (Van der Auwera et al., 2013). Ce logiciel prend en compte les principaux biais rencontrés 

dans les analyses de données de NGS (Van der Auwera et al., 2013):  

 un variant détecté dans un seul sens de lecture (sens ou antisens) est très souvent un faux-

postif 

 un variant uniquement présent en fin d u  read est également souvent un faux-positif 

 la p ise e  o pte de la ualit  de l alignement du read et la balance allélique par variant 

(basée sur la profondeur et le nombre de fois où le variant alternatif est lu par rapport à la 

référence)  

Si les seuils définis sont trop lâches, on considérera un grand nombre de variants faux positifs, à 

l i e se, des seuils t op st i ts li i e o t des a ia ts els de l a al se. Les différents paramètres 

de qualité, génotype et profondeur sont généralement déterminés grâce à la confirmation par une 

technique indépendante (ex : le séquençage Sanger).  

 

b. Fréquence 

Le graphique de Manolio et collaborateurs (Figure 1 page 8) permet de se rendre compte de 

l i pli atio  pote tielle de chaque variation en fonction de sa fréquence et de son effet, à savoir le 

risque de développer la maladie (Manolio et al., 2009).  

La fréquence allélique est un filtre i po ta t da s l a al se des  000 variations portées par chaque 

individu. Cette filtration peut être effectuée à partir des différentes bases de données citées 

précédemment (ExAC, NHLBI GO ESP ou encore 1000G) (1000 Genomes Project Consortium et al., 
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2015; Lek et al., 2016; Tennessen et al., 2012). Cependant, leur utilisation peut être limitée par trois 

facteurs : la couverture, la ualit  de ha ue a ia t ai si ue l o igi e eth i ue des populations 

étudiées. En effet, certaines variations considérées comme rares so t si ple e t le eflet d u e 

mauvaise profondeur de séquençage et peuvent donc introduire un biais da s l a al se. De plus, 

certaines variations génétiques peuvent être rares dans certaines populations quand elles sont 

f ue tes da s d aut es (Lek et al., 2016; Tennessen et al., 2012). Ainsi, des biais de stratification de 

population peuvent alt e  l i te p tatio  des variants lo s u ils so t s le tio s su  leur 

fréquence. Un o e  de o t e  e iais est de dispose  d u e ase de do es de témoins 

strictement appariés aux patients étudiés pou  l o igi e eth i ue.  

Dans la base de données ExAC, différents groupes ethniques sont individualisés (Figure 5 page 18). La 

sous-population ExAC NFE inclut les individus Européens non-Finlandais et peut être potentiellement 

utilisée pour filtrer les variations fréquentes lorsque les études sont menées sur des échantillons 

européens. 
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c. Classification des variants 

Outre la filtration des variants à partir de la fréquence, les variations nucléotidiques sont également 

classifiées selon l effet prédit sur la protéine associée au gène. Da s les tudes d e o es, on 

considère 5 classes de variants : les variations synonymes, les variations dites perte de fonction (non-

sens, les indels décalant le cadre de lecture, variants situ s su  les sites a o i ues d pissage), les 

variants non-synonymes (faux-sens, indels ne décalant pas le cadre de lecture), les variations 

i t o i ues e  deho s des sites a o i ues d pissage et les a iatio s situ es da s les gio s non-

traduites UT‘ et UT‘ . 

 

Les variations entrainant une perte de fonction de la protéine : non-sens, indels, affectant 

les sites canoniques d’épissage 

De par leur effet tronquant sur la protéine, ces variations sont considérées en priorité dans les 

tudes d exomes. L a otatio  si ple e d o pte du t pe de la a iatio , à sa oi  s il s agit d une 

variation non-sens, indels frameshift ou d u e a iatio  d pissage. Cependant, les études récentes 

tentent de distinguer ces variants en excluant les variants PTV selon différents critères (Lek et al., 

2016; MacArthur et al., 2012):  

 lo s ue l all le alte atif est e  alit  l all le a est al 

 lorsque le variant est situé au début de la séquence codante : on suppose que des codons 

initiateurs alternatifs permettront de sauvegarder la fonction du gène 

 lorsque le variant est situé à la fin de la séquence codante : on suppose que le gène sera 

transcrit et traduit pour produire une protéine fonctionnelle raccourcie 

 lorsque le variant est situé en +2 ou –2 d u  e o  ais l e o  o e  a pas de sites 

a o i ues d pissage 

 

Les variations faux-sens et leur prédiction de pathogénicité 

Les variations faux-sens sont plus difficiles d i te p tatio  car il est complexe de prédire leur effet 

sur la protéine. Il est donc important de pouvoir distinguer les variations faux-sens qui ont un effet 

fo tio el su  la p ot i e de elles ui e  o t pas. Pour cela, différents logiciels de prédiction de 

pathogénicité des variations faux-sens existent et leurs algorithmes sont basés sur plusieurs critères 

do t les p i ipau  so t la o se atio  au ou s de l olutio  de la ase u l otidi ue ai si ue de 

l a ide a i  (AA) étudié mais également la distance physico- hi i ue e t e l AA o igi el et so  

remplaçant (Adzhubei et al., 2013; Ng and Henikoff, 2003; Schwarz et al., 2010). Ainsi, chaque logiciel 

définit une prédiction de pathogénicité pour chaque variant et le classifie dans différentes catégories 

prédites comme plus ou moins délétères pour la protéine. 
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Au sein du laboratoire, nous avons basé nos études sur les trois logiciels les plus utilisés (Castellana 

and Mazza, 2013; Richards et al., 2015) : Mutation Taster (Schwarz et al., 2014), SIFT (Sorting 

Intolerant From Tolerant) (Ng and Henikoff, 2003) et Polyphen-2 (Adzhubei et al., 2013). 

 

Mutation Taster 

Accessible en ligne (http://www.mutationtaster.org/), cet algorithme se veut le plus complet car il 

définit un score pour tous les types de variants, synonymes ou non-synonymes. L algo ith e epose 

su  la o se atio  u l otidi ue et p ot i ue, les alt atio s des sites d pissage, l alt atio  de 

e tai es fo tio s p ot i ues et les ha ge e ts pou a t i flue e  la ua tit  d A‘N  p oduit. 

De plus, les altérations génétiques retrouvées plus de 4 fois dans les 1000G (1000 Genomes Project 

Consortium et al., 2012) ou dans HapMap (International HapMap 3 Consortium et al., 2010) sont 

automatiquement considérées comme neutres (neutral) et les variants rapportés dans la base de 

données ClinVar (recense les variations en relation avec les pathologies humaines) sont 

automatiquement prédits comme causant des maladies (disease causing). Mutation Taster a été 

entrainé sur les variants considérés comme polymorphiques à partir du projet 1000 génomes (1000 

Genomes Project Consortium et al., 2012) et l e se le des a iatio s o sid es o e ausales 

dans la base de données HGMD Professionnal. 

 

Polyphen-2 

Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) définit 3 classes de variations faux-sens : 

bénignes (benign), possiblement délétères (possibly damaging) et probablement délétères (probably 

damaging) (Adzhubei et al., 2013). Son score est principalement défini grâce à différentes fonctions 

(11 en tout) basées sur la comparaison avec des homologies de séquences nucléotidiques et 

protéiques et sur des données de propriétés structurales des protéines. Le logiciel a été entrainé sur 

deux paires de jeux de données différents : HumDiv et HumVar. HumDiv est constituée d allèles 

délétères, annotés dans la base de données UniProtKB comme causant des maladies mendéliennes, 

et d allèles non-délétères, basés sur les différences observées entre les protéines humaines et leurs 

homologues mammifères proches (conservation faible). HumVar est constituée de l e se le des 

mutations causant des maladies humaines annotées par la base de données UniProtKB et des 

variations non-s o es a a t ja ais t  i pli u es da s les aladies hu ai es. Da s l tude 

des aladies o ple es, il est e o a d  d utilise  Pol phe -2 entrainé par HumDiv car des allèles 

mêmes faiblement délétères doivent être considérés comme délétères. Polyphen-2 entrainé par 

HumVar est plus adapté aux maladies mendéliennes qui requièrent une distinction forte entre les 

allèles délétères et les allèles faiblement ou modérément délétères. 
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SIFT  

Ce logiciel de prédiction est également disponible en ligne (http://sift.bii.a-star.edu.sg/). Cet 

algorithme repose uniquement sur la conservation protéique calculée à partir des homologies de 

séquences protéiques et sur la distance physico-chimique entre les deux acides aminés, sauvage et 

mutant. Il distingue ainsi deux types de variants : délétères (Deleterious) ou tolérés (Tolerated). SIFT a 

été entrainé à partir de bases de données de variants : SwissProt (variants causant des maladies 

mendéliennes) d u e part, et dbSNP (Ng and Henikoff, 2002) ainsi que des variants non-synonymes 

détectés chez des contrôles (Cargill et al., 1999) d aut e pa t. 

 

Les autres outils de prédiction de pathogénicité des variants faux-sens 

De nombreux autres logiciels de prédiction de pathogénicité des variants sont régulièrement 

développés. Les derniers en date génèrent des scores dits « intégrés » en combinant différents 

logiciels de prédiction tels que Condel (González-Pérez and López-Bigas, 2011), CADD (Kircher et al., 

2014) ou encore KGGSeq (Li et al., 2012b). Ces logiciels varient évidemment en fonction des 

combinaisons de logiciels utilisés. De plus, les développeurs de ces algorithmes testent leur logiciel à 

partir de jeux de données distinguant les variants dits « vrais variants pathogènes » des « vrais 

variants neutres ». Les jeux de données utilisés ne sont pas les mêmes entre les différentes études 

entrainant in fine une grande variabilité des prédictions de pathogénicité entre les différents 

logiciels. Différentes études ont tenté de comparer certains logiciels (Castellana and Mazza, 2013; 

Dong et al., 2015; Genovese et al., 2016; Liu et al., 2013; Thusberg et al., 2011) : les principales 

discordances proviennent des jeux de données « vrais variants pathogènes, vrais variants neutres » 

sur lesquels ont été entrainés les logiciels. E  plus d a oi  utilisé des jeux de données différents, les 

bases de données sont polluées par des variants annotés à tort comme délétères entrainant 

nécessairement un biais lors des phases d e t ai e e t des différents algorithmes. 

 

Utilisation des logiciels de prédiction de pathogénicité 

Grâce à notre expérience locale et de manière logique avec les comparaisons interlogicielles, nous 

a o s d id  d utilise  Mutation Taster, SIFT et Polyphen-2 qui sont complémentaires et les plus 

adaptés pour nos études. Nous avons défini plusieurs classes de variants faux-sens en fonction des 

prédictions in silico des différents logiciels : 

 variations faux-sens strictement pathogènes : prédites pathogènes par les trois logiciels  

 variations faux-sens probablement pathogènes : prédites pathogènes par au moins un des 

trois logiciels 

 variations faux-sens bénignes : prédites non-pathogènes par les trois logiciels 
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Analyse des variants synonymes, introniques et faux-sens bénins 

Les variants synonymes, introniques ne touchant pas les sites a o i ues d pissage ou e o e les 

variants faux-se s p dits i s o t a priori pas d effet su  la structure et la fonction de la 

protéine. Ces différents variants peuvent malgré tout a oi  u  effet su  l pissage en altérant à 

distance la fonction des sites canoniques d épissage ou des éléments régulateurs (région 

e o i ue/i t o i ue p o ot i e ou i hi it i e d pissage, Exonic or Intronic Splicing Enhancer or 

Silencer). Ces altérations peuvent avoir différentes conséquences entrainant le saut d u  ou plusieu s 

exons, la te tio  d u e pa tie d un intron ou encore l utilisatio  de site do eu  et a epteu  

d pissage diff e t et . Toutes es variations peuvent notamment o dui e à la fo atio  d u e 

protéine tronquée. Ces variations considérées initialement comme bénignes peuvent donc être à 

l o igi e de modifications importantes dans le rôle physiologique de la protéine. Différents logiciels 

de p di tio  d pissage e iste t huit sont comparés dans la référence (Jian et al., 2014)). 

Cependant ces logiciels restent encore peu utilisés da s les a al ses d e o es. Leur développement 

est a tuelle e t e  ou s et e tai es e o a datio s e iste t ais e s appli ue t da s la 

plupart des cas u à des g es sp ifi ues (par exemple pour les gènes BRCA1 et BRCA2 (Houdayer 

et al., 2012)). 

 

d. Bases de données de variants pathogènes 

Différentes bases de données recensent les variants impliqués dans les maladies mendéliennes. Deux 

types de bases de données de variants pathogènes existent : les bases de données spécifiques de 

gènes et celles non spécifiques.  

Les bases de données spécifiques de gènes sont souvent mieux annotées que les bases de données 

o  sp ifi ues a  elles o t t  ta lies pa  des sp ialistes du ou des g es d i t ts. Da s le as 

de la aladie d Alzhei e  à transmission autosomique dominante, les bases de données de 

mutations AD&FTD (http://www.molgen.ua.ac.be/admutations/  et d Alzfo u  

(http://www.alzforum.org/mutations) sont considérées comme étant fiables.  

Les bases de données non-spécifiques telles que HGMD professional, ClinVar, OMIM et SwissProt 

so t sou e t pollu es de a ia ts pou  les uels l a otatio  est pas fia le.  

Les auteu s du o so tiu  E AC o t te t  d alue  la pathog i it  des a ia ts appo t s da s les 

bases de données Clinvar ou HGMD grâce aux ~60 000 exomes d i di idus indemnes de maladies 

pédiatriques sévères. De manière intéressante, 22 765 variants annotés comme pathogènes dans ces 

bases de données ont également été détectés dans les exomes d E AC. Parmi ces 22 765 variants, 

844 avaient une fréquence allélique supérieure à 1 % dans au moins une des populations incluses 

dans ExAC (Figure 5 page 18). En o e e, les i di idus d E AC po te t ~  a ia ts p de e t 

rapportés comme causaux de aladies e d lie es ais ~  d e t e eu  o t u e f ue e 
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allélique supérieure à 1 % dans au oi s u e des populatio s d E AC. Cette haute f ue e 

allélique est difficilement compatible avec une maladie mendélienne même dans un mode de 

transmission récessif. Lorsque finalement on filtre les variants rapportés comme pathogènes sur leur 

fréquence, il reste environ 6 variations rares (< 1%) annotées comme pathogènes par Clinvar ou 

HGMD correspondant à 0,89 variants pathogènes impliquant des gènes responsables de maladies à 

transmission autosomique dominante (Lek et al., 2016). Cela suggère finalement que la quasi-totalité 

des i di idus d E AC o t u e aladie mendélienne à transmission dominante, ce qui est fortement 

improbable et soulève le problème de la pollution de ces bases par des variants non-causaux.  

 

e. Expressions géniques et données fonctionnelles 

Différentes bases de données permettent de déterminer dans quels tissus le g e d i t t est 

exprimé. Le Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org/) est très complet et les données sont 

basées su  l e p essio  d A‘N  et de p ot i es de différents tissus. De manière plus spécifique, Allen 

Brain Atlas (http://brain-map.org/  fou it des do es d e p essio  d A‘N su  différents cerveaux 

humains en distinguant les différentes régions du cerveau. Ces bases de données reposent 

principalement sur des données de microarrays, d h idatio  in situ et su  l h idatio  d a ti o ps 

spécifiques sur coupes histologiques. 

 

f. Sélection finale des variants 

Lors de nos analyses d e o es des patients Alzheimer, les différents variants de bonne qualité sont 

sélectionnés à partir de différents filtres : 

 Une MAF inférieure à 1% dans notre échantillon de ~1000 patients et contrôles ou dans la 

base de données ExAC NFE qui considère uniquement la sous-catégorie des Européens non 

Finlandais pou  ite  d e tuel iais de st atifi atio  

 Un taux de données manquantes sur la base nucléotidique analysée inférieur à 5 % 

déterminé à partir de la fonction de variant calling mutliple de GATK. Cette fonction permet 

de d te i e  si la ase u l otidi ue d i t t a t  o e te e t s ue e chez 

l e se le des i di idus 

 Exclusion des variants dans les UTRs et des variants introniques en dehors des sites 

a o i ues d pissage 

 Interrogation des bases de données non spécifiques HGMD, ClinVar et Swissprot dans le cas 

de diagnostic différentiel mais également spécifiques, Alzforum et AD&FTD 

 Dans le cas spécifique de la aladie d Alzhei e  MA , les variants non référencés d APP 

PSEN1 et PSEN2 so t i te p t s g â e au  e o a datio s de l algo ith e de Guerreiro 

(Guerreiro et al., 2010) par les neurologues 
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Les patients porteurs de a ia ts lassifi s o e espo sa les de aladie d Alzhei e  ou d aut es 

maladies neurodégénérative fo t l o jet d u  o pte e du diagnostique et sont eti s de l a al se 

finale. Au sein du laboratoire, les individus atteints de formes précoces de MA (<65 ans) et qui ont un 

apparenté d u e aut e g atio  atteint de la MA jeune ainsi que les cas sporadiques avec un âge 

de d ut t s p o e ≤  a s) fo t l o jet p ala le d u  s ue çage “a ge  d APP, PSEN1 et 

PSEN2. Ainsi, 77% des cas familiaux précoces et 17,9% des cas sporadiques très jeunes étaient 

po teu s d u  a ia t ausal (Nicolas et al., 2016a; Wallon et al., 2012). Les individus non porteurs de 

mutations causales et les cas ne répondant pas au  it es p de ts fo t l o jet d u  s ue çage 

d e o e. De façon notable, pa i les  i di idus ui o t pas fait l o jet d u  s ue çage “a ge  

d APP, PSEN1 et PSEN2, uniquement 4 individus étaient po teu s d u  a ia t soit causal, soit 

possiblement ou probablement causal (1,5 %) (Nicolas et al., 2016a). 

 

5. Détection de CNVs à partir de données de séquençage d’exomes 

La variabilité du génome humain ne se limite pas aux SNV et aux insertions/délétions (indels) de 

petites tailles, les variations du nombre de copies (CNVs) représentent également une source 

importante de polymorphismes (Alkan et al., 2011). De manière arbitraire, les CNVs ont été définis 

comme des variations structurales dont la taille est supérieure à 50 pbs (MacDonald et al., 2014; 

Zarrei et al., 2015). Idéalement, la a a t isatio  o pl te d u  CNV epose su  t ois p i ipau  

critères : le nombre de copies, la région touchée par le réarrangement et enfin les informations de 

positions (Hastings et al., 2009). Les CNVs varient en fonction de leur taille et proviennent de 

différents types de variations structurales : les délétions, les translocations, les inversions, les 

éléments mobiles, les duplications et les insertions nouvelles. Leur détection au niveau 

pangénomique a longtemps reposé sur les techniques de microarrays dont la résolution dépend de la 

densité de sondes. Ces de i es a es, l a lio atio  de la ualit  du s ue çage haut d it et le 

d eloppe e t d algo ith es sp ifi ues ont permis de détecter des CNVs de très petites tailles à 

partir de données de séquençage d e o es ou de génomes (Hehir-Kwa et al., 2015). 

 

a. Les mécanismes de production des CNVs 

Les variations structurales appartiennent à deux catégories différentes : les variations récurrentes et 

non récurrentes (Carvalho and Lupski, 2016). Les réarrangements récurrents sont caractérisés par le 

fait u ils o t la e taille et affe tent la même région génomique chez deux individus non 

apparentés. Les réarrangements non-récurrents quant à eux ont une taille différente et un contenu 

différent à un même locus chez deux individus non-apparentés (Figure 6 page 26) (Carvalho and 

Lupski, 2016).  
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La ca a t isatio  des poi ts de assu es des a iatio s du o e de opies pe et d app he de  

les mécanismes de formation des variations structurales. 

La plupart des points de cassures des CNVs récurrents sont retrouvées dans des zones d au i i u  

1kb présentant une forte homologie de séquence (plus de 95%) appelées les Low Copy repeats (LCR) 

ou duplications segmentaires. Les dupli atio s seg e tai es so t à l o igi e du p i ipal a is e 

de recombinaison entrainant la formation de CNVs, à savoir la recombinaison homologue non-

allélique ou NAHR (non-allelic homologous recombination) (Hastings et al., 2009).  

La recombinaison homologue (RH) survient principalement au cours de la méiose et assure trois 

principales fonctions : la réparation des cassures de l ADN, la s g gatio  o e te des h o oso es 

et la di e sit  de l esp ce pa  ha ge d ADN. La ‘H s appuie p i ipale e t su  les ho ologies de 

séquences et de préférence sur celles existant entre les deux chromatides sœu s. Contrairement à la 

recombinaison homologue qui a lieu entre deux chromatides soeurs, la NAHR utilise comme 

homologues de séquence les zones de duplications segmentaires qui peuvent donc être situées sur 

des chromosomes différents (Carvalho and Lupski, 2016). Par conséquent, si la RH permet de réaliser 

des t a sfe ts uili s il e  est pas de e pou  la NAH‘ ui a la possi ilit  de ha ge  la 

structure des chromosomes et donc d entrainer la formation de CNVs. A tit e d e e ple, les 

haplotypes H1 et H2 du locus 17q21.31 sont bordés de zones de duplication segmentaire entrainant 

une sensibilité de cette région aux réarrangements récurrents médiés par la NAHR. La délétion de ce 

locus est notamment responsable du syndrome de Koolen–de Vries (Koolen et al., 2006). 

Les CNVs non-récurrents présentent des points de cassure à la fois sur des Low Copy Repeat mais 

également sur des zones courtes (de 2 à 15 pbs) et de faible homologie, voire même sans aucune 

homologie. Le mécanisme est donc pas toujours d pe da t d u e ho ologie de s ue e 

(Carvalho and Lupski, 2016; Hastings et al., 2009). La génération de ces CNVs dépend de plusieurs 

mécanismes dont la ligature non-homologue des extrémités, la ligature par microhomologie des 

extrémités, le cycle cassure-fusion-pont, le glissement de réplication, le décrochage de la fourche de 

réplication ou encore la réparation des cassures induites par la réplication grâce à des 

microhomologies (pour revue (Hastings et al., 2009)). 
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b. Détection de CNVs  

 
Les techniques de puces CGH (Comparative Genomic Hybridization) et puces à SNP  

 
Les puces à CGH 

Après la FISH (fluorescence in situ hybridization), les premières analyses des variations de structure 

génomique ont été réalisées grâce aux techniques de puces à ADN (Iafrate et al., 2004; Redon et al., 

2006; Sebat et al., 2004). Ces puces à ADN sont des petits supports solides sur lesquels sont fixés des 

s ue es d ADN, appel es so des, sp ifi ues d u e s ue e du g o e hu ai . Le principe de la 

puce CGH o siste e  l h idatio  o p titi e de l ADN d u  i di idu à teste  et d u  ADN témoin 

ou d u  pool d ADN témoin tous les deux marqués par des fluorophores différents (Pinkel and 

Albertson, 2005). La lecture de la fluorescence par un scanner permet ensuite de déterminer les 

régions génétiques déséquilibrées hez l i di idu test . Les puces étaient initialement composées de 

sondes de 40 à 200 kbs, les BACs (Bacterial Artificial Chromosome), permettant de couvrir 

l intégralité du génome humain mais restreignant fortement la précision avec laquelle les points de 

cassures étaient détectés. La technique de CGH a constamment évolué en développant des sondes 

de plus petites tailles (oligomères de 60 nucléotides pour la puce Agilent) afi  d aug e te  la 

résolution mais également en augmentant le nombre de sondes sur la lame (1 million pour la puce 

Agilent) (Pinkel and Albertson, 2005). La meilleure résolution obtenue à ce jour est la détection de 

CNVs d u  i i u  de  p  grâce à des puces à CGH contenant 2,1 millions sondes 

oligonucléotidiques espacées en moyenne de 56 pbs (Conrad et al., 2010). Cependant, les sondes 

oligonucléotidiques ne couvrent pas les régions répétées du génome humain car leur alignement sur 

le génome de référence serait impossible.  

 

Les puces à SNP (Single nucleotide polymophism) 

Ces puces à ADN ont été initialement conçues pour étudier les SNPs. Cette technique permet de 

discriminer des variations nucléotidiques en hybridant des f ag e ts d ADN d un même individu sur 

des sondes spécifiques d un polymorphisme (pour revue LaFramboise, 2009). Par conséquent, la 

o pa aiso  e se fait pas e t e deu  i di idus o e est le as pou  la CGH, ais e t e les deu  

all les d u  e i di idu. A tit e d e e ple, la te h ologie Illu i a epose su  l h idatio  des 

f ag e ts d ADN su  des illes po ta t les so des d u  lo us sp ifi ue. Ces so des so t o pos es 

de la séquence nucléotidique précédant le polymorphisme d i t t. Le f ag e t d ADN hybridé sur 

la sonde sert de matrice à la polymérase qui ajoute un dNTP fluorescent à l extrémité de la sonde 

donc au niveau du polymorphisme étudié. La d te tio  de fluo es e e pe et d ta li  si l i di idu 

est homozygote ou hétérozygote pour ce locus (Figure 7 page 28). Bie  u a a t été initialement 
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d elopp es pou  l a al se des “NPs, es pu es peu e t gale e t pe ett e de d te te  des CNVs 

(LaFramboise, 2009). Pour cela, il suffit de comparer les intensités de fluorescences entre deux 

individus afi  d alue  le o e de opies asso i  au “NP tudi . De la même manière que la 

technique de CGH, cette technique est limitée par le nombre de sondes utilisées mais permet de 

couvrir les régions répétées du génome. En pratique, les puces généralement utilisées pour ces 

études comprennent jusqu à 1 million de sondes. 

 

  

Figure 7 : Principe de la puce à SNP d'Illumina 

Figure issue de http://www.ipc.nxgenomics.org/newsletter/no8.htm 
Ap s f ag e tatio , l ADN s h ide su  les so des fi es à des illes. U e ADN pol ase pe et l e te sio  de es 
sondes en prenant comme brin matrice les fragments hybridés. La détection de fluorescence de la base incorporée 
permettra de définir le statut homozygote ou hétérozygote. 
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CNVs détectés à partir de données de séquençage haut débit 

Les algorithmes développés pour la détection de variations structurales à partir de données de NGS 

ne sont pas tous basés sur les mêmes méthodes. O  disti gue uat e t pes d app o he : read-pair 

discordant, read-depth, split-read et l asse lage de novo (Figure 8 page 29) (pour revue (Hehir-Kwa 

et al., 2015)).  

 

 

 

Figure 8 : Les différentes méthodes de détection de CNVs à partir de données de NGS 

Figure issue de la revue de Zhao et al., 2013. 

 
Read-pair discordant 

Cette méthode, également appelée Paired-end mapping, epose su  l alig e e t des s ue es 

évoquées précédemment (voir paragraphe A.1.c) et ota e t su  l alig e e t dis o da t de ces 

séquences par rapport au génome de référence. Cette technique permet de détecter toutes les 

variations de structures possibles. En effet, si les reads o te us à pa ti  du e f ag e t d ADN e  

se s et e  a tise s s alig e t su  le g o e de f e e de a i e t op loig s, ceci indique la 

p se e d u e d l tio  hez l i dividu séquencé (Zhao et al., 2013). A contrario, les paired-end qui 

se et ou e t app o h s lo s de leu  alig e e t sig e t la p se e d u e i se tio . De la même 

a i e, des i oh e es da s l o ie tatio  des reads peuvent permettre de délimiter les 

inversions ainsi que certaines duplications en tandem (Alkan et al., 2011). De plus, les paires de reads 

pour lesquelles seul l u  des reads a été aligné sur le génome de référence servent à détecter de 

nouvelles insertions.  
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Split-read 

Co e so  o  l i di ue, ette app o he utilise les reads do t l alig e e t su  le g o e de 

référence peut se faire sur deux régions physiquement éloignées (Figure 8 page 29). Ces reads sont 

g ale e t eti s de l tape d alig e e t su  le g o e de f e e a  il s alig e su  deu  

régions différentes. La technique split-read consiste à récupérer ces reads car on suppose que la 

dis o da e p o ie t d u  a a ge e t g o i ue. En somme, le read contiendrait les points de 

cassures de la variation structurale. En théorie, cette méthode permet également comme la 

technique paired-end de d te te  l e se le des a iatio s st u tu ales possi les.  

 

Assemblage de novo 

Cette app o he o siste e  l asse lage de novo sans alignement sur le génome de référence de 

l e semble des reads séquencés (Figure 8 page 29). Ce nouveau génome ainsi crée sera ensuite 

o pa  au g o e de f e e afi  d e  d tecter les discordances. 

 

Read-depth 

Cette de i e app o he est as e su  l id e si ple ue les gio s dupli u es au o t u  o e de 

reads plus important et les régions délétées en auront moins (Figure 8 page 29). Cette méthode 

compare les divergences de distribution des profondeurs de séquençage chez un individu par rapport 

à un modèle aléatoire défini par le logiciel utilisé. 

 

c. Principales limites des techniques de détection de CNVs à partir de données NGS 

La a a t isatio  d un remaniement repose sur trois critères : le nombre de copie, la région touchée 

et les informations de position. Ces différentes stratégies ont chacunes leur avantages et leurs 

i o ie ts ais au u e est parfaite (Figure 9 page 31) (Hehir-Kwa et al., 2015). Si la méthode 

read-pairs permet de détecter tous les types de variations structurales (inversions et translocations 

comprises), elle reste limitée par la longueur des reads et est donc restreinte à la détection de CNVs 

de petites tailles. La technique split-read est très précise concernant la localisation des points de 

cassures mais est également limitée, pour la même raison que la technique read-pair, aux petits 

CNVs. E  th o ie, l asse lage de novo est la technique la plus résolutive pour détecter les variations 

structurales. Cependant, sa mise en application est pas ide te notamment à cause des longues 

s ue es p t es p se tes da s le g o e pou  les uelles l asse lage est plus diffi ile su tout 

dans le cas où les reads sont courts (Chaisson et al., 2015). L asse lage de novo serait plus efficace 

si les reads obtenus étaient suffisamment longs pour permettre de séquencer les régions adjacentes 

à ces régions répétées. Cependant, ces techniques de séquençage de longs read sont encore peu 

développées dans les laboratoires à cause de leur coût et de leur complexité technologique. Enfin, 
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le prouve le diagramme de Venn (Figure 10 page 32). Les auteurs ont ainsi pu démontrer que les 

logiciels XHMM (Fromer et al., 2012) et CoNIFER (Krumm et al., 2012) présentaient une meilleur 

spécificité mais une moins bonne sensibilité que ExomeDepth (Plagnol et al., 2012) et CONTRA (Li et 

al., 2012a). Toutes les tudes de o pa aiso  de CNVs s a o de t à di e ue les algo ith es 

développés présentent tous leurs avantages et leurs inconvénients en termes de spécificité et de 

se si ilit  et u il est essai e de d eloppe  des algo ith es plus o ustes (Guo et al., 2013; 

Kadalayil et al., 2015; Nam et al., 2016; Tan et al., 2014).  

 

 
 
 
  

Figure 10 : Comparaison de quatre algorithmes basés sur la méthode read-depth 

Figure issue Tan et al., 2014 
Diag a e de Ve  d i a t le o e de CNV à l helle de l e o  d tecté en commun par 4 
logiciels suivant : ExomeDepth, CONTRA, CoNIFER et XHMM. Les données ont été obtenues à partir de 
32 individus 
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d. Les bases de données de CNVs 

 
Database of Genomic Variants (DGV) 

U e tude e te a te t  d ta li  u e a te des CNVs du génome humain à partir des données de 

la DGV (Database of Genomic Variants) qui regroupent 55 études différentes (MacDonald et al., 

2014) (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home). Parmi ces 55 études, les auteurs ont conservé celles u ils 

considéraient comme étant les plus résolutives. Les études de FISH, de puces à ADN de basse 

résolution (puces de moins de 1 million de sondes) ont donc été écartées de l a al se. Au final, 26 

études de haute résolution ont été sélectionnées dont des études de CGH-array, SNP-array des 

études à partir de données de NGS (Zarrei et al., 2015). Cette carte des CNVs du génome humain a 

permis de recenser à partir de 2 647 individus plus de 2 millions de CNVs dont plus de 90% sont des 

délétions. La majorité des CNVs détectés ont une taille située entre 1 et 10kb ce qui correspond aux 

les limites de détection des technologies utilisées (Figure 11 page 33). 

 

 

 
 
Les CNVs détectés à partir de la population d’ExAC 

Les techniques de NGS permettent de détecter des remaniements de plus petite taille, bien 

inférieure aux plus résolutives des études de microarrays (Hehir-Kwa et al., 2015; Zhao et al., 2013). 

La plus g a de tude alis e à pa ti  de do es d e o es est celle de la base de données ExAC 

regroupant près de 60 000 individus (Ruderfer et al., 2016). Les CNVs ont été détectés à partir du 

logiciel XHMM (Fromer et al., 2012). Cet algorithme élimine systématiquement les effets des 

individus présentant un nombre de CNVs aberrants dû notamment à un mauvais séquençage 

d e o e, les effets de at h aus s pa  les biais de technique de séquençage haut débit, ou les effets 

de cibles, à savoir lorsque celles-ci sont riches en GC car ces régions sont amplifiées de manière 

variable. Da s l tude d E AC, e s st e d li i atio  est alis  à pa ti  des 219 347 cibles de 

Figure 11 : Taille moyenne des CNVs inclus dans la DGV 

Figure issue de la base de données DGV (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) 
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l e o e et des 60 642 individus. Un modèle statistique dit de Markov caché permet de détecter les 

CNVs à pa ti  du od le  su  l e se le de es i di idus. Les données finales recensent 126 771 

CNVs exoniques touchant 19 430 gènes autosomiques retrouvés chez 59 898 individus 

correspondant en moyenne à 2,1 CNVs rares (inférieur à 1 %) par individus incluant 0,82 délétion et 

1,29 duplication. Da s les do es d E AC, la d fi itio  d u  CNV a e est assez i p ise a  la 

fréquence de 0,5 % utilisée comme filtre prend en compte plusieurs paramètres (Ruderfer et al., 

2016). Deu  CNVs se he au ha t d au oi s  % so t o sid s o e ide ti ues et les g es 

o te a t au oi s u  CNV f ue t so t eti s de l a al se. Ap s filt atio ,   g es o t t  

analysés. Au final le nombre de CNVs exoniques détectés par individu est biaisé. Il faut également 

noter que ces études ne permettent pas de détecter les variations structurales plus complexes telles 

que des inversions et ne permettent pas non plus de définir de manière précise les positions exactes 

des CNVs détectés. 

 

Ces techniques de détection à partir de données de NGS sont encore en développement et la 

spécificité et sensibilité de ces techniques restent encore imparfaites. Afi  d alue  la qualité de 

détection du logiciel XHMM da s l tude d E AC, 241 trios de patients schizophrènes (Fromer et al., 

2014; Kirov et al., 2012) ont été analysés pour confirmer que le taux de CNV de novo et la 

transmission parent-enfant était conforme aux règles de ségrégation mendélienne. Brièvement, une 

au aise se si ilit  sulte ait d u e aisse de la t a s issio  pa e t-enfant attendue et une baisse 

de la spécificité serait déterminée par une augmentation des variations survenues de novo.  

Pour donner plus de poids à la qualité des CNVs détectés, un ensemble de 10 091 individus inclus 

dans cette tude d ExAC avait aussi fait l o jet d u e a al se g â e à des pu es à “NP de haute 

résolution (700 000-1 000 000 de sondes) (Szatkiewicz et al., 2014). La comparaison entre ces deux 

techniques à partir du même panel d i di idus a pe is de ett e e  ide e les a a tages et les 

inconvénients de ces deux méthodes. Les principaux résultats ont permis de déterminer que la 

d te tio  de CNVs à pa ti  d e o es pe ettait d ide tifie  2,2 fois plus de CNVs que les techniques 

de microarrays (certainement dû aux limites de résolution en termes de taille de ces techniques) 

mais que les CNVs détectés à partir de peu de cibles par microarrays étaient plus difficilement 

d te ta les à pa ti  des do es d e o es (Ruderfer et al., 2016).  

 

Ces deux techniques, microarrays et exomes, sont imparfaites mais semblent complémentaires. Les 

techniques de puces permettent de couvrir les régions géniques et intergéniques contrairement à la 

d te tio  à pa ti  de do es d e o es. Elles permettent de détecter à la fois des CNVs rares et 

fréquents. Cependant, les puces sont très souvent limitées à la détection de CNVs de taille supérieure 

à 5-10 kb contrairement aux technologies de NGS. A l i e se, le s ue çage d e o e pe et de 
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mettre en évidence des rema ie e ts de t s petite taille. E  e a he, les logi iels d a al se tels 

que XHMM sont basés sur la comparaison des profondeurs de lecture entre un individu donné et un 

panel de référence comprenant 30 à 50 sujets. Ceci limite donc la sensibilité à la des remaniements 

fréquents. C est pou  ette aiso  ue les do es d E AC so t est ei tes au  CNVs rares (< 1%). 

Enfin, les do es d e o es et de puces ne permettent de détecter que des duplications ou 

délétions contrairement aux données de génomes. Le principal avantage de la détection des CNVs à 

partir de données de sé ue çage NG“ est u à pa ti  des es do es la d te tio  à la fois des 

a ia ts et des CNVs est alisa le duisa t ai si le oût et le te ps de l a al se. Les études de CNVs 

identifiés à partir de puces ou de séquençage de g o es o t pe is d ta li  u e a te des CNVs 

polymorphiques du génome humain (1000 Genomes Project Consortium et al., 2015; Zarrei et al., 

2015). 

 

Finalement, les CNVs exoniques rares sont moins nombreux par individu par rapport aux variants et 

indels rares (2,1 vs 1 500) mais affectent un plus grand nombre de bases nucléotidiques. Cette rareté 

rend les CNVs particulièrement intéressants lors de leur découverte chez des individus malades 

(Conrad et al., 2010; Redon et al., 2006; Zarrei et al., 2015). Cependant, la majorité de ces CNVs 

tou ha t l e o e so t elati e e t g a ds,  k  e  o e e d ap s E AC (Ruderfer et al., 2016) 

et e po tent pas u u  seul g e. Da s e o te te, d te i er la pathogéni it  d u  

remaniement est difficile. 

 

6. Le défi de l’interprétation des CNVs 

Afi  de d te i e  l i pli atio  d u  CNV dans une maladie spécifique, plusieurs critères sont à 

considérer : la qualité avec lequel le CNV est détecté, sa fréquence en population générale et les 

prédictions au niveau protéique de ces variations structurales  

 

a. Qualité 

Les différents logiciels de détection de CNV sont encore en développement et leur spécificité et 

sensibilité sont encore relativement imparfaites complexifiant la détection exhaustive de l e se le 

des remaniements par ces techniques (Hehir-Kwa et al., 2015). De plus les principales études pour 

déterminer la spécificité et la sensibilité des différents logiciels (Guo et al., 2013; Kadalayil et al., 

2015; Nam et al., 2016; Tan et al., 2014), ont été réalisées en comparaison avec des techniques de 

microarrays, qui nous le savons permettent de détecter des variations structurales de tailles 

supérieures à 5-10kb, ou avec des logiciels de détection adaptés au séquençage de génomes qui sont 

également en cours de développement. Leur vraie sensibilité et spécificité reste donc encore à 

d te i e . Pa  o s ue t, l e se le des a iations structurales détectées doit être dans un 
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second temps validé par une technique indépendante. Ceci permet de déterminer la valeur 

p di ti e positi e d u  logi iel ais e pe et pas d aluer le taux de faux-négatifs.  

b. Fréquence 

La DGV rapporte la fréquence des CNVs détectés. En effet, elle recense de nombreuses études 

pe etta t d ide tifie  les remaniements polymorphiques (MacDonald et al., 2014). Cependant, la 

d te tio  d u  CNV peut t e imprécise car les points de cassures de ces remaniements sont souvent 

mal localisés à cause des limites de résolution des technologies utilisées. La DGV peut ainsi 

considérer que deux CNVs sont diff e ts alo s u ils so t identiques, si ple e t à ause d u  

positionnement imprécis des points de cassure. De plus, de nombreux CNVs sont apparus grâce aux 

mécanismes de recombinaison homologue (paragraphe A.5.a) au niveau de zones de duplications 

segmentaires. Ces séquences hautement homologues ne sont pas classiquement capturées par les 

techniques de microarrays car il est très difficile, de par leur forte homologie, de distinguer une copie 

de l aut e et de les positionner correctement sur le génome. Leur implication majeure dans le 

mécanisme de formation des CNVs compromet l identification correcte de nombreux CNVs 

identiques.  

Pour essayer de contourner ce problème, des régions appelées CNV regions (CNVR) ont été 

délimitées. Ce sont des loci dans lesquels de nombreux CNVs sont retrouvés (Zarrei et al., 2015). Bien 

que ces régions soient fortement touchées, tous les CNVs inclus ne sont pas obligatoirement 

identiques et ne concernent pas nécessairement les mêmes gènes. L effo t de s le tio  des CNVs 

identifiés à partir de technologies hautement résolutives (Zarrei et al., 2015) a permis de limiter ce 

phénomène et de cartographier au mieux les CNVs fréquents du génome humain. 

Il est donc difficile de comparer nos données de CNVs détectés à partir de données de séquençage 

d e o es avec des données de microarrays en termes de fréquence. Cependant, les analyses sont 

possi les lo s ue l o  o pa e les CNVs de taille sup ieu e à environ 5-10 kb (limite de résolution 

des puces) et lorsque ceux-ci impliquent des portions suffisamment importantes de régions codantes 

li ite de l e o e .  

Au sein du laboratoire, la stratégie a été de définir la fréquence d u e a iatio  structurale à partir de 

1106 i di idus pa ti ipa t à l tude d asso iatio  as-contrôles et en les analysant avec le même 

logiciel bioinformatique considérant ainsi que le mauvais positionnement des points de cassure est 

ide ti ue su  l ensemble des CNVs détectés. Les bornes des différents CNVs étaient finalement 

définies par les exons les plus proches des bornes de cassure. À partir du moment où les mêmes 

régions codantes étaient emportées et dans le même sens (duplication ou délétion), nous 

considérions ces évènements comme identiques pour nous permettre d ta li  u e f ue e des 

CNVs détectés au sein de notre échantillon. Nous a o s gale e t li i  de l a al se les g es 

pour lesquels la fréquence des CNVs était supérieure à 1 %. Les gènes situés sur des zones de 
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duplication segmentaire ont également été retirés de l a al se car les logiciels de détection 

rencontrent des difficultés pour distinguer ces CNVs fréquents entrainant un nombre de faux-positifs 

important. 

 

c. Classification des CNVs 

 

CNVs et prédictions  

La prédiction au niveau fonctionnel de l effet d u  CNV est pas simple et l i te p tatio  des 

délétions est souvent plus évidente que celle des duplications. La d l tio  o pl te d u  g e seul 

amène à penser que le mécanisme physiopathologique en cause est associé à une perte de fonction. 

L i pli atio  de a ia ts PTV de ce gène dans la maladie étudiée ou lorsque les données 

fo tio elles o e ge t e s u e h poth se de pe te de fo tio  so t auta t d a gu e ts 

supplémentaires. Cependant, cette interprétation devient plus difficile si la zone délétée emporte 

plusieurs gènes. A tit e d e e ple, la d l tio  du locus 17q21.31, initialement détecté en 2006, 

emporte 4 gènes : MAPT, CRHR1, STH et KANSL1 et est responsable du syndrome de Koolen-de Vries 

caractérisé par un retard du développement, une hypotonie du jeune enfant, une dysmorphie faciale 

et un comportement amical caractéristique (Shaw-Smith et al., 2006). Ce est u e   ue deu  

études ont rapporté des mutations tronquantes du gène KANSL1 hez d aut es patie ts présentant 

un phénotype similaire. Cette perte de fonction du gène KANSL1 pe et ai si d e pli ue  la majeure 

partie du phénotype associé à ce syndrome (Koolen et al., 2012; Zollino et al., 2012).  

De la même manière, une délétio  e po ta t u  à uel ues e o s d u  g e e t ai a t pas un 

décalage du cadre de lecture est pas nécessairement asso i e à u e pe te de fo tio  d u  g e 

o e le d o t e la d l tio  de l e o   de PSEN1 da s la aladie d Alzhei e  ui a outit à u e 

dysfonction du complexe γ-sécrétase (Chávez-Gutiérrez et al., 2012).  

Les dupli atio s so t e o e plus diffi iles d i te p tatio . E  effet, si la dupli atio  concerne le 

gène en entier, on peut supposer qu elle entraînera u e aug e tatio  d e p essio  de e g e. C est 

le as de la dupli atio  d APP da s la aladie d Alzhei e  asso i e à u e a giopathie a loïde ui 

entraine effectivement u e aug e tatio  d e p essio  de l A‘N  d APP (Pottier et al., 2012a; 

Rovelet-Lecrux et al., 2006). Cependant, si la duplication ne concerne pas la région promotrice elle ne 

constituera pas un gain de fonction. Enfin, les duplications partielles de gènes sont particulièrement 

compliquées à analyser car à pa ti  des do es d e o es il est i possi le de d fi i  le se s de la 

duplication (tandem, inversion, ailleurs sur le génome) et donc de prédire les conséquences précises 

sur la séquence codante du gène.  

Des travaux récents réalisés par Chiang et collaborateurs ont apporté un éclairage en ce qui concerne 

l effet des CNVs su  l e p essio  g i ue e  o i a t le s ue çage de g o e et l a al se de 
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s ue çage d A‘N da s  tissus diff e ts hez 147 individus (Chiang et al., 2017). Environ 500 

remaniements fréquents touchant les régions codantes ont été analysées. Ces remaniements 

semblent entrainer, de manière cohérente, u e aug e tatio  ou u e di i utio  d e p essio  des 

gènes selon le type de variation, duplication ou délétion respectivement. Les études des CNVs rares 

ont gale e t pe is d ta li  que les duplications entrainaient une aug e tatio  d e p essio  et 

que les délétions e t ai aie t u e di i utio  d e p essio . Cepe da t, e tai s remaniements ne 

semblent pas respecter cette règle (Chiang et al., 2017; Schlattl et al., 2011). Concernant les 

a iatio s i te g i ues, l effet o se  est plus al atoi e a  o  suppose ue les zo es tou h es 

comportent des éléments régulateurs qui peuvent être activateurs ou inhibiteurs de l e p essio  des 

gènes.  

 

Bases de données de CNVs pathogènes  

De même que pour les variants nucléotidiques, il existe des bases de données de CNVs non-

spécifiques et spécifiques de pathologie. Les bases de données spécifiques concernant la maladie 

d Alzhei e  so t les mêmes que précédemment (AD&FTD et Alzforum). Concernant les bases de 

données non spécifiques de CNVs pathogènes, la base de données DECIPHER (DatabasE of genomiC 

varIation and Phenotype in Humans using Ensembl Resources ; https://decipher.sanger.ac.uk/)(Firth 

et al., 2009) est la plus complète et attribue une pathogénicité pour chaque CNV collecté à partir de 

246 projets différents regroupant ainsi près de 40 000 patients différents. Pour chaque CNV détecté, 

la base de données évalue le niveau de certitude avec lequel elle considère la variation comme 

pathog e et e oie à la litt atu e su  la uelle elle s est appu e. Ces ases de do es peuvent 

être une première approche pour évaluer le rôle d u  CNV da s u e pathologie.  

 

En conclusion, les CNVs sont moins nombreux que les variants et indels, représentent une portion 

plus importante du génome humain mais so t d i te p tatio  diffi ile. Dans les études futures, les 

techniques de RNAseq seront nécessaires pour lu ide  l effet de es e a ie e ts su  les aspects 

qualitatifs et quantitatifs de la transcription des gènes. 

 

d. Sélection finale des CNVs 

Da s ot e tude, ous a o s utilis  le logi iel CANOE“ do t l algo ith e s appuie su  la thode 

read-depth (Backenroth et al., 2014). CANOES utilise un modèle statistique de Markov caché. Le 

logiciel crée un modèle différent pour chaque individu à partir d u  g oupe d i di idus s ue s. La 

comparaison des profils de profondeur et de couverture par rapport à ce modèle permet de détecter 

les CNVs rares. En effet, les CNVs fréquents seront majoritairement éliminés grâce au modèle créé. 

Comparé à XHMM ou CoNIFER, CANOES a créé son modèle de référence pour permettre une 
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meilleure détection des remaniements génomiques de petites tailles situés sur les zones de faibles 

profondeurs de séquençage. Les CNVs ont été sélectionnés de la manière suivante : 

 Filtre qualité sur les individus porteurs d un nombre trop important de CNVs reflétant une 

au aise ualit  de s ue çage d e o e 

 Filtration des CNVs lorsque la fréquence était supérieure à 1 % à l helle d u  e a ie e t 

ou d u  g e chez les 1106 cas et individus contrôles séquencés dans cette étude 

 Filtration des gènes situés sur les zones de duplications segmentaires 

 Validation par une technique de PCR semi-quantitative des CNVs détectés 

Les patients porteurs d u e dupli atio  d APP ou d u e d l tio  de l e o   de PSEN1, responsables 

de fo es e d lie es de aladie d Alzhei e , so t e dus au tit e du diag osti . L e se le des 

a iatio s st u tu ales esta tes o t fait l o jet de os e he hes.  
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1. Stratégie intrafamiliale 

Selon le mode de transmission étudiée (dominant, récessif, liée à l X , il est possi le d utilise  la 

stratégie intrafamiliale qui consiste à séquencer plusieurs individus apparentés malades et sains dans 

le but d tudie  la s g gatio  d u e a iatio  g ti ue (Figure 12 page 40). Dans le cadre de 

maladies récessives, on recherchera un variant à l tat homozygote surtout si une consanguinité est 

observée, ou des a ia ts à l tat d h t oz gotes composites. Les études de liaisons peuvent 

pe ett e de li ite  l a al se des a ia ts à u e gio  d i t t plutôt ue de o sid e  

l i t g alit  du g o e ou de l e o e. Da s le ad e d u e transmission autosomique dominante, il 

est possible de séquencer deux apparentés éloignés malades. Par exemple, deux cousins partagent 

au maximum 1/8 de leurs variations génétiques. Dans ce cas, cette stratégie peut permettre de 

diviser le nombre de variants rares à analyser par 8 soit 1 500/8 soit~187 dont 61/8 soit ~8 pour les 

PTVs . Plus les individus apparentés sont génétiquement éloignés, moins ils partagent de variants en 

communs. Le nombre de variants à analyser peut donc considérablement diminuer. La ségrégation 

des variants identifiés peut e suite s tudie  par séquençage Sanger sans nécessité de réaliser 

d aut es s ue çages d e o es. 

 

2. Les analyses de trio 

Cette analyse est adaptée uniquement aux cas sporadiques. Le génome d u  i di idu provient pour 

moitié du génome de so  p e et pou  l aut e de sa e. En plus de ce patrimoine génétique 

transmis, chacun porte dans son génome des variations nouvelles, les variations de novo, survenues 

durant la formation des gamètes ou très précocement après la fécondation. En moyenne, un individu 

porte 44 à 82 variations de novo dans son génome avec seulement une à deux variations intersectant 

les régions codantes (Acuna-Hidalgo et al., 2016). 80 % des mutations de novo proviendraient de 

l all le paternel en raison du grand nombre de divisions cellulaires au cours de la vie des gamètes 

males par rapport aux oocytes. De plus, un âge avancé du père accroit le risque de survenue de 

mutations de novo (Acuna-Hidalgo et al., 2016; Kong et al., 2012). Lo s de la o eptio  de l e fa t, 

chaque année supplémentaire du père conduit à l appa itio  de 2 variations de novo 

supplémentaires en moyenne hez l e fa t.  

E  e ui o e e les CNVs, les esti atio s so t oi s lai es. D ap s Velt a  et al. (Veltman and 

Brunner, 2012), il y aurait entre 0,01 à 0,02 CNV de novo par génération pour les événements 

structuraux supérieurs à 100 k , les esti atio s pou  les e a ie e ts plus petits o t pu t e 

effectuées de par les limitations technologiques. De manière intéressante, les CNVs de novo non-

récurrents seraient principalement hérités du père alors que les CNVs récurrents principalement 
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médiés par les systèmes de recombinaisons homologues seraient majoritairement hérités de la mère 

(pour revue Acuna-Hidalgo et al., 2016). 

La stratégie des trios repose sur cette rareté des variations de novo su e ues da s l e o e d u  

individu. Elle consiste à séquencer l e o e des pa e ts o  attei ts et du cas index. On effectue 

ensuite une étape de soustraction des variations présentes chez les parents par rapport à celles 

présentes chez le cas index. Cette stratégie conduit donc à est ei d e l a al se en moyenne à 1 

variation exonique de novo. Au sein du laboratoire, nous avons pu constater que le nombre de 

variations exoniques de novo peut être compris entre 0 et 4 (Rovelet-Lecrux et al., 2015) (article en 

annexe). 

Pour ta li  l i pli atio  d u  gène touché par des variations de novo da s le d te i is e d u e 

maladie, il est nécessaire de t ou e  u e u e e à l helle de la a iatio , du gène ou encore à 

l helle d u  seau ou d u e liste de g es. Afi  d alue  la sig ifi ati it  d u e telle u e e, la 

mutabilité du g e ou des g es d u e liste doit pou oi  t e aluée. En effet, il faut pouvoir vérifier 

ue la u e e o se e est pas dépendante de différentes caractéristiques du ou des gènes 

impliqués. Plusieurs paramètres permettent de déterminer de manière théorique la mutabilité d u  

gène (Campbell and Eichler, 2013):  

 la taille : les gènes plus longs ont une probabilité plus importante de porter des variations de 

novo 

 les caractéristiques intrinsèques du gène : leur séquence nucléotidique, taux de GC, 

marqueurs épigénétiques 

Le taux de mutation de novo attendues par gène peut être estimé à partir : 

 des observations de mutations de novo dans les grandes séries de quartets de génomes 

(Michaelson et al., 2012) 

 des différences homme-chimpanzé en comparant les a iatio s fi es hez l ho e ou hez 

le chimpanzé par rapport à elle d un ancêtre commun 

Cette stratégie des trios a notamment été utilisée à partir de grands échantillons de patients autistes 

en recrutant plus de 2500 trios (Iossifov et al., 2014) et a permis de mettre en évidence un 

enrichissement de variants de novo perte de fonction chez ces patients.  

De plus, les étapes de sélection des variants évoquées dans les parties précédentes peuvent apporter 

un niveau de preuve supplémentaire. Dans certains cas, générer des données fonctionnelles peut 

s a e  a solu e t essai e ota e t lo s ue le g e a t  peu tudi .  

Au sein du laboratoire, nous avions étudié la récurrence de variations nucléotidiques et de variants 

structuraux de novo à l helle d u e liste de g es chez des cas atteints de formes précoces de 

aladie d Alzhei e  (Rovelet-Lecrux et al., 2015). Exceptés la variation de novo c.869-2A>G de 
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PSEN1 et la duplication de novo d APP pour lesquelles la causalité est clairement établie, une 

variation de VPS35 et une variation de MARK4 avaie t fait l o jet d a al ses fo tio elles 

permettant de statuer sur leur rôle causal dans la physiopathologie de la maladie (Rovelet-Lecrux et 

al., 2015) (article en annexe). 

 

3. Etude de récurrence 

Cette stratégie consiste à détecter u e u e e à l helle d u  a ia t ou d u  g e hez 

différents cas index présentant la même pathologie. Cette stratégie avait été utilisée pour la 

première fois par Ng et collaborateurs et avait permis de mettre en évidence une récurrence 

de mutations du gène MYH3 chez des patients atteints du syndrome de Freeman-Sheldon (Ng et al., 

2009). Cette stratégie avait été utilisée au laboratoire pour l a al se de  fo es fa iliales de MA à 

début précoce, compatibles avec une transmission autosomique dominante. Il avait alors été mis en 

évidence une récurrence modérée (5/14) de variants rares de SORL1 (Pottier et al., 2012b).  

 

4. Les études d’association cas-contrôles  

Outre les stratégies familiales ou l analyse de trios, les stratégies d a al ses de variants rares 

reposent essentiellement sur les tudes d asso iatio . Elles o siste t à o pa e  la fréquence des 

variants détectés dans une population de malades avec celle présente dans une population de 

témoins. Ces études sont en fait des études de récurrence avec une puissance statistique plus 

importante.  

Les p e i es tudes d asso iatio  o t t  alis es g â e au  GWA“. Les études de GWAS, basées 

sur des variations fréquentes, requièrent souvent pour être statistiquement significatives des 

échantillons très importants (excepté les cas de variants fréquents à effet fort). Ces études supposent 

que le g ot page d e i o   illio  de variations fréquentes correctement sélectionnées permet 

de ou i  l e se le des lo s haplotypiques du génome. Cependant, tester un million de variations 

revient à réaliser un million de tests et par conséquent à ajuster le seuil de significativité à 

0,05/106=5x10-8. Par conséquent, les études de GWAS nécessitent souvent des échantillons de cas et 

de contrôles très importants : 74 046 individus par exemple pour la méta-analyse du consortium 

Alzheimer caractérisant 20 loci (Lambert et al., 2013a). Les variants fréquents à effet fort, tels que 

l all le ε  d APOE dans la MA (Genin et al., 2011), sont les seuls à pouvoir être associés avec des 

échantillons plus petits. 

Quand on a al se de la e a i e des a ia ts a es, la taille de l ha tillo  doit être 

nécessairement encore plus grande. Cette principale limite de puissance a fortement restreint les 



44 
 

a al ses d asso iatio  de a ia ts a es et seules uel ues tudes o t t  apa les d ta li  de telles 

associations (quelques exemples seront présentés dans la suite du manuscrit).  

Différentes approches ont été suggérées afin d aug e te  la puissa e des tudes d asso iatio  a e  

les variants rares. 

 

a. Puissance contre phénotypes extrêmes 

La sélection rigoureuse des cas et des contrôles sur des critères diagnostics stricts peut permettre 

d aug e te  la puissance statistique de l tude. 

 

Patients phénotypes extrêmes 

Les études de GWAS ont réussi à détecter des signaux en utilisant des effectifs importants parfois au 

d t i e t de l i lusio  des patients qui répondaient à des critères diagnostics plus lâches. A titre 

d e e ple, da s la MA les it es de diag osti s de  d fi is pa  M Kha  suffisaient (McKhann 

et al., 1984). Or, les it es d i lusio  o t fo te e t olu  et u e ise à jou  a t  publiée en 

2011 (McKhann et al., 2011). Ainsi ces études ont parfois altéré leur puissance en incluant des 

patients pour lequel le diagnostic est pas aujou d hui o sid  o e suffisa e t fo d . La 

sélection rigoureuse des cas basée sur des critères diagnostiques stricts est une première façon 

d aug e te  la puissance statistique e  duisa t l h t og it  g ti ue i duite pa  l i pli atio  

de patients possiblement attei ts d u e aut e pathologie. Une possibilité additionnelle est de 

restreindre les a al ses d asso iatio  à des ph ot pes e t es (Barnett et al., 2013; Lee et al., 

2014). L h poth se est ue les individus présentant un phénotype extrême concentre des variants 

rares à fort effet (Barnett et al., 2013; Lee et al., 2014). Dans le cas de la MA, la sélection des 

individus sur leur âge de début, avant 65 ans pour les formes précoces, pe et de s aff a hi  d u e 

part de la composante environnementale. En effet, le principal facteur de risque dans la MA est l âge 

avec l accumulation de multiples atteintes d origine environnementale (Hirtz et al., 2007). On estime 

ainsi que les facteurs stochastiques impliqués dans la MA représentent une part plus limitée dans les 

formes précoces de MA. Par conséquent, la part attribuable aux facteurs génétiques est 

nécessairement plus grande. De plus, il est esti  ue l h t og it  g ti ue des maladies 

complexes serait moins importante chez les patients présentant un phénotype extrême commun 

(Barnett et al., 2013). En se focalisant sur ces phénotypes extrêmes de MA, cette stratégie nous a 

permis de détecter une association de variants rares de SORL1 dans des formes précoces familiales 

de la aladie d Alzhei e  (Nicolas et al., 2016b).  
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Sélection des contrôles 

La sélection des contrôles est également très importante dans les études d asso iatio  génétique. 

Premièrement, faut-il utilise  des o t ôles de la populatio  g ale appa i s pou  l âge  ou des 

super- o t ôles, est à dire des sujets ayant traversé la période à risque pour la maladie en étant 

indemne ? Dans le cadre de la MA, il a ainsi été proposé d utilise  des centenaires comme contrôles 

(Garagnani et al., 2013). En théorie, cette stratégie doit augmenter la puissance mais cette méthode 

peut s a e  da ge euse. E  effet, des individus très âgés présentent une résistance à plusieurs 

pathologies et donc une association mise en évidence à partir de ces sujets peut traduire la présence 

de fa teu s p ote teu s a a t au u  appo t avec la MA.  

Deu i e e t, il est t s i po ta t de o sid e  l o igi e eth i ue de os as et de os o t ôles. 

Si ceux-ci ne sont pas appariés, on introduit un biais dit de stratification de telle sorte que la variation 

de f ue e o stat e e t e des as et des t oi s est pas due à la p se e de la aladie ais 

sulte d u e st u tu e g ti ue diff e te de ha ue populatio  (Lee et al., 2014; Wang et al., 

2015a).  

Troisièmement, les groupes de témoins pourraient être constitués à partir des individus présents 

dans les différentes bases de données citées précédemment. Ces bases de données peuvent 

représenter un intérêt majeur notamment en termes de coûts évitant de séquencer des individus 

contrôles en parallèle des patients. Cependant, des problèmes supplémentaires apparaissent. Tout 

d a o d, les informations obtenues à partir de ces bases de données sont des données de fréquence, 

il est do  pas toujou s possi le de d te i e  quels sont les individus porteurs de variations. Cela 

empêche alors les a al ses à l helle du g e ui o sid ent le nombre de porteurs de variants et 

non le nombre de variants absolu. Par ailleurs, il est pas possi le de d fi i  le tau  de do es 

manquantes pour chaque position à partir de ces bases de données bien que les profondeurs 

moyenne soient indiquées. Par conséquent, le résultat peut être biaisé par une absence de variants 

due à des problèmes de qualité de séquençage (kit de capture différent, profondeur de couverture 

etc.).  

Pour éviter ces biais, il est plus approprié de séquencer des individus contrôles appa i s pou  l âge et 

l o igi e eth i ue en parallèle des individus malades (Lee et al., 2014). De cette façon, la sélection 

des témoins est faite à partir des prérequis spécifiques nécessaires aux différentes analyses. Dans le 

cas de nos études, nous avons pu bénéficier du French Exome Project (FREX, France génomique, E 

G i , JF Deleuze, ‘ ‘edo , JC La e t, D Ca pio  ui eg oupe aujou d hui e i o   o t ôles 

nés en France de parents nés en France. 
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b. Agrégation des variants à l’échelle du gène  

De a t l e t e a et  de ha ue a ia t, il est essai e d agréger ces a ia ts à l helle du g e 

afin d aug e te  ot e puissa e statisti ue en cumulant les MAFs de chaque variant. En effet, cela 

peut pe ett e de u ule  l effet de plusieu s a ia ts su  u  e g e. Ces tudes d asso iatio  

à l échelle du gène requièrent cependant de considérer différents paramètres. En effet, lo s ue l o  

réalise des tests à l helle du g e il est essai e de o iger le seuil de significativité par le 

nombre de gènes étudiés soit 0,05/20 000=2,5x10-6 (Lee et al., 2014; Wang et al., 2015a). De plus, en 

fonction du type de variations étudié le test utilisé sera différent. Dans le cas de nos études, nous 

avons principalement axé nos recherches sur les variants PTVs et les variants faux sens prédits 

pathogènes par les trois logiciels de prédiction de pathogénicité (Mutation Taster, SIFT et Polyphen-

2) (paragraphe A.4.c) dans une hypothèse de perte de fonction. Par conséquent, en comparant les 

cas et les témoins nous cherchions à détecter des variants rares ayant une MAF cumulée plus forte 

chez les cas que chez les contrôles. Les tests statistiques les plus appropri s da s e t pe d a al se 

sont les tests de Burden ou Collapsing test qui cumulent ces MAFs sans distinction entre les variants 

u ils o sid e t tous comme ayant le même effet sur la protéine (Lee et al., 2014). Cependant, 

certaines variations d un gène peuvent être protectrices ua d d aut es peu e t t e à risque et par 

conséquent les effets au niveau des MAFs cumulées chez les cas et chez les contrôles s a ule o t, 

reflétant ainsi la surreprésentation de variants rares protecteurs chez les contrôles et de variants à 

risque chez les cas. Certains tests reposant sur les variances permettent de prendre en compte la 

présence de variants protecteurs ou à risque tel que le test SKAT (Lee et al., 2014).  

Cependant, la st at gie d asso iatio  à l helle du g e, est ei te à des ph notypes extrêmes et 

des i di idus o t ôles o e te e t s le tio s, a al s e à l aide tests statisti ues app op i s 

est pas toujou s suffisa te et u e pa t de la o posa te g ti ue de o euses aladies 

complexes reste encore incomplète. 

 

c. De l’échelle du gène à l’échelle d’une liste de gènes 

Afin de contourner le problème de puissance statistique insuffisante, l asso iatio  à l helle d u e 

liste de gènes peut permettre là encore d ag ge  l effet d u  plus g a d o e de a ia ts. 

Cependant, cette analyse ajoute un niveau de complexité car elle demande de prendre en 

considération l effet de chaque gène, contenu dans cette liste, dans la maladie.  

 

Association à l’échelle d’une liste de gènes 

Cette analyse à l helle d u e liste de g es se révèle essai e ua d les a al ses à l helle du 

gène ne permettent pas d o te i  des résultats significatifs avec des variants très rares. Cette 

stratégie pe et d aug e te  ai si la puissa e statisti ue e  ag gea t u  o e plus i po ta t 
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de variants. Ces analyses à l helle d u e liste de g es o t notamment été utilisées dans la 

schizophrénie g â e à u e tude d asso iatio  as-contrôles (Genovese et al., 2016) mais également 

à pa ti  de l a al se de t ios (Fromer et al., 2014). 

De nombreuses bases de données permettent de définir des listes de gènes tels que KEGG 

(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html), Reactome (http://www.reactome.org/) ou encore 

PantherDB (http://www.pantherdb.org/pathway/). Cependant, ces bases de données ne sont pas 

exhaustives et ne sont pas régulièrement mises à jour. C est également le cas pour les termes de 

Gene Ontology (GO) qui distinguent par exemple les protéines grâce à leur localisation cellulaire ou 

par leur fonction catalytique.  

Dans le cadre de cette thèse, une liste de gènes a été construite à pa ti  d u e i liog aphie 

extensive centrée sur le peptide amyloïde et excluant les gènes dont la caractérisation fonctionnelle 

serait trop imprécise. A partir de cette liste de gènes, nous avons notamment réussi à mettre en 

évidence un enrichissement de variants de novo et un excès de CNVs chez des patients atteints de 

formes précoces de MA (Le Guennec et al., 2016; Rovelet-Lecrux et al., 2015). Cependant, cette liste 

de gènes, régulièrement mis à jour, est pas fo e t e hausti e et restreint nos analyses aux 

voies biologiques o ues. Il est do  pas possi le à pa ti  de ette liste de d te te  de ou elles 

voies biologiques potentiellement impliquées dans la MA. 

 

Quels tests statistiques ? 

Dans le cadre des études d asso iatio  à l helle d u e liste de g es, il est essai e de d te i e  

le test statistique à utiliser ainsi que le seuil de significativité. En effet, la significativité de 

l asso iatio  à l helle du g e est o ig e sur le nombre de gènes présents dans le génome 

humain soit 20 . Lo s u o  tudie u e liste de g es, les principales études corrigent le seuil de 

sig ifi ati it  pa  appo t au o e de listes de g es u ils teste t. A tit e d e e ple, u e tude 

réalisée sur plus de 11 000 patients schizophrènes comparés à plus de 16 000 contrôles a testé 134 

listes de gènes différentes et donc corrigée leur significativité en fonction de ces 134 tests 

(Pocklington et al., 2015). La d te i atio  du seuil de sig ifi ati it  à pa ti  d u e liste de g es 

est, à ce jour, pas clairement définie dans la communauté scientifique (pour revue voir (Mooney 

and Wilmot, 2015)). Les asso iatio s à l helle d u e liste de g es soul e t gale e t u  

problème majeur car elles peuve t pote tielle e t dilue  l effet de a ia ts po t s pa  uel ues 

g es ui se et ou e t o fo dus a e  d aut es g es e po ta t pas de a iatio s à is ue ou 

protectrices. 
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d. Quel seuil de significativité pour les CNVs ? 

Si les différents seuils de significativité ont pu être établis en ce qui concerne les études de GWAS 

(5x10-8) ainsi que pou  les asso iatio s à l helle du g e , -6) pour les variants et indels, le 

seuil de significativité à l helle des CNVs rares est difficile à déterminer. La principale limite est, de 

nouveau, de déterminer le nombre de tests effectués et donc la correction statistique à appliquer. En 

effet, à cause des limites technologiques qui ne définissent pas correctement les différents points de 

cassure des CNVs, le nombre de CNVs différents analysés dans une étude est toujours imprécis. Afin 

de traiter cette question, les tudes d asso iatio  te te t de grouper les CNVs grâce à deux 

stratégies. La première consiste à regrouper les CNVs lorsqu ils partagent une même partie de 

séquence génomique. La seconde stratégie regroupe les CNVs lo s u ils touchent le même gène. 

Malgré de nombreuses approximations, Levinson et al. parviennent à la conclusion que cela revient à 

réaliser 2000 tests différents (Levinson et al., 2011). Par conséquent, le principal seuil de 

significativité retenu pour associer un CNV à une maladie dans une étude cas-contrôles a été corrigé 

à 2.5x10-5 puis arrondi à 10-5.  
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C. Maladie d’Alzheimer  

La aladie d Alzhei e  est u  e e ple de pathologie au déterminisme génétique hétérogène. La 

composante génétique de cette maladie est expliquée par des variants nucléotidiques, des indels et 

des variations structurales, rares ou fréquents (Cacace et al., 2016; Cuyvers and Sleegers, 2016). A 

travers cette partie, j a o de ai les aspects épidémiologiques et cliniques ainsi que les principaux 

mécanismes ph siopathologi ues de la aladie d Alzhei e  et décrirai ensuite les différentes causes 

et facteurs de risque génétiques de cette maladie.  

 

1. Epidémiologie et aspects cliniques 

Pour la première fois décrite par Aloïs Alzhei e  e  , la aladie d Alzhei e  est la maladie 

neurodégénérative la plus fréquente dans le monde touchant aujou d hui plus de  illio s de 

personnes. La MA se caractérise initialement par des troubles de la mémoire associés à un fort 

impact sur l auto o ie. Elle o duit généralement au décès entre 3 et 15 ans après le diagnostic. Le 

p i ipal fa teu  de is ue est l âge a e  u e i ide e ui dou le tous les  a s ap s  a s (Hirtz 

et al., 2007). 

Au sei  de la aladie d Alzhei e , on distingue les formes précoces avec un âge de début avant 65 

ans et les formes tardives (Figure 13 page 50). Parmi les formes précoces, une minorité des cas 

répond à un déterminisme mendélien de transmission autosomique dominante (Autosomal 

Dominant Early-Onset Alzheimer Disease : ADEOAD). La vaste majorité des cas sont donc atteints de 

MA sporadiques ou avec antécédents familiaux mais sans transmission mendélienne. La découverte 

des gènes responsables des formes mendéliennes de MA a permis de formuler des hypothèses 

physiopathologiques.  

D u  poi t de vue clinique, le diag osti  de la aladie d Alzhei e  est établi à partir de différents 

critères établis par le NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative 

Disorders and Strokes – Alzhei er’s Disease a d Related Disorders Asso iation) (McKhann et al., 

2011). Ces critères reposent sur des examens neuropsychologiques standardisés, des examens 

d imagerie cérébrale, des analyses de biomarqueurs du liquide céphalo-rachidien (LCR) et sur des 

analyses anatomopathologiques post-mortem pe etta t ai si de diff e ie  u e MA d Alzhei e  

possi le, d u e MA p o a le ou e tai e pa  o d e de e titude .  

L a al se a ato opathologi ue post-mortem du cerveau des patients reste le seul examen qui 

pe et a e  e titude d ta li  le diag osti . 
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2. Lésions anatomopathologiques 

 

a. Lésions macroscopiques 

Au niveau macroscopique, les principales lésions dans la MA consistent en une atrophie globale du 

cerveau accompagnée d u e dilatatio  des e t i ules au , d u  la gisse e t des sillo s 

o ti au  ai si ue d u e pe te eu o ale diffuse (Duyckaerts et al., 1985; Whitehouse et al., 1981). 

Cependant, ces caractéristiques macroscopiques ne sont pas suffisamment discriminantes pour 

caractériser une MA. L e a e  i os opi ue est do  i dispe sa le et met en évidence les lésions 

caractéristiques de la maladie décrites par Alois Alzheimer au début du siècle dernier (Alzheimer et 

al., 1995 (version en anglais)). 

 

b. Lésions microscopiques 

Au niveau microscopique, les dégénérescences neurofibrillaires et les plaques séniles sont les deux 

types de lésions définissant une MA.  

 

 
c. Les dégénérescences neurofibrillaires 

Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) sont des lésions intraneuronales constituées de 

p ot i es Tau h pe  et a o ale e t phospho l es ui s asso ie t e  pai e de fila e ts 

hélicoïdaux (Figure 14 page 51). Ces lésions sont caractéristiques de la MA ie  u elles e soie t pas 

spécifiques de cette dernière. En effet, de telles lésions ont été également retrouvées dans de 

nombreuses maladies sans pathologie amyloïde regroupées sous le terme de tauopathies : les 

dégénérescences lobaires fronto-temporales, les paralysies supranucléaires progressives, la 

dégénérescence cortico-basale ou encore la maladie de Pick (Kovacs, 2015). Contrairement à ces 

tauopathies, les DNFs retrouvées dans les cerveaux de malades Alzheimer sont constituées de deux 

isoformes de Tau nommées 3R et 4R (Espinoza et al., 2008). Le gène MAPT (Microtubule-associated 

protein tau) code pour 6 isoformes de la protéine Tau et se différencie par l pissage alte atif des 

Figure 14 : Plaques amyloïdes (à gauche) et dégénérescences neurofibrillaires (à droite) 
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exons 2, 3 et 10 (NM_005910) qui contiennent les séquences des domaines de liaisons aux 

microtubules (MT) (Figure 15 page 52). Ces deux isoformes de Tau diff e t pa  l i lusio  4R, 

quatre domaines de liaisons aux MT) ou non (3R, trois domaines de liaisons aux MT  de l e o   

(Wang and Mandelkow, 2016). Les autres tauopathies citées présentent des inclusions de Tau 3R ou 

Tau 4R (Kovacs, 2015).  

 

 
 
 
 
Primary Age-Related Tauopathy  

De façon notable, ces DNFs sont retrouvées de façon quasi constante au cours du vieillisement au 

i eau du o te  e to hi al et de l hippo a pe. Le terme de Primary Age-Related Tauopathie (PART) 

a été proposé par Crary et collaborateurs pour décrire ce type de lésions chez des individus âgés, 

généralement asymptomatiques (Crary et al., 2014). Les DNFs sont similaires à celles retrouvées dans 

la aladie d Alzhei e , o pos es d u e a u ulatio  de fo es ‘ et 4R de Tau. De plus, les 

individus ne portent pas ou peu de plaques amyloïdes et ne peuvent donc pas être classés comme 

malades Alzheimer. Le terme PART définit en réalité un continuum qui inclut des individus âgés 

présentant des DNFs mais cognitivement sains jus u à des patients atteints de démences 

couramment nommées « tangle only dementia », « tangle-predominant senile dementia » 

« preferential development of NFT without senile plaques » ou encore « senile dementia of the 

neurofibrillary tangle type ».  

 

Progression des DNF 

Chez la majorité des sujets, les lésions restent confinées dans les zones entorhinales et 

hippocampiques. Toutefois, lorsque des d pôts de peptide Aβ sont présents dans les régions 

Figure 15 : Les six isoformes de Tau 

Figure issue de la revue de Wang et al., 2016.  
Les  isofo es de Tau d pe de t de l pissage alte atif des e o s ,  et . L i lusio  des e o s  et  d fi it les fo es 0N, 

N ou N ta dis ue l e o   d fi it le o e de do ai es de liaiso s au  MT ‘ ou ‘.  
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corticales, les DNFs envahissent progressivement le neocortex selon une progression stéréotypée 

entre des neurones connectés synaptiquement, on est alo s da s le ad e d u e MA (Braak and 

Braak, 1991; Thal et al., 2002). Les différents stades de la progression des DNFs sont décrits par les 

stades de Braak (Braak and Braak, 1991; Delacourte et al., 1999) (Figure 16 page 55). La première 

structure touchée par les DNFs est le cortex trans-entorhinal (state I et II de Braak). La deuxième 

structure affectée est l hippocampe (stade III et IV de Braak). Ces lésions sont observées 

indistinctement chez des individus sains et malades. Enfin, les deux derniers stades V et VI de Braak 

ne sont jamais observés chez des individus cognitivement sains et d i e t l attei te pa  les DNFs du 

cortex. Ces différents stades corrèlent avec le développement de la maladie : une absence de 

symptômes (I, II) puis des troubles cognitifs modérés (MCI : Mild Cognitive Impairment) (III, IV) 

jus u à la aladie lo s ue les zo es o ti ales so t tou h es (V et VI). 

 

Mécanismes neurotoxiques de Tau 

Tau est une protéine soluble associée aux MT (MAP : Microtubules-Associated Protein). Il a été 

initialement prouvé u elle i te enait dans la stabilisation du réseau de MT (Cleveland et al., 1977; 

Weingarten et al., 1975). Toutefois, Tau est majoritairement localisée au niveau axonal mais est 

également retrouvée au niveau dendritique (Wang and Mandelkow, 2016). Cette localisation axonale 

et dendritique a pe is d i pli ue  Tau da s les anismes de maturation neuronale et de 

plasticité synaptique. Dans un mécanisme pathologique, Tau est hyper et/ou anormalement 

phosphorylée. Cette conformation anormale de Tau causée par des mutations est suffisante pour 

déclencher la pathologie chez les patients atteints de FTDP-17 (Frontotemporal Dementia and 

parkinsonism linked to chromosome 17) (Vogelsberg-Ragaglia et al., 2000).  

Il a d a o d t  sugg  ue la eurotoxicité des formes hyperphosphorylées de Tau serait due à une 

perte de fonction de la protéine. La protéine Tau hyper et anormalement phosphorylée se 

détacherait des MT et entrainerait une déstabilisation du réseau de MT (revue (Wang and 

Mandelkow, 2016)). Cette pe te de fo tio  au ait pou  p i ipale o s ue e d alt e  la st u tu e 

des neurones et leur activité synaptique. Cepe da t, Tau est pas la seule p ot i e à se lie  au  MT 

et plusieurs études ont démontré que cette perte de fonction de Tau pouvait être compensée par 

d aut es MAPs (Dawson et al., 2001; Fujio et al., 2007; Harada et al., 1994; Tucker et al., 2001).  

Il a ensuite été suggéré que Tau hyperphosphorylée agirait par un gain de fonction toxique. En effet, 

Tau hyper et anormalement phosphorylée est décrochée des microtubules et possèderait alors des 

propriétés biophysiques favorisant son agrégation. Cette agrégation initierait la formation des DNFs, 

lésions qui entraineraient la mort des neurones. Cependant, les neurones atteints de DNFs ne 

meurent pas tous et certains resteraient fonctionnels (de Calignon et al., 2009; Morsch et al., 1999; 

Spires-Jones et al., 2008).  
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Ces dernières années plusieurs points ont été établis, renouvelant la compréhension de la pathologie 

Tau. Premièrement, Tau dendritique joue un rôle important dans les mécanismes de plasticité 

synaptique (Frandemiche et al., 2014). Deuxièmement, Tau hyper et anormalement phosphorylée se 

comporte comme une protéine prion capable de (i) changer par contact la conformation d u e 

protéine native pour favoriser son agrégation (seeding) et (ii) d t e t a sf e de cellules à cellules 

(spreading) (Holmes and Diamond, 2014).  

 

d. Les plaques séniles 

Décrites par Alois Alzheimer (Alzheimer et al., 1995 (version en anglais)), les plaques séniles sont des 

lésions extracellulaires constituées majoritairement de peptides amyloïdes ou Aβ agrégés en feuillet 

β-plissé entouré de neurites dystrophiques. Ce peptide fi illog e, Aβ, pu ifi  e   (Glenner and 

Wong, 1984) est p oduit ajo itai e e t sous deu  fo es Aβ  et Aβ  se diff e ia t pa  la 

présence de 2AA supplémentaires pou  Aβ . Les plaques séniles sont o pos es d u  œu  

h d opho e de peptide Aβ  e tou  d u e ou o e de peptide Aβ  (Figure 14 à gauche page 51). 

Ces lésions extracellulaires sont spécifiques de la MA.  

Si les pla ues s iles so t les plus f ue tes, d aut es types de plaques amyloïdes ont également 

été documentés et notamment les cotton wool plaques. Ces lésions particulières, associées à 

certaines mutations de PSEN1, consistent en de larges dépôts sa s œu  amyloïde (Crook et al., 

1998).  

L a giopathie a loïde est u e l sio  o se e hez e tai s patie ts Alzhei e , ota e t eu  

porteurs de duplication du gène APP (Amyloid Precursor Protein) (Rovelet-Lecrux et al., 2006), et 

o espo d à l ag gatio  du peptide Aβ da s la pa oi des aisseau  au . 

Par ailleurs, le d eloppe e t d a ti o ps di ig s o t e Aβ a pe is de ett e e  ide e des 

dépôts diffus de peptides amyloïdes présents indistinctement chez des patients et des individus 

cognitivement sains (Duyckaerts et al., 1999). 

La progression de ces dépôts diffus au sein du tissu cérébral a été décrite par Thal et collaborateurs 

(Thal et al., 2002). Contrairement à la pathologie Tau, les dépôts diffus sont localisés initialement 

dans les zones corticales pour ensuite atteindre les structures subcorticales comme le cortex 

e to hi al et l hippo a pe.  
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Bie  u u i uitai e, l e z e BACE1 est majoritairement exprimée dans le cerveau et le pancréas 

(Vassar, 2004). Cette enzyme peut générer différents fragments car elle peut cliver APP en deux 

positions distinctes : au i eau de l a ide aspa ti ue 1 (Asp-1), le premier acide aminé du peptide 

a loïde ou au i eau de l a ide gluta i ue  (Glu-11) (Vassar et al., 1999). La coupure au niveau 

de l Asp-1 est majoritaire et génère le fragment C99 aussi appelé APP-CTFβ (APPβ C-terminal 

fragment) et le f ag e t APP solu le β. La oupu e au i eau de Glu-11 est plus minoritaire et 

e t ai e la fo atio  d u  fragment APP-CTFβ plus ou t et pa  o s ue t d un peptide amyloïde 

plus court (Vassar, 2004).  

 

Complexe γ-sécrétase 

Le f ag e t C , ajo itai e e t p oduit, est e suite p is e  ha ge pa  le o ple e γ-sécrétase qui 

aboutit à la fo atio  de l AICD et du peptide Aβ.  

Il existe deux homologues de la préseniline, PSEN1 et PSEN2. Durant leur maturation, ces deux 

p ot i es d e i o   kDa sont clivées e  deu  f ag e ts d environ 30 et 20 kDa générant 

respectivement le fragment NTF (Amino-terminal fragment) et CTF (Carboxy-terminal fragment) 

(Thinakaran et al., 1996) tous deux impliqués dans la formation du complexe. Plusieurs études ont 

réussi à démontrer que la préséniline était la sous-u it  espo sa le de l a ti it  atalytique du 

o ple e γ-sécrétase (De Strooper et al., 1998; Wolfe et al., 1999). Cependant, cette enzyme ne peut 

agir seule et nécessite le recrutement des autres sous-unités que sont NCT, Pen-2 et APH-1 (Figure 18 

page 58) (Bai et al., 2015). 

Le li age du f ag e t C  pa  le o ple e γ-s tase s effe tue e  deu  te ps. Le p e ie  li age, 

gale e t appel  li age e dopeptidase ε-clivage) libère l AICD ai si ue le peptide Aβ de  Aβ  

ou  Aβ  AA selo  la positio  e a te de la oupu e (Takami et al., 2009). Après ce premier 

li age, l a ti it  du o ple e γ-sécrétase prend en charge le long peptide amyloïde et raccourcit 

consécutivement celui-ci selon deux voies distinctes : Aβ -> Aβ -> Aβ -> Aβ  ou Aβ -> Aβ -> 

Aβ -> Aβ  (Takami et al., 2009). Suite à ce clivage carboxypeptidase-like, les deux formes 

majoritairement produites sont les peptides Aβ  et Aβ  (Figure 19 page 58).  
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Voie non-amyloïdergique 

La voie non-amyloïdergique est la voie majoritaire de atu atio  d APP et aboutit à la formation de 

trois produits distincts : le f ag e t APP solu le α, l AICD et le peptide p . Ces p oduits so t fo s 

g â e à l a ti it  su essi e de deu  e z es : l α-sécrétase et le o ple e γ-sécrétase (Figure 17 

page 56).  

L activité α-sécrétase a t  att i u e à diff e tes p ot i es ais il se le ait ue l a teu  

majoritaire soit la protéine ADAM10 (Kuhn et al., 2010). Ce li age s effe tue e t e les sidus L s-16 

et Leu-  du do ai e Aβ et p oduit deu  f ag e ts : C83 ou APP-CTFα APPα ar o -terminal 

fragment  et le f ag e t APP solu le α (Sisodia et al., 1990). Le fragment C83 est alors clivé par le 

o ple e γ-sécrétase libérant ainsi le peptide p  et l AICD.  

 Trafic cellulaire d’APP 

Les différentes étapes conduisant à la formation du peptide amyloïde à partir de son précurseur 

protéique sont localisées dans des régions subcellulaires particulières (pour revue (Haass et al., 

2012)). La p odu tio  d Aβ a esse tielle e t lieu au i eau du s st e e dosomal bien que 

certaines études à la fin des années 90 aient documenté une présence d Aβ au i eau du eti ulu  

endoplasmique et du réseau trans-golgien (Greenfield et al., 1999; Hartmann et al., 1997). 

Après maturatio  d APP au sei  du reticulum e doplas i ue et de l appa eil de golgi, APP suit la voie 

de sécrétion et est adressée à la membrane plasmique. À ce niveau, APP suit majoritairement la voie 

non-amyloïdergique et est clivée su essi e e t pa  l α-s tase et le o ple e γ-sécrétase. 

Cepe da t, la p se e de la s ue e o se sus YENPTY da s le do ai e i t a ellulai e d APP 

permet également son endocytose dans les endosomes précoces. À ce niveau, APP peut être 

redirigée vers la voie non-amyloïdergique en empruntant la voie de recyclage vers la membrane 

plasmique ou le réseau trans-golgien via le complexe du rétromère (Seaman, 2012). Le rétromère est 

constitué d u e o i aiso  de i  p ot i es diff e tes do t u  t i re de protéine appelé VPS 

(Vacuolar Protein Sorting VPS35, VPS26 et VPS29) et de deux sous-unités SNX (Sorting Nexin SNX1, 

SNX2, SNX5 ou SNX6) (Seaman, 2012). SORL1 est un acteur majeur de cette voie de recyclage. En 

effet, il permet de faire le lien entre APP et le rétromère (pour revue (Reitz, 2015)). Ainsi, APP est 

recyclée, retourne à la membrane plasmique ou au niveau du réseau trans-golgien pour suivre la voie 

non-amyloïdergique. Dans le cas contraire, APP est délivrée aux endosomes précoces, organelles 

majeurs, grâce à leur pH acide, pou  l a ti it  de la β-sécrétase qui clive alors APP et libère le C99. Le 

fragment C99 est ensuite dirigé depuis les endosomes précoces vers les endosomes tardifs puis les 

lysosomes. Le lieu p is d a ti it  du o ple e γ-s tase est pas clairement défini mais 

interviendrait principalement dans les endosomes tardifs et/ou lysosomes. Le peptide amyloïde est 

ensuite sécrété au niveau extracellulaire (Figure 20 page 60) (pour revue (Haass et al., 2012)). 
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Clairance dégradation 

Afin de prévenir son agrégation en plaques séniles, le peptide amyloïde peut être éliminé par 

différentes voies : par protéolyse extracellulaire grâce à différentes enzymes (MME, IDE, MMP2 et 

MMP , CT“B, BACE … , par transport à travers la barrière hémato-encéphalique (BHE), par 

endocytose puis dégradation dans le sytème endosomal-lysosomal ou encore par phagocytose grâce 

à la microglie. La lai a e d Aβ à t a e s la BHE s effe tue g â e à plusieu s ol ules. L APOE, la 

clusterin (CLU) ou e o e l α-2-macroglobulin (A2M) peuvent se lier à APOE pour le délivrer à la BHE. 

Les complexes ainsi formés se lient aux récepteurs LRP1 (low density lipoprotein receptor-related 

protein-1) ou LRP2 permettant le passage du peptide amyloïde à travers la BHE. Ces voies seront 

décrites plus en détails dans les résultats partie 2. 

 

Agrégation 

L ag gatio  physiopathologique du peptide amyloïde peut résulter de plusieurs dysfonctions dans 

les différents mécanismes évoqués précédemment. Les plaques séniles ont été les premières lésions 

décrites et ne sont retrouvées que dans les cerveaux de patients Alzheimer. Cependant, le paradigme 

actuel considère que les oligomères d Aβ sont les responsables de la toxicité physiopathologique 

observée dans la MA et non les fibrilles retrouvées dans les plaques séniles (Benilova et al., 2012) Ces 

voies seront décrites plus en détails dans les résultats partie 2. 

 

f. Mécanismes neurotoxiques du peptide amyloïde 

La to i it  d Aβ se ait di e pa  diff e tes oies affe ta t la plasti it  s apti ue (Laurén et al., 

2009; Li et al., 2011; Shankar et al., 2008). La capacité des neurones à maintenir une homéostasie 

s apti ue se ait fo te e t o l e au  fo tio s de oi es et d app e tissage. Les deu  

principaux mécanismes de cette plasticité synaptique sont la LTP (Long Term Potentiation) et LTD 

(Long –Term Depression . Il est ai te a t ajo itai e e t ad is ue les oligo es d Aβ o t la 

capacité de bloquer la LTP (Li et al., 2011) et il se le ait u ils soie t apa les d e t ai e  la LTD 

(Guntupalli et al., 2016; Shankar et al., 2008). Les oligo es d Aβ se aie t apa les de se lie  à 

plusieurs récepteurs cellulaires tels que PrPC (cellular prion protein) (Laurén et al., 2009), ou CHRNA7 

(Cholinergic Receptor Nicotinic Alpha 7 Subunit) (Wang et al., 2000) mais seraient également capable 

de s ag ge  à la su fa e ellulai e au niveau des rafts lipidiques créant ainsi des pores membranaires 

(Kawarabayashi et al., 2004; Nisbet et al., 2015). L i te a tio  des oligo es a e  es epteu s 

auraient plusieurs conséquences. Elles aboutiraient in fine à l i te alisatio  des epteu s NMDA 

(N-methyl_D-aspartate) et AMPA (α-amino-3_hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) entrainant 

un mécanisme de LTD et en conséquence un rétrécissement et une rétraction des épines 

dendritiques (voir revue Nisbet et al., 2015). De a i e i t essa te, le p o essus d i te alisatio  
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des récepteurs AMPA serait médié par une activation des récepteurs NMDA induite par les 

oligo es d Aβ permettant une entrée massive de calcium qui entrainerait plusieurs cascades de 

régulation impliquant des phosphatases (Calcineurine, PP1 and STEP61) et des kinases (CDK5, PKC et 

G“K β  (Guntupalli et al., 2016). Les phosphatases calcineurine et PP  e t ai e aie t l i ternalisation 

des récepteurs AMPA en déphosphorylant la serine 845 de la sous-unité GluA1 de ce récepteur, 

(Beattie et al., 2000; Ehlers, 2000), site crucial dans le maintien de la stabilité de ces récepteurs au 

niveau de la synapse ainsi que la LTP (He et al., 2009; Oh et al., 2006). E  su , les oligo es d Aβ 

e t ai e aie t de a i e i di e te u e a ti atio  des epteu s NMDA e t ai a t l i te alisatio  

des récepteurs AMPA via une entrée de calcium intracellulaire et une déphosphorylation de ces 

epteu s e t ai a t u  a is e de LTD. Aβ au ait do  u  ôle majeur dans le maintien de 

l ho ostasie s apti ue e  p e a t u  e s d a ti it  s apti ue ui se ait faste pou  la 

ellule. D aut e part, ces oligomères auraient également la capacité via leur liaison à CHRNA7 et PrPc 

d aug e te  l i te alisatio  des epteu s NMDA (Snyder et al., 2005). Ce processus serait médié 

notamment par l a ti atio  de la ki ase F  ui aug e te la phospho latio  de la sous u it  N‘  

des récepteurs NMDA entrainant de manière transitoire leur activation (revue (Guntupalli et al., 

2016)). Cette a ti atio  des epteu s NMDA se ait apide e t sui ie d une augmentation des 

niveaux de la phosphatase de STEP61 qui déphosphoryle la sous-unité NR2B et entraine 

l i te alisatio  de es epteu s. E  su , les a is es de gulatio  s apti ue i duits pa  

le peptide amyloïde semblent extrêmement complexes et impliquent plusieurs voies qui tentent 

d ta li  u e ho ostasie s apti ue (Figure 21 page 64). 

 

g. Interaction Tau-Aβ 

La sp ifi it  des pla ues a loïdes da s la aladie d Alzhei e  et la fo te o latio  des DNFs 

avec les symptômes cliniques de la maladie ont longtemps alimenté la controverse pour définir qui 

était le déclencheur de la pathologie (Morris et al., 2014). Le paradigme majoritaire actuel consiste à 

définir, de façon imagée, Aβ o e la gâ hette et Tau la alle ui tue les neurones (Bloom, 2014). La 

to i it  e t ai e pa  Aβ au ait des conséquences post-traductionnelles sur Tau changeant ainsi sa 

conformation et son décrochage physiologique des MT et facilitant ainsi son agrégation sous formes 

de DNF pour aboutir à la mort neuronale (Nisbet et al., 2015). Les mécanismes intrinsèques reliant le 

peptide amyloïde à la protéine Tau ne sont pas encore totalement élucidés. De manière intéressante, 

le cortex trans-entorhinal est la première zone touchée par les DNFs et sont observées à la fois chez 

les individus cognitivement sains et atteints de MA (Braak and Braak, 1991). La progression de ces 

DNFs peut e attei d e l hippo a pe hez e tai s i di idus âg s e p se ta t pas de 

pathologie amyloïde (PART) (Crary et al., 2014). D aut e pa t, les d pôts diffus de peptides amyloïdes 

sont observés dans le cerveau de personnes saines et sont majoritairement produits au niveau 
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cortical (Duyckaerts et al., 1999; Thal et al., 2002). Cette progression lente et limitée des DNFs au 

sei  du e eau de pe so es sai es s a o pag e e  pa all le de la p odu tio  de d pôts diffus 

dans des zones physiquement éloignées. Dans un processus physiopathologique, on imagine que ces 

deux phénomènes finissent par se rencontrer favorisant réciproquement leurs activités 

dégénératives.  

Plusieu s tudes o t essa  de o p e d e ette i te a tio  pathog e e t e Tau et Aβ. Les 

p e i es tudes o t pe is de d o t e  ue la to i it  d Aβ tait d pe da te de Tau. E  effet, 

l e positio  de eu o es hippo a pi ues de sou is t a sg i ues à des fi illes d Aβ a outissait à 

une dégénérescence des neurones (Rapoport et al., 2002). Cependant, cette dégénérescence tait 

pas observée lo s ue les ellules e p i aie t pas la p ot i e Tau (Rapoport et al., 2002). Les 

mécanismes intrinsèques de ette elatio  e t e Aβ et Tau o t fait l o jet de o euses tudes 

(pour revue Nisbet et al., 2015).  

Da s la MA et d aut es tauopathies, l hyperphosphorylation de Tau entrainerait son décrochage des 

MT, altérant sa localisation subcellulaire et facilitant son agrégation. Cette hyperphosphorylation de 

Tau d pe d de o euses ki ases telles ue G“K β, CDK , AMPK, ou e o e les MA‘Ks (revue 

Guntupalli et al., 2016). Lors de la régulation synaptique, l a ti atio  des epteu s d Aβ i duit 

plusieurs kinases impliquées dans l h pe sphospho latio  de Tau (Hartigan and Johnson, 1999; Lee 

et al., 2000; Mairet-Coello et al., 2013; Yu et al., 2012) participant finalement à son décrochage des 

MT et accompagnant ainsi la rétraction des épines dendritiques i iti e pa  l i te alisatio  des 

récepteurs AMPA et la LTD. On peut alors émettre l h poth se ue ette disparition progressive des 

dendrites en condition pathologique, induite par les oligo es d Aβ, entrainerait in fine une perte 

de la synapse (Shankar et al., 2007). Ce mécanisme physiologique permettant de régule  l e ita ilit  

d u e s apse serait déstabilisé en condition pathologique aboutissant à une perte massive des 

synapses accompagnée d une hyperphosphorylation et d u e agrégation de la protéine Tau 

conduisant à terme à la mort des neurones. 
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Figure 21: Mécanismes neurotoxiques du peptide amyloïde 

Figure adaptée de la revue Guntupalli et al., 2016 
Les oligomères solubles du peptide amyloïde activent les récepteurs NMDA entrai a t l aug e tatio  du al iu  (Ca2+) 
intracellulaire. L e t e du Ca2+ dans la cellule active de nombreuses cascades de transduction impliquant des kinases et 
des phosphatases ui odule t l tat de phospho latio  des epteu s AMPA. L a ti atio  de es oies, e  lie  a e  les 
mécanismes de LTD, entrainent l i te alisatio  des AMPA‘s et u e d p essio  s apti ue.  
Les flèches en pointillé indiquent les voies de signalisation découlant des études sur la LTD mais qui ne sont pas 
di e te e t a ti es pa  Aβ. Les fl hes o ti ues so t les oies iologi ues ourantes. 
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3. Génétique de la maladie d’Alzheimer 

La aladie d Alzhei e  po d da s u e ajo it  des as à u  d te i is e ultifa to iel do t le 

p i ipal fa teu  de is ue est l âge (Hirtz et al., 2007). Cependant, une forme mendélienne rare à 

transmission autosomique dominante de MA touche environ 1 000 personnes en France. La 

a a t isatio  des g es espo sa les de ette fo e de MA a pe is de fo ule  l h poth se de la 

cascade amyloïde et a placé le peptide amyloïde au centre du processus physiopathologique. 

 

a. Formes mendéliennes de la MA 

 

Mutations et duplication d’APP 

À ce jour, 27 variations pathogènes du gène APP sont recensées dans la base de données de 

mutations d Alzfo u  (Figure 22 page 67). La plupart des mutations d APP sont des variations faux-

sens retrouvées dans les exons 16 et 17 qui codent pour le peptide amyloïde. Les principales 

conséquences de ces variations sont multiples. Elles peuvent entrainer une augmentation de 

production du peptide amyloïde e  fa o isa t le li age β-sécrétase (Cai et al., 1993; Citron et al., 

1992). D aut es a iatio s a outisse t à u e aug e tatio  des apa it s d ag gation du peptide 

amyloïde en altérant le li age γ-sécrétase favorisant la production de peptides amyloïdes plus longs 

(De Jonghe et al., 2001). De la même manière, des mutations dans la séquence codante du peptide 

Aβ entraînent également des modifications des propriétés biophysiques du peptide favorisant son 

agrégation (Nilsberth et al., 2001). 

Les dupli atio s d APP décrites pour la première fois en 2006 (Rovelet-Lecrux et al., 2006) entrainent 

u e aug e tatio  d e p essio  d APP et in fine une surproduction du peptide amyloïde (Pottier et 

al., 2012a).  

 

Mutations et délétions de PSEN1 

Avec 221 variations pathogènes, PSEN1 est le gène majoritairement impliqué dans les formes 

mendéliennes de MA (Figure 22 page 67). Il représente à lui seul 64 % des variations responsables de 

ces formes mendéliennes de MA dans notre échantillon comportant 170 familles ADEOAD 

(Lanoiselée et al., 2017). On retrouve principalement des variations faux-sens mais également des 

délétions de l e o   sulta t d u  a a ge e t g o i ue et d u e utatio  po tuelle 

affecta t l pissage (Crook et al., 1998; Dumanchin et al., 2006; Perez-Tur et al., 1995; Rovelet-Lecrux 

et al., 2015; Sato et al., 1998; Smith et al., 2001). Les variations se répartissent sur l e se le de la 

séquence de PSEN1 ais o t pou ta t toutes la e o s ue e fo tio elle su  l a ti it  γ-

sécrétase (Chávez-Gutiérrez et al., 2012; Szaruga et al., 2015; Veugelen et al., 2016). En effet, si 

seule e t e tai es affe te t le li age e dopeptidase, il se le ue l e se le des a iatio s 
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pathogènes de PSEN1 affectent le clivage carboxypeptidase(Figure 19 page 58) (Chávez-Gutiérrez et 

al., 2012; Szaruga et al., 2015; Veugelen et al., 2016). Cette d sfo tio  du o ple e γ-sécrétase est 

donc caractérisée par une perte de fonction de l a ti it  a o peptidase entrainant une 

augmentation de la p odu tio  de fo es plus lo gues d Aβ tels ue les peptides a loïdes  ou 

43. Concrètement, le raccourcissement successif du peptide amyloïde réalisé par le clivage 

carboxypeptidase s a te précocement produisant ainsi des formes plus longues de peptides 

amyloïdes (Chávez-Gutiérrez et al., 2012). Cette dysfonction peut être évaluée par l analyse des 

atios Aβ /Aβ  ou Aβ /Aβ . L effet des a iatio s pathog es PSEN1 sur le o ple e γ-

s tase a a t is  pa  u e pe te de fo tio  a fait l o jet de o t o e ses au sei  de la 

communauté scientifique spécialiste de cette enzyme (Chávez-Gutiérrez et al., 2012; Kelleher and 

Shen, 2010; Shen and Kelleher, 2007; Veugelen et al., 2016; Xia et al., 2016). En effet, des souris 

knock-in contenant des mutations de PSEN1 espo sa les d EOAD p se taie t u  ph ot pe 

similaire à celui de souris déficientes pour PSEN1 (Xia et al., 2015). Le complexe γ-sécrétase clive 

d aut es protéines telles que le récepteur Notch (Logeat et al., 1998). Ce récepteur joue un rôle dans 

la fonction neuronale et le développement (Xia et al., 2015). Ces études suggèrent donc un 

mécanisme physiopathologique en faveur d une perte de fonction globale de PSEN1 et peut amener 

à o sid e  l ag gatio  du peptide a loïde o e u  piph o e (Kelleher and Shen, 2010). 

Cependant, des variations perte de fonction telles que des mutations non-sens de PSEN1 ne sont pas 

responsables de MA mais d u e aut e pathologie dermatologique sans lien avec une maladie 

neurodégénérative nommée acné inversée (Wang et al., 2010). Par ailleurs, les mutations et 

dupli atio s d APP affectent directe e t le peptide a loïde sa s o s ue e su  l a ti it  glo ale 

du o ple e γ-sécrétase. L h poth se e t e su  l accumulation du peptide amyloïde plutôt que sur 

une perte de fonction de PSEN1 reste donc la plus probable. 

 

Mutations de PSEN2 

Les variations de PSEN2 sont plus rares, on en recense  à l heu e a tuelle (Figure 22 page 67) 

d ap s la ase de do es Alzfo u . De la même manière que pour PSEN1 ces variations semblent 

entrainer une augmentation de production des formes plus longues établie par le ratio Aβ /Aβ  

ui ie  u i o e t d u  poi t de ue fonctionnel (les ratios Aβ40/Aβ43 ou Aβ38/Aβ42 sont plus 

appropriés) traduit une dysfonction du clivage carboxypeptidase du o ple e γ-sécrétase (Citron et 

al., 1997; Oyama et al., 1998; Sawamura et al., 2000; Scheuner et al., 1996). Une étude récente a 

montré que PSEN2 était localisé majoirtairement au niveau du compartiments endosomal tardif et 

du compartiment lysosomal contrairement à PSEN1 qui est plus largement distribuée dans la cellule 

(Sannerud et al., 2016). Cette localisatio  su ellulai e sp ifi ue e t ai e ait la fo atio  d u  pool 
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intracellulaire d Aβ ui pourrait être un évènement précoce dans la cascade physiopathologique de 

la MA. 

 

 

 

 

  
Figure 22 : Les va iatio s d’ APP, PSEN1 et PSEN2 

Figure issue de la base de données Alzforum 
Ensemble des variations pathogènes (en rouge), non pathogènes (en vert), protectrices (en jaune) et de signification inconnue (en 
bleu) dans APP, PSEN1 et PSEN2 

 

APP PSEN  

PSEN  
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hétérozygotes ε ε  et de 51 % et 60 % pour les porteurs homozygotes (Genin et al., 2011). Il est 

i t essa t de ote  gale e t ue l all le ε  est protecteur atteignant un OR de 0,56. Les études 

pou  elie  le g ot pe d APOE à la ph siopathologie de la aladie d Alzhei e  sont extrêmement 

nombreuses. La a a t isatio  e te si e de e t a spo teu  lipidi ue a pe is de l i pli ue  da s 

différentes voies métaboliques impliquant le peptide amyloïde. Il interviendrait ainsi principalement 

dans son agrégation, sa clairance (pour revue voir (Yu et al., 2014) et également dans la maturation 

d APP et la s tio  d Aβ (Huang et al., 2017). APOE jouerait également un rôle dans divers 

mécanismes indépendants du peptide amyloïde : la plasticité synaptique, la neuroinflammation, la 

neurotoxicité, le métabolisme des lipides, la dysfonction mitochondriale etc. (pour revue (Yu et al., 

2014)). Le nombre de fonctions attribuées à APOE complexifie la définition de son rôle précis dans le 

mécanisme physiopathologique de la MA.  

 

Etude de GWAS 

Les études de GWAS ont permis de mettre en évidence plus de 20 loci associés avec la MA (Harold et 

al., 2009; Hollingworth et al., 2011; Jun et al., 2016; Lambert et al., 2009, 2013b, 2013a, Naj et al., 

2011, 2017; Seshadri et al., 2010; Tosto et al., 2015) (Tableau 1 page 70) atteignant une significativité 

pangénomique (5.10-8). Cependant, les odds ratio compris entre 1,08 et 1,66 sont sans commune 

mesure avec celui de l APOE (OR APOE ε ε  = ,  et O‘ ε ε  =14,4). Ces facteurs de risque définis 

par les loci sont majoritairement des polymorphismes intergéniques ou introniques reliés avec le 

gène le plus proche. Des tudes fo tio elles o t pe is de do u e te  l i pli atio  

physiopathologique des gènes associés aux loci des études de GWAS (Chapuis et al., 2016; Delay et 

al., 2016; Dourlen et al., 2016; Sottejeau et al., 2015; Ubelmann et al., 2017; pour revue Van 

Cauwenberghe et al., 2016). Les gènes interagissant avec Tau, APP ou les deux à la fois sont indiqués 

dans le Tableau 1 (page 65). Bien que ces variants fréquents représentent individuellement un risque 

faible de développer la maladie, leur addition chez un même individu peut représenter un risque 

important notamment si les interactions génétiques de ces variants sont synergiques. De manière 

intéressante, certains gènes tels que SORL1 et ABCA7 associés à des facteurs de risque fréquents ont 

également été impliqués da s les tudes d asso iatio  de a ia ts a es. N a oi s, des fa teu s de 

risque fréquents ne peuvent être en déséquilibre de liaison avec des variants rares. On estime donc 

que la part attribuée au  fa teu s de is ue f ue ts su  es g es est pas la e ue elle 

attribuée aux variants rares.  
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TREM2  

Deux études ont rappo t  e  e te ps l asso iatio  d u  a ia t a e de TREM2 p.R47H comme 

facteur de risque associé à la MA (Guerreiro et al., 2013; Jonsson et al., 2013). Bien u utilisa t des 

techniques de NGS, les deux études ont appliqué des stratégies différentes. La première étude 

réalisée par l équipe islandaise est la plus complexe. Dans un premier temps, ils ont détecté 191 777 

variants non-synonymes, frameshifts ou affe ta t les sites a o i ues d pissage à partir de données 

de séquençage de génomes de 2 261 islandais contrôles. Dans un second temps, ils ont imputé ces 

191 777 variants chez 3 550 patients atteints de MA et plus de 100 000 contrôles. Cette stratégie a 

permis de mettre en évidence deux variants associés avec la MA. Le premier est situé sur la séquence 

oda te d APP (A673T) et est protecteur atteignant un OR de 0,236 ua d l a al se est alis e à 

partir de l e se le de la population contrôle et 0,189 quand elle est restreinte aux individus âgés de 

plus de 85 ans. Au niveau fonctionnel, ce variant affecte la production de peptide amyloïde en 

d fa o isa t le li age β-sécrétase diminuant ainsi de près de 40 % la production de peptide 

amyloïde dans un modèle in vitro (Jonsson et al., 2012). Le second variant est une variation faux-sens 

du gène TREM2 (p.R47H) qui confère un risque de développer la MA atteignant un OR de 2,92, 

lo s ue l o  o sid e l e se ble des individus contrôles, et de ,  ua d l a al se est est ei te 

aux individus contrôles de plus de 85 ans. L tude de pli atio  da s u e populatio  eu op e e a 

abouti un OR similaire de 2,83. Cette association du variant rare de TREM2 a été découverte au 

même moment par une équipe anglaise. Cette équipe, pilotée par John Hardy, a pu mettre en 

évidence à partir à la fois de données de génomes, d e o es et de séquençage Sanger ciblé sur 

l e o   de TREM2 une association de ce variant rare en comparant environ 1 000 cas et 1 000 

contrôles avec un OR de 4,51. Au sein du laboratoire, nous avions rapidement répliqué ce résultat 

chez 726 EOAD et 783 contrôles (OR=4,07) (Pottier et al., 2012b). D aut es tudes o t pa  la suite 

confirmé ce résultat (Rosenthal et al., 2015 à titre d'exemple) et certaines ont été capables de 

détecter une association à pa ti  d u  aut e a ia t de TREM2, p.R62H, ou encore en agrégeant les 

variants à l helle du g e (Jin et al., 2014). Cependant, ces deux dernières associations nécessitent 

une réplication dans des études cas-contrôles i d pe da tes. D u  poi t de ue fo tio el, le 

mécanisme par lequel la protéine TREM2 interviendrait dans la physiopathologie de la MA serait 

multiple. Cette protéine est un récepteur présent à la surface cellulaire des cellules microgliales et 

joue ait u  ôle da s la d g adatio  d Aβ e  entrainant la phagocytose du peptide amyloïde par ces 

mêmes cellules (Kleinberger et al., 2014). Le lien entre ce variant et la physiopathologie reposerait 

sur une dysfonction microgliale. Cependant, les résultats obtenus à partir de différents modèles 

souris de MA so t dis o da ts. Ce tai es tudes o se e t au u  effet su  la ha ge e  pla ues 

amyloïdes chez des modèles souris de MA déficientes pour TREM2 alo s ue d aut es études 

semblent indiquer le contraire (Jay et al., 2015; Ulrich et al., 2014; Wang et al., 2015b). Récemment, 
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une étude a mis en évidence une fonction de protection de la microglie qui formerait une barrière 

microgliale autour des plaques et dépôts amyloïdes favorisant leur compaction et prévenant ainsi 

leur effet neurotoxique (Condello et al., 2015). L haploinsuffisance de TREM2 et les analyses de 

cerveaux de patients malades porteurs de la variation R47H semble démontrer que cette barrière 

protectrice est altérée (Yuan et al., 2016) (Wang et al., 2016). TREM2 est aussi produit sous une 

forme soluble ui fa o ise ait l a ti atio  des ellules i ogliales et l i fla atio , fo tio s 

altérées lorsque la protéine est mutée (Zhong et al., 2017). Toutes les études s a o de t à di e ue 

la variation p.R47H agirait comme une variation perte de fonction. Plus récemment, une méta-

analyse réalisée par Alzforum a permis de mettre en évidence une élévation des niveaux de formes 

solubles de TREM2 dans le liquide céphalo-rachidien de patients malades permettant 

e tuelle e t d utilise  da s le futu  e io a ueu  pou  ta li  le diag osti  de MA (Henjum et 

al., 2016; Heslegrave et al., 2016; Piccio et al., 2016; Suárez-Calvet et al., 2016).  

 

SORL1 

Grâce à une stratégie de récurrence, notre laboratoire a été le premier à identifier des variants rares 

de SORL1 chez des patients atteints de formes familiales précoces de MA compatible avec un mode 

de transmission autosomique dominant (Pottier et al., 2012b). Récemment, nous avons réalisé une 

tude d asso iatio  à pa ti  de do es d e o es o te ues hez 484 cas EOAD et 498 contrôles. 

L a al se de es do es a pe is de alide  les sultats i itiaux révélant un enrichissement de 

variants rares assimilés à des pertes de fonction dans le gène SORL1 chez les cas, proche de la 

significativité nécessaire en exome (OR=5,03, p-valeur=7,49.10-5 . L a al se est ei te au  i di idus 

présentant une forme familiale d EOAD avait permis de franchir ce seuil de significativité (OR=8,86, 

p-valeur=3,8.10-7) (Nicolas et al., 2016b). U e aut e tude d asso iatio  réalisée chez des patients 

d o igi e a i e e-hispanique atteints de formes tardives de MA avait également détecté un signal 

similaire sur des variants de SORL1 ais sa s f a hi  le seuil de sig ifi ati it  de l e o e (p-

valeur=9.10-4 ) (Vardarajan et al., 2015). Cependant, ette a al se d asso iatio  a pas t  alis e 

u i ue e t à pa ti  de do es de s ue çage d e o es. En effet, seuls les variants de SORL1 

détectés chez différents cas familiaux avaient été génotypés chez 498 contrôles non-apparentés. 

Cette analyse ne prend donc pas en compte les variants rares potentiellement portés par les 

individus contrôles qui pourraient entrainer un rééquilibrage de la charge. Très récemment, 3 cas 

d u e e fa ille, po teu s à l tat ho oz gote de l all le ε  d APOE, portaient également un 

variant rare faux-sens de SORL1 (Louwersheimer et al., 2017). La co-o u e e de l all le ε  d APOE 

et du variant rare de SORL1 i flue e ait l âge de d ut chez ces patients. Cependant, cette 

h poth se a t  test e que dans une seule famille et nécessite d t e pli u e. 
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Au niveau fonctionnel, SORL1 (Sortilin Related Receptor 1) code pour une protéine cargo impliquée 

da s le e lage d APP, via le complexe du rétromère, à la membrane plasmique ou au niveau du 

réseau trans-golgien favorisant ainsi la voie non-amyloïdergique (Figure 20 page 60) (pour revue 

(Andersen et al., 2016)). Des études menées sur des modèles de souris Alzheimer déficientes pour 

SORL1 ont permis de démontrer que cette perte de fonction exacerbait la pathologie amyloïde 

(Andersen et al., 2005; Dodson et al., 2008). De façon plus récente, une équipe a impliqué SORL1 

da s l ad essage du peptide a loïde au l soso e fa o isa t sa d g adatio  (Caglayan et al., 2014; 

Dumanis et al., 2015). Il existerait donc deux fonctions protectrices de SORL1 impliquant la 

production du peptide amyloïde. Ces études fonctionnelles sont en accord avec les études cas-

contrôles qui associent les variants PTVs et les variants faux-sens assimilés comme tels avec le risque 

de développer la MA (Nicolas et al., 2016b; Pottier et al., 2012a). 

 

ABCA7 

“uite à l tude des variants rares d APP et TREM2, la méthodologie de l uipe Isla daise, détection 

puis imputation, a permis d asso ie  des a ia ts a es pe te de fo tio  d ABCA7 avec la 

physiopathologie de la MA (Steinberg et al., 2015). Dans cette étude, aucun variant seul ne 

franchissait le seuil de significativité nécessaire. Pour contourner ce problème, la stratégie a consisté 

en l ag gatio  des variants à l helle du g e en distinguant deux catégories : les variations rares 

PTV d u e pa t et les variations faux-se s et d pissage en dehors des sites canoniques d autre part. 

Cette méthodologie pe ettait de s app o he  du seuil de sig ifi ati it . Concernant les variants 

perte de fonction, le ris ue esti  pa  l OR était de 2,08 avec une significativité approchant celle 

pan-exomique (p-valeur=3,8.10-5). Le sig al d asso iatio  o te u g â e à l a al se statisti ue de 

variance SKAT (p-valeur=2.10-4) était en réalité largement dû à un seul variant d pissage, 

c.5570+5G>C (p- aleu = ,  sa s e a ia t . L a al se de l A‘N des patients porteurs a permis de 

ett e e  ide e ue ette a iatio  e t ai ait la te tio  d u e pa tie de l i t o  a outissa t à 

l i lusio  d u  odo  stop da s la s ue e et a pu donc être recatégorisée en variant perte de 

fo tio . L a al se ai si alis e à pa ti  des a ia ts pe te de fo tio  et de e a ia t d pissage a 

pe is au  auteu s d o te i  u e sig ifi ati it  pan-exomique (OR=2,12, p-valeur=2,2.10-13). 

L asso iatio  a t  également répliquée en génotypant la population européenne précédemment 

utilisée dans les études sur TREM2 aboutissant à un OR combiné de 2,03 (p-valeur=6,8.10-15). Cette 

très large population islandaise séquencée pe et d o te i  u e très grande puissance statistique. 

Cepe da t, la thodologie li ite l a al se à u  o e est ei t de a ia ts d ou e ts da s leur 

échantillon d o igi e o pos  d i di idus sai s. Le séquençage ciblé par techniques de NGS réalisé 

par une équipe belge a pe is de ett e e  ide e l i pli atio  de l e se le des variants rares 

PTV d ABCA7 dans la MA (RR=4,03, p-valeur=2.10-4) (Cuyvers et al., 2015). Cette asso iatio  est pas 
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sig ifi ati e d u  poi t de ue de l e o e. Au cours de ma thèse, nous avons alors tenté de réaliser 

une méta-analyse en combinant nos données avec celles de l étude belge pour augmenter le nombre 

d i di idus et la puissance statistique de notre analyse afin de détecter un signal significatif sur les 

variants rares perte de fonction et faux-sens prédits pathogènes (Résultats Partie 1).  

ABCA7 (ATP-Binding Cassette transporter A7) est une protéine exprimée dans le cerveau et 

majoritairement dans les cellules microgliales et les neurones (Kim et al., 2006). Cette protéine 

transmembranaire est impliquée dans le transport de différents substrats (principalement des 

lipides) à travers la membrane plasmique et la membrane des organelles (Vasiliou et al., 2009). D u  

point de vue physiopathologique, la d pl tio  d ABCA  da s des sou is od les de MA e a e e la 

pathologie e  dou la t la ua tit  d Aβ i solu le et le o e de pla ues amyloïdes positives à la 

thioflavine-S (Kim et al., 2013). Cet effet p ote teu  d ABCA  pou ait t e e pli u  pa  ses fonctions 

de phagocytose du peptide amyloïde (Fu et al., 2016), son implication dans le transport des lipides à 

l i sta  de so  ho ologue ABCA  (Koldamova et al., 2010) ou encore dans le processing d APP (Satoh 

et al., 2015). Toutes es tudes o e ge t e s l id e u u e pe te de fo tio  d ABCA  o duit à 

une augmentation de la charge en Aβ et ep se te do  u  is ue da s u  a is e 

physiopathologique de MA. 

 

PLD3 

L i pli atio  de a ia ts a es de PLD3 da s la aladie d Alzhei e  est t s dis uta le. L tude 

initiale publiée dans Nature par Cruchaga et collaborateurs (Cruchaga et al., 2014) avait permis 

d tablir la s g gatio  d u  a ia t a e de PLD3 (p.V232M) dans 2 familles sur 14 atteintes de 

formes tardives de MA. L tude d asso iatio  alis e hez  998 cas et 6 356 contrôles suggérait que 

ce variant rare était à risque (OR=2,1, p-valeur=2,93.10-5). Le séquençage de la partie codante de 

PLD3 chez 2 363 cas et 2 024 contrôles avait ainsi révélé un enrichissement de variants rares à 

l helle du g e chez les cas comparés aux contrôles passant le seuil de significativité de l e o e 

(OR=2,75, p-valeur=1,44.10-11). Cependant, la majorité des études qui ont tenté de répliquer cette 

association à l helle du a ia t ou du g e ont échoué (Heilmann et al., 2015; Hooli et al., 2015; 

Lambert et al., 2015; van der Lee et al., 2015). De plus, la méta-analyse focalisée sur le variant 

p.V232M alis e pa  Hooli et olla o ateu s i lua t l tude de C u haga et collaborateurs affaiblit 

les résultats de la première étude (OR=1,62, p-valeur=3,47.10-4). La méta-analyse réalisée sans les 

do es de la p e i e tude est pas sig ifi ati e O‘= , , IC[0,93-1,79]). Une autre étude plus 

récente a réussi à répliquer nominalement cette association à l helle du g e (Schulte et al., 2015) 

ais u i ue e t hez les LOAD ta dis u u e aut e tude d asso iatio  hez des EOAD a de 

nouveau échoué (Cacace et al., 2015). Une méta-a al se plus e te eg oupa t l e se le de es 

études, soit environ 40  i di idus, d te te u  sig al d asso iatio  à l helle du g e de 5,03.10-4 
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avec un OR de 1,53 (Zhang et al., 2016a). Cependant, cette méta-analyse inclut l a al se 

d asso iatio  i itiale alis e pa  C u haga et ollaborateurs (Cruchaga et al., 2014). Il aurait été 

intéressant de faire également cette méta-a al se sa s les do es de C u haga afi  d liminer ce 

biais potentiel.  

Des études fonctionnelles réalisées par Cruchaga et collaborateurs ont démontré que la 

su e p essio  ou l i hi itio  de PLD  da s u  od le ellulai e di i uait et aug e tait 

espe ti e e t les i eau  de s tio  d Aβ  et Aβ 2 (Cruchaga et al., 2014). Cependant, la 

variation p.V232M en elle-même a ait pas fait l o jet d a al ses fo tio elles. De plus, une étude 

récente a remis en cause cette corrélation entre le niveau de surexpression de PLD3 et la sécrétion 

d Aβ (Fazzari et al., 2017). Les auteurs o t ai si pu d o t e  ue l effet o se  tait u  a tefa t dû 

à la trop grande surexpression de PLD3. De plus, la déficience de PLD3 dans des modèles souris de 

MA affe te t pas le processing d APP et aug e te t pas la ha ge e  pla ues a loïdes (Fazzari 

et al., 2017). Cependant, la perte de fonction de PLD3 pourrait influencer la structure des lysosomes. 

Le mécanisme précis reliant PLD3 à la MA via les lysosomes reste encore à définir (Fazzari et al., 

2017). 

L e se le des études génétiques et fonctionnelles de PLD3 ne sont pas assez convaincantes pour 

permettre de statuer sur son rôle de facteur de risque dans la physiopathologie de la MA. 

 

d. CNVs et MA 

L i pli atio  des CNVs da s la pa t de la o posa te g ti ue de la MA peut gale e t s i t g e  

dans le graphique adapté de Manolio et collaborateurs. Les dupli atio s d APP ainsi que les délétions 

de l e o   de PSEN1 sont extrêmement rares et sont responsables de formes mendéliennes de MA. 

Des CNVs a es pou  les uels l i pli atio  da s la aladie este à d te i e  o t t  d te t s chez 

des patie ts attei ts de fo es p o es de MA u il s agisse de fo es fa iliales ou spo adi ues 

(Hooli et al., 2014; Rovelet-Lecrux et al., 2012). Ces CNVs rares, supposés à risque important, sont 

difficiles à interpréter de pa  l a se e de u e e et de alidatio  au i eau fo tio el. Les 

études de puces à SNP ont également tenté de mettre en évidence des CNVs fréquents comme 

facteur de risque plus limité (Chapman et al., 2013; Guffanti et al., 2013; Li et al., 2012c; 

Swaminathan et al., 2012a, 2012b; Szigeti et al., 2013). Cependant, la majorité de ces études ont 

ta li des asso iatio s a e  des fai les aleu s de sig ifi ati it  et l a se e de pli atio  e pe et 

pas de clairement les impliquer comme facteurs de risque. L tude réalisée initialement dans une 

population belge et répliquée dans une population française a permis de mettre en évidence que les 

individus porteurs de 3 copies de LCR dans le gène CR1, d fi issa t l isofo e C‘  “, ont un risque 

plus important de développer la maladie (OR=1,32, p-valeur=0,0025) (Brouwers et al., 2012). Il est 

important de noter que ce gène a également été associé dans la MA grâce à des études de GWAS 
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f. La part de la composante génétique manquante 

La majorité des formes précoces de MA ne sont pas des formes mendéliennes. Chez ces patients, le 

paradigme actuel considère que la survenue de la maladie résulterait d u e combinaison de variants 

fréquents et rares conférant un risque faible ou élevé de développer la maladie (Figure 25 page 78). 

Les études de GWAS ont réussi à mettre en évidence le rôle de variants fréquents dans la 

o posa te g ti ue des a ia ts f ue ts da s le is ue de d eloppe  la MA. Lo s ue l o  

s i t esse au  a ia ts a es, l asso iatio  est plus diffi ile à détecter de par leur faible fréquence 

da s la populatio  g ale a e a t à o sid e  d aut es st at gies d a al se. Da s le ad e de os 

études, afin de contourner ce problème de puissance statistique nous avons décidé de réaliser une 

tude d asso iatio  e  o i ant plusieurs approches. Les cas sélectionnés présentaient un 

phénotype extrême (avec un âge de début avant 65 ans) et répondaient à des critères diagnostiques 

stricts. Les contrôles étaient de même origine géographique que les cas. Les variants ont ensuite été 

ag g s à l helle du g e et p io is s à pa ti  de do es de f ue e et de p di tio s de 

pathogénicité.  

Out e l i pli atio  des a ia ts a es da s la pa t de la o posa te g ti ue de la MA, ous nous 

sommes également intéressés à l i pli atio  des CNVs rares dans cette composante grâce aux 

ou eau  outils de d te tio  de CNVs à pa ti  de do es de s ue çage d e o es. Cependant, de 

par leur rareté même lors de l ag gatio  des CNVs à l helle d u  g e, il ous a fallu considérer 

es CNVs à l helle d u e liste de g es e t e su  le peptide a loïde.  
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II Résultats 

1. Etude d’association à l’échelle du gène : Enrichissement de variants rares 

perte de fonction et faux-sens prédits délétères du gène ABCA7 dans les 

formes précoces de maladie d’Alzheimer  
Afi  d étudier la part de la composante génétique de la MA médiée par les variants rares, nous avons 

alis  u e tude d asso iatio  as-contrôles à pa ti  de do es de s ue çage d e o es. Da s ce 

but, nous avions sélectionné 484 cas en nous fo alisa t su  des ph ot pes e t es est-à-dire des 

patients atteints de MA avec un âge de début précoce (avant 65 ans) et incluant une majorité de 

patients très jeunes (52.9 % avant 55 ans). Nous avions également sélectionné de manière rigoureuse 

590 contrôles qui proviennent du French Exome Project (E Génin, JF Deleuze, R Redon, L Letenneur, 

D. Campion, JC Lambert, France Génomique). Cette étude était composée d individus sains 

provenant de 6 villes françaises. Pa  o s ue t, l e se le des individus contrôles étaient de la 

même origine ethnique que les cas. Nous avions focalisé nos études sur les variants rares en les 

ag gea t à l helle du g e et e  alisa t u  test de ha ge Burden). Le seuil de significativité 

essai e da s e t pe d asso iatio  est de , /  000=2,5x10-6. Nous avio s est ei t l a al se 

aux variants rares (MAF<1 %) perte de fonction (non-sens, indels décalant le cadre de lecture et site 

a o i ue d pissage  et au  a ia ts fau -sens classés « strictement délétères (SD)», est-à-dire 

prédits pathogènes par trois logiciels de prédiction de pathogénicité (SIFT, Polyphen-2 HumDiv et 

Mutatio  Taste . Nous a ions pas inclus les variants bénins ou probablement pathogènes pour 

ite  u e dilutio  pote tielle de l effet pa  des a ia ts sans conséquences fonctionnelles sur la 

protéine. Cette stratégie avait permis de mettre en évidence un enrichissement de variants rares 

prédits comme perte de fonction dans le gène SORL1 (OR=5,03, p=7,49.10-5) (Nicolas et al., 2016b). 

La restriction au  as fa iliau  pe ettait d aug e te  la sig ifi ati it  et de passe  le seuil de 

significativité de 2,5.10-6 (OR=8,86, p=3,82.10-7). Le deuxième signal d asso iatio  d te t  suite à 

cette analyse était porté par le gène ABCA7. Nous avons ainsi identifié 20 patients porteurs de 

variants perte de fonction du gène ABCA7 contre 8 contrôles porteurs. En ajoutant les variants faux-

sens “D,  patie ts taie t fi ale e t po teu s d u e a iatio  pe te de fo tio  ou fau -sens SD 

contre 12 contrôles porteurs, aboutissant à un OR de 3,40, p=2.10-4. Il existe donc une tendance à 

l enrichissement de a ia ts a es d ABCA7 chez les cas EOAD mais le seuil de significativité en exome 

est pas attei t.  

Afin d aug e te  la puissa e de ot e tude, nous avons souhaité augmenter la taille de notre 

échantillon. Deux précédentes études avaient récemment décrit un enrichissement de variants rares 

perte de fonction dans le gène ABCA7 (Cuyvers et al., 2015; Steinberg et al., 2015). La stratégie 

d tude de l uipe islandaise de Steinberg et collaborateurs e pe ettait ue d tudie  8 variants 
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PTV u ils a aie t pu asso ie  à la MA. Cuyvers et collaborateurs avait réalisé le séquençage complet 

du gène ABCA7 et avait alors pu observer un enrichissement de variants rares perte de fonction à 

l helle du g e entier O‘= , , sultat ui tait pas sig ifi atif d u  poi t de ue d u e a al se 

d asso iatio  e  e o e (p=2.10-4). Nous avons alors réalisé une méta-analyse en combinant nos 

do es à elles o te ues pa  l uipe elge afi  d aug e te  la puissance statistique. Grâce à cette 

analyse combinée de 1 256 patients et 1 347 contrôles, nous avons pu obtenir un résultat significatif, 

p=3,6.10-7, avec un OR=2,81.  

L tude alis e est la p e i e à pli ue  l e i hisse e t de a ia ts a es pe te de fo tio  du 

gène ABCA7 dans des formes précoces de MA et également la première à impliquer les variations 

faux-sens qui pourraient également entrainer une perte de fonction de la protéine. 

  



ABCA7 rare variants and Alzheimer
disease risk

ABSTRACT

Objective: To study the association between ABCA7 rare coding variants and Alzheimer disease

(AD) in a case-control setting.

Methods: We conducted a whole exome analysis among 484 French patients with early-onset AD

and 590 ethnically matched controls.

Results: After collapsing rare variants (minor allele frequency #1%), we detected an enrichment

of ABCA7 loss of function (LOF) and predicted damaging missense variants in cases (odds ratio

[OR] 3.40, 95% confidence interval [CI] 1.68–7.35, p 5 0.0002). Performing a meta-analysis

with previously published data, we found that in a combined sample of 1,256 patients and 1,347

controls from France and Belgium, the OR was 2.81 (95% CI 1.89–4.20, p 5 3.60 3 1027).

Conclusions: These results confirm thatABCA7 LOF variants are enriched in patients with AD and

extend this finding to predicted damaging missense variants. Neurology® 2016;86:1–4

GLOSSARY

AD 5 Alzheimer disease; CI 5 confidence interval; EOAD 5 early-onset Alzheimer disease; LOF 5 loss of function; OR 5

odds ratio; MAF 5 minor allele frequency; WES 5 whole-exome sequencing.

In Alzheimer disease (AD), shifting from a common disease–common variant hypothesis to a

common disease–rare variant paradigm has allowed to identify rare variants in several genes,

including TREM2, APP, UNC5C, and SORL1, that affect AD risk.1–7 An association with

PLD3 rare variants was also suggested3 but not replicated in subsequent studies.8–12 Recently,

the role of loss of function (LOF) variants in ABCA7, a gene encoding an ATP-binding cassette

transporter involved in lipid transport, has been highlighted in 2 reports.13,14 First, using impu-

tation of the whole-genome sequences of;2,600 Icelanders into;3,400 patients with AD and

;151,000 population controls, Steinberg et al.13 reported an association between 8 rare LOF

variants and AD risk. They replicated this finding by genotyping additional patients and con-

trols in datasets from Europe and the United states (combined odds ratio [OR] 2.3, p 5 6.8 3

10215). Second, using targeted resequencing of a panel of candidate genes, Cuyvers et al.14

identified an increase of ABCA7 LOF variants in 772 Flanders-Belgian patients compared to

757 geographically matched controls (relative risk 4.03, p 5 0.0002). Analyzing our whole-

exome sequencing (WES) data in 484 unrelated French patients with early-onset AD (EOAD)

and 590 ethnically matched controls, we found that besides SORL1,7 ABCA7 was among the top

hits for enrichment in rare (minor allele frequency [MAF] ,1%) predicted damaging variants.

We present the results of the ABCA7 study.
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METHODS Patients. Patient ascertainment is described in

detail in reference 7. Briefly, we included 484 unrelated patients

with EOAD (age at onset #65 years) from French ancestry re-

cruited by the French National CNR-MAJ consortium. All

diagnoses fulfilled the National Institute of Neurological and

Communicative Disorders and Stroke–Alzheimer’s Disease and

Related Disorders Association criteria.15 The clinical examination

included personal medical and family history assessment,

neurologic examination, neuropsychological assessment, and

neuroimaging. In addition, CSF biomarkers indicative of AD

were available for 249 patients.16 Patients with CSF biomarkers

not consistent with an AD diagnostic (n 5 14) were excluded.

Patients with PSEN1, PSEN2, or APP mutation (detected

either by Sanger sequencing or by WES), APP duplication (de-

tected by quantitative multiplex PCR of short fluorescent frag-

ments),17 or C9ORF72 expansion (detected following the

protocol described by DeJesus-Hernandez et al.18) were excluded.

The number of APOE e4–positive patients was 256 (53%).

Controls. A total of 595 controls of French ancestry were re-

cruited. A total of 396 had an age at inclusion of $55 years

and had normal Mini-Mental State Examination score,

according to age and education level. The remaining controls

were healthy blood donors. The mean age at inclusion (6SD)

was 66.4 6 17.5 years. The number of APOE e4–positive

controls was 138 (23%).

Standard protocol approvals, registrations, and patient

consents. All patients and controls gave informed, written con-

sent for genetic analyses. This study was approved by our ethics

committee.

WES. As previously described,7 exomes were captured using

Agilent SureSelect Human All Exon kits (Agilent Technologies,

Santa Clara, CA). Final libraries were sequenced on a HiSeq2000

or 2500 (Illumina, San Diego, CA) with paired ends, 76 or 100

bp reads. We processed all exome samples following GATK 3.3–0

Best Practices recommendations.19 We used BWA 0.7.5a to map

reads to the 1,000 Genomes GRCh37 build.20 Duplicate reads

were flagged by using Picard Tools 1.101 (http://picard.

sourceforge.net). We applied GATK for short insertion and

deletions (indels) realignment, base quality score recalibration,

and single nucleotide variants and indels discovery using the

Haplotype Caller across all samples simultaneously. The joint

variant calling file was annotated with RefGene gene regions,

variant effects, and functional effect prediction tools using

Annovar.21 We then extracted high-quality (defined as variants

with a variant quality score VQSLOD above 22) exonic and

canonical splice site variants (located 62 bp around each

coding exon) with a MAF of less than 1% in our whole dataset

within each RefGene gene region.

We filtered genotypes according to the following criteria: gen-

otype read depth had to be above 6 as well as genotype quality

above 70. Nonsense, frameshift indels, and canonical splice site

variants were classified as LOF. Missense variants were considered

as strictly damaging if they were simultaneously predicted damag-

ing by the following 3 software programs: Polyphen2 HumDiv,

Mutation Taster, and SIFT.21

Sanger sequencing. ABCA7 rare variants included in this study

were confirmed by Sanger sequencing.

Quality checks. As previously described,7 we used recommen-

ded quality control steps for genetic case-control association

studies to analyze our data.22 Most checks were carried out

with PLINK 1.9 (https://www.cog-genomics.org/plink2). We

processed all individuals in the sample through the following

steps: (1) verifying concordant sex information using Plink sex

check,23 (2) discarding contaminated samples identified as such

by significantly high heterozygosity rates and freemix

contamination scores provided by the VerifyBamID software,24

and (3) discarding samples when Plink pi_hat relatedness

estimation exceeded 18.5%. Out of 485 initially included cases

and 595 controls, 484 cases and 590 controls passed these quality

checks. We did not detect any individual of divergent ancestry

with Plink neighbor function. To confirm ethnic match between

cases and controls, we used principal component analysis on

common variants (MAF .5%) after exclusion of long-range

linkage disequilibrium regions and variant pruning on linkage

disequilibrium (r2 . 0.2).

We filtered out variants that (1) were missing in more than

5% of individuals, (2) showed a significant deviation from

Hardy-Weinberg equilibrium, or (3) presented significantly dif-

ferent missing call rates between cases and controls, as confirmed

by Plink test missing at a threshold of 1.1026. None of these

filters discarded any of the ABCA7 variants with a MAF below

1%.

Finally, the following 2 filters were applied locally to each Re-

fGene coding region: (1) samples that missed information for

more than 50% of variants in the given region were excluded

from analysis and (2) variants that remained missing in more than

5% of remaining individuals were excluded from analysis. None

of these filters affected the number of samples and variants under

study within the ABCA7 gene.

Statistics. We imported all rare (MAF ,1% on the whole case-

control sample) LOF and strictly damaging missense ABCA7 into

Variant Association Tools.25 We computed unadjusted gene-level

collapsing tests using the CFisher function grouped by RefGene

name, which corresponds here to a Fisher exact test comparing

the proportions of variant carriers between cases and controls. We

computed corresponding OR and confidence intervals (CIs) with

R statistical software (http://www.R-project.org/). Single analysis

results were obtained via the Fisher test function from package

stats, while fixed effect meta-analysis results were obtained via the

metabin function from package meta. We applied the same

quality checks and gene-level association tests to every RefGene

coding region in order to extract all possible gene-level p values

and compute the genomic inflation factor. Using the estlamba

function of the R statistical package genABEL, we found a value

of l 5 0.88 for this genomic inflation factor, thereby excluding

possible confounding from fine-scale population stratification.

Finally, we checked that the observed association signal was

independent from APOE status in a logistic regression model

using the glm function from the R statistical software, adjusting

for APOE e4–positive status.

RESULTS We first analyzed rare LOF variants (non-

sense, frameshift indels, and splice site) and identified

in the entire dataset 12 variants (3 nonsense, 6 frame-

shift indels, and 3 splice site) present in 20 patients

and 5 variants (3 frameshift and 2 splice site) present

in 8 controls (OR 3.13 [1.30–8.30], p5 0.006) (table

e-1 on the Neurology® Web site at Neurology.org).

Besides canonical splice site variants, we included in

this count the c.557015G.C variant, which has

previously been shown to disrupt the splicing of

exon 41.13 Of note, 4 other intronic mutations,

located close to splice sites (c.206714A.T, c.

268415G.A, c.347215G.C, c.527914A.G),
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were exclusively found in patients. Although they are

predicted in silico as probably affecting splicing, we

conservatively decided not to include them in the

count. Overall, 4 of the 14 LOF mutations found in

the whole dataset were already reported in the Icelandic

study,13 6 were found in the Flanders-Belgian cohort,14

and 8 were novel (table e-1). Four variants were

simultaneously present in the 3 datasets from

Iceland, Belgium, and France.

We then focused on rare strictly damaging mis-

sense variants, namely variants with a MAF below

1% in our entire dataset, which were predicted as

damaging by 3 software programs: Polyphen2 Hum-

Div, Mutation Taster, and SIFT. We identified 10

rare strictly damaging missense variants present in

13 cases and 5 in 5 controls, resulting in an OR of

3.23 (95% CI [1.07–11.63], p 5 0.03) (table e-1).

In total, 32 patients (6.6%) vs 12 controls (2.0%)

carried at least one LOF or strictly damaging variant.

Missense mutations were located throughout the

sequence of ABCA7. No particular exon or functional

domain was hit. The cumulative effect of LOF and

strictly damaging missense variants in patients and

controls resulted in an OR of 3.40 (95% CI [1.68–

7.35], p 5 0.0002). Moreover, after adjustment for

APOE41 status, the effect of ABCA7 variants re-

mained largely significant (OR 3.1, 95% CI [1.57–

6.48], p5 0.0016). Therefore, the observed signal of

association between EOAD and ABCA7 variants can

be considered independent from APOE4 status.

However, no interaction between these 2 risk factors

could be detected (p 5 0.666). Of note, 4 patients

also carried a SORL1 risk allele (table e-1).

We next performed a meta-analysis including the

ABCA7 published data. Due to differences in the study

design, it was not possible to recover the full load of

ABCA7 rare variants in patients and controls of the

Icelandic sample. Therefore, this analysis was restricted

to the Flanders-Belgian sample (table e-2). In the com-

bined study group of 1,256 patients and 1,347 controls

from France and Belgium, the OR resulting from a

fixed-effect meta-analysis was 2.89 (95% CI [1.78–

4.70], p 5 1.83 3 1025) for LOF variants and 2.81

(95%CI [1.89–4.20], p5 3.603 1027) for combined

LOF and strictly damaging variants.

Finally, after the report that a frequent variant

(p.Glu188Gly) had a nominally significant increased

frequency in controls in the Flanders-Belgian sam-

ple,14 we checked the allelic frequency of this variant

in our dataset. The frequency of this variant was 0.41

in patients compared to 0.43 in controls (NS).

DISCUSSION In this study, we explored the com-

mon disease–rare variants paradigm in EOAD. We

performed WES with high depth of coverage (mean

;1203) on 484 well-characterized French patients

with EOAD and 590 ethnically matched controls.

There was a clear excess of cases carrying at least

one LOF or a predicted damaging missense variant

in the ABCA7 gene compared to controls (6.6% vs

2.0%). Of note, about half of the controls were still in

the age range for developing EOAD, and although

this condition is rare we cannot exclude that a small

subset of them will develop it. Therefore the

association could have been slightly underestimated.

Performing a meta-analysis of these data with the

previously published Belgian series allowed reaching

an exome-wide significant association signal, strongly

supporting the role of ABCA7 in AD determinism. It

had initially been suggested that ABCA7 played a role

in AD by favoring amyloid clearance.26 Recently, it

has been shown that ABCA7 also interferes with APP

processing and reduces Ab production, possibly by

regulating endocytic pathways.27 In each case,

suppression of ABCA7 is predicted to result in

increased Ab load, which is consistent with the

burden of LOF mutations found in patients with

AD. Interestingly, considering the genetic data

presented here, it is likely that at least a subset of

rare missense strictly damaging ABCA7 mutations

also results in ABCA7 LOF.

Of note, among the 32 patients with an ABCA7

LOF or missense variant, 4 additionally carried a

SORL1 risk allele, pointing toward a possible oligo-

genic model of inheritance. However, considering the

rarity of the observed variants, performing an accurate

polygenic score analysis including SORL1, ABCA7,

and TREM2 rare variants together with APOE status

is still premature in terms of statistical power. Finally,

the ABCA7 frequent variant (p.Glu188Gly) that had

a nominally significant increased frequency in con-

trols of the Flanders-Belgian sample was not found

to be associated in the present sample, although a

same trend toward an increased frequency in controls

was noted. Our negative result might reflect a lack of

power.
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2. Elaboration d’une liste de gènes centrée sur le peptide amyloïde 

considérant son rôle majeur dans la physiopathologie 

Les tudes d asso iatio  à pa ti  de a ia ts a es ou f ue ts so t t s diffi iles à alise  et se 

retrouvent très souvent confrontées à des problèmes de puissance statistique. L a al se à l helle 

du variant étant inapplicable, nous avions dans un premier temps analysé les variants rares prédits 

comme perte de fonctions en mesurant la charge à à l helle du g e et a ions pu détecter un 

enrichissement de ces variations dans les gènes SORL1 et ABCA7. Cependant, nous avions également 

détecté de nombreux sig au  d asso iatio  elati e e t fai les pou  les uelles ous e pou io s 

conclure quant à leur implication dans le risque de développer la MA. De nombreuses études ont 

o t  la pe ti e e de l ag gatio  des a ia ts a es à l helle d u  seau de g es (Fromer et 

al., 2014; Iossifov et al., 2014; Kirov et al., 2012). Dans ce but, nous avons réalisé une bibliographie 

extensive afin de recenser les gènes pour lesquels la protéine produite présente un lien avec le 

peptide amyloïde considérant son rôle majeur dans la physiopathologie. Les gènes ont été inclus si 

les preuves expérimentales reposaient sur des modèles cellulaires ou animaux (phénotype résultant 

de la su e p essio  ou de l i alidatio  de es g es . La liste de gènes est mise à jour régulièrement 

et nous recensons à ce jour 342 gènes  da s l a ti le  subdivisés en 4 grandes catégories : le 

outage d APP et sa atu atio , la lai a e/d g adatio  d Aβ, l ag gatio  du peptide a loïde et 

une dernière catégorie englobant les médiateurs de la toxicité du peptide Aβ. Chaque grande 

catégorie contient plusieurs sous-catégories (Table en Annexe). Chaque catégorie et sous-catégorie 

de la liste de gènes a fait l o jet de discussions détaillées permettant de caractériser les différents 

mécanismes physiopathologiques de la MA. Nous avons également indiqué pour chaque gène s il 

était capable d i teragir physiquement avec APP/Aβ, PSEN1 ou BACE1 (colonne PPI), si des variants 

fréquents étaient associés par étude de GWAS et également si le gène avait déjà été impliqué dans 

une maladie mendélienne. De manière intéressante, parmi les 342 gènes, 86 ont déjà été impliqués 

da s des aladies e d lie es d ap s la ase de do es d OMIM Online Mendelian Inheritance 

in Man). Ce constat suppo te l h poth se selo  la uelle les maladies génétiques ont, en partie, une 

origine commune et que certaines voies biologiques sont essentielles. Dans un souci d i te p tatio , 

nous avons essayé de définir pour chaque gène si une variation perte ou gain de fonction serait 

potentiellement à risque ou protectrice dans un mécanisme physiopathologique de MA. Cependant, 

ette i te p tatio  est pas alisa le pour tous les gènes notamment car il existe des discordances 

dans les résultats obtenus à partir de différents modèles expérimentaux. Par conséquent, 144 gènes 

sur 342 se et ou e t sa s a otatio  d i terprétation (Table en Annexe).  
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Alzheimer disease: modeling an Aβ-centered biological

network
D Campion1,2,3,4, C Pottier1,4, G Nicolas1,2,4,5, K Le Guennec1,4 and A Rovelet-Lecrux1,4

In genetically complex diseases, the search for missing heritability is focusing on rare variants with large effect. Thanks to next
generation sequencing technologies, genome-wide characterization of these variants is now feasible in every individual. However,
a lesson from current studies is that collapsing rare variants at the gene level is often insufficient to obtain a statistically significant
signal in case–control studies, and that network-based analyses are an attractive complement to classical approaches. In Alzheimer
disease (AD), according to the prevalent amyloid cascade hypothesis, the pathology is driven by the amyloid beta (Aβ) peptide.
In past years, based on experimental studies, several hundreds of proteins have been shown to interfere with Aβ production,
clearance, aggregation or toxicity. Thanks to a manual curation of the literature, we identified 335 genes/proteins involved in this
biological network and classified them according to their cellular function. The complete list of genes, or its subcomponents, will be
of interest in ongoing AD genetic studies.
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INTRODUCTION

Alzheimer disease (AD) is defined by the presence of two types of
abnormal protein deposits composed of: (i) hyperphosphorylated
forms of the microtubule-associated protein tau constituting
intracellular aggregates named neurofibrillary tangles (NFT) and
(ii) the 39-42 amino acid amyloid beta (Aβ) peptide mainly present
in extracellular senile plaques. The Aβ peptide results from the
sequential cleavage of a transmembrane protein, the amyloid
precursor protein (encoded by APP) by β- and γ-secretases.
Pathogenic mutations causing autosomal dominant early onset
AD have been described within APP and the PSEN1 and PSEN2
genes, which encode presenilins, a major component of the
γ-secretase complex. Tau is encoded by the MAPT gene. With very
few exceptions,1,2 MAPT mutations are never encountered in
pathologically-confirmed AD but cause another tauopathy,
namely frontotemporal dementia with Parkinsonism linked to
chromosome 17 (FTDP-17), which is characterized by NFT without
Aβ pathology. Crossing mice that exhibit Aβ plaques due to a
double APP and PSEN1 mutation, with mice that exhibit NFT due
to overexpression of a mutant form of MAPT, has demonstrated
enhanced tau pathology caused by Aβ in the absence of any
effect on Aβ caused by mutant tau.3 These experiments strongly
support the amyloid cascade hypothesis, which states that in AD,
Aβ functions upstream of tau and is the primary driver of the
entire AD pathology. Since its first formulation,4 the amyloid
cascade hypothesis has been somewhat refined. The emphasis
has been put on soluble Aβ oligomers rather than insoluble
aggregates as the most neurotoxic species.5 It has also been
acknowledged that tau pathology is a key determinant of
synaptic dysfunction and neuronal death. In normal aging, NFT
are commonly observed in the entorhinal cortex without any

obvious clinical symptoms. They slowly spread along synaptically
connected circuits to the hippocampal formation and then to
neocortical regions according to Braak stages.6 If they encounter
Aβ oligomers in these structures, the Aβ peptide boosts tau
pathology, the severity of dementia being finally correlated with
the number of NFTs in the neocortex.7,8 During this process, it is
now believed that rather than a strictly hierarchical mode of
interaction, there is an interplay between Aβ and tau whereby
they amplify each other’s toxic effects.9,10 In that sense, AD can be
defined as a disease in which Aβ triggers, facilitates or amplifies
tau pathology in cortical structures,11,12 although tau is probably
the essential killer. Owing to its key role in AD pathogenesis,
Aβ has arguably become the most studied mammalian peptide in
cell biology.
Contrasting with this massive effort that has allowed the

identification of several hundreds of proteins interfering with Aβ
production, clearance, aggregation or toxicity, geneticists have
only characterized a few genes involved in AD determinism.
First, rare mutations involving APP or PSENs, which are directly
linked to the amyloidogenic processing of APP, have been shown
to cause autosomal dominant early onset AD. Second, a frequent
DNA polymorphism, the ε4 allele of the apolipoprotein E gene
(APOE), has been associated with AD risk. At the age of 85, the
lifetime risk associated with the ε4 allele ranges from 23% for
APOE ε3ε4 male carriers to 30% for APOE ε3ε4 female carriers, and
from 51% for APOE ε4ε4 male carriers to 60% for APOE ε4ε4 female
carriers.13 The apolipoprotein-E is involved both in the clearance
and the aggregation of the Aβ peptide. Third, recent genome-
wide association studies have identified 19 other loci harboring
frequent variants, each with minimal impact on AD risk (odds
ratios ranging from 0.77 to 1.22).14 To pursue the search for
missing heritability in AD, the focus has now been put on the
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discovery of rare variants with large effect.15 According to this
common disease-rare variants paradigm, the genetic heterogene-
ity of the disease is high, and a large number of genes, each
contributing to a small subset of cases must be involved. In
addition, it can be hypothesized that genes exerting only a
moderate effect on AD risk can operate interactively. Thanks to
next-generation sequencing technologies, it is now possible to
identify roughly 20–25 000 variants in the coding sequence of any
individual, ~ 1000 of them being non-synonymous variants with
a minor allele frequency below 1%. Owing to their rarity and the
necessity to account for large-scale multiple statistical testing,
it is extremely challenging to conduct case–control studies on an
individual variant basis. In most cases, given achievable sample
sizes, even collapsing rare variants at the gene level will be
insufficient to reach genome-wide statistical significance. There-
fore, in complement to gene-based analyses, it may be useful in
some cases to jointly analyze a set of genes showing high a priori
probability of being involved in the pathogenesis. Promising
methods are currently developed, which tackle the crucial issue of
controlling type 1 error for pathway-level analysis.16 Of note, the
study that first isolated SORL1 in AD used a specific a priori
hypothesis about retromer-related genes to perform an associa-
tion analysis.17 Performing rare variants studies at the level of a list
of functionally relevant genes is an almost unavoidable approach
when dealing with de novo variants or copy number variants due
to the very low recurrence of these variants. It has recently proved
to be fruitful in complex diseases. For example, when jointly
analyzing a group of 842 genes previously defined as regulated by
fragile X mental retardation (FMR1) protein in autism spectrum
disorder Iossifov et al.18 found a significant excess in de novo
disrupting mutations. Similarly, we have recently reported an
enrichment in de novo mutations at the level of this Aβ network in
early onset AD patients.19 Overall, there is a long history of dispute
between defenders of ‘hypothesis free’ versus ‘hypothesis driven’
genetic studies but the two approaches should be viewed as
complementary.
Bearing that in mind, we decided to define, as a resource for

geneticists, a network of genes whose protein products are known
to interact with Aβ production, aggregation, clearance or synaptic
toxicity. We undertook a systematic literature search by using
PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) to collate all relevant
information. The search terms included APP, Abeta and amyloid
beta, combined with the different terms listed in Table 1. We
considered all peer-reviewed, original articles and reviews, published
in English language up to October 2015. We only selected genes for
which experimental evidence based on cell or animal models had
been published. Direct protein–protein interaction was not a
prerequisite but was noted, when documented. The search yielded
335 hits (Supplementary Table). Note that several genes are involved
in different subcomponents of the network. In the following sections
we will discuss the role of the major contributors from each subclass
in light of physiological data. Each gene is identified according to
the usual name or symbol of its protein product retrieved from
UniProtKB (www.uniprot.org/uniprot/) and, in parentheses, to its
HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC, http://www.gene
names.org/) symbol, unless the protein symbol and its associated
gene symbol are the same. In each subheading, whenever possible,
we preferentially referenced reviews rather than individual reports.

APP trafficking and processing
Knowledge of the cellular pathways in which APP traffics and is
processed is central for the formulation of the amyloid cascade
hypothesis, and has recently been the subject of several
reviews.20–22 Basically, APP can undergo either amyloidogenic or
non-amyloidogenic processing, occurring in different cellular
compartments. Figure 1 recapitulates the intracellular trafficking
of APP.

ER quality control. Upon synthesis, APP translocates to the
endoplasmic reticulum (ER) where it undergoes structural matura-
tion. Although in physiological conditions the bulk of APP localizes
to more distal compartments (that is, the Golgi apparatus and the
trans-Golgi network (TGN)), ER chaperones, such as the 78 kDa
glucose-regulated protein (HSPA5) or calnexin (CANX), which
contribute to the protein quality control in the ER, may retain
APP at this location.23 This retention leads to an alteration of its
processing and to a reduction of Aβ production. Several molecular
components of the ER-associated degradation system (ERAD) have
also been shown to interfere with APP processing. The ERAD
system recognizes misfolded proteins and retrotranslocates them
across the ER membrane to the cytosol, where they become a
substrate for the ubiquitin–proteasome degradation system.
Therefore the ERAD system, by promoting the degradation of
unfolded APP, regulates the availability of APP for Aβ generation in
distal compartments of the early secretory pathway. Two
molecules acting through this mechanism are the Serine protease
HTRA2 and the E3 ubiquitin–protein ligase synoviolin (SYVN1).
HTRA2 shuttles between the outer ER membrane and the
proteasome24, and has also been involved in Parkinson disease
and essential tremor genetic determinism. Overexpression of
synoviolin results in decreased Aβ production, whereas reduced
expression induces increased Aβ generation.25 The E3 ubiquitin-–
protein ligase CHIP (STUB1) is also involved in APP ubiquitination,
mediating subsequent degradation by the proteasome.26 The role
of these proteins is particularly important in AD patients, because
as discussed below, the depletion of ER calcium stores caused by
the Aβ peptide toxicity induces an accumulation of unfolded
proteins, including APP, in the ER lumen.

Traffic through the secretory pathway and axonal transport. After
initial maturation within the ER, APP is then transferred to
post-ER compartments of the early secretory pathway for further
processing. In the Golgi apparatus, APP encounters several

Table 1. Categories and subcategories of the Aβ network.

Category Subcategory

APP processing and trafficking Endoplasmic reticulum
ERAD/proteasome
Early secretory pathway
Axonal transport
α-secretase cleavage
Clathrin/caveolin-dependent
endocytosis
Internalization of APP
Endosomes/retromer
β-secretase cleavage
γ-secretase cleavage
Cholesterol metabolism
Miscellaneous

Clearance and degradation of Aβ Enzymatic degradation of Aβ
ERAD/proteasome
Autophagy
Blood–brain barrier
Microglia

Aggregation of Aβ Miscellaneous
Chaperones
Heparan sulfate proteoglycan

Mediator of Aβ toxicity Synaptic toxicity
Tau toxicity
Mitochondria
Calcium homeostasis
Miscellaneous

Abbreviations: APP: amyloid precursor protein; ERAD: endoplasmic
reticulum-associated protein degradation.
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interactors such as the transmembrane protein 59 (TMEM59),
which modulates its N- and O-glycosylation and induces its
retention in the Golgi apparatus, preventing Aβ generation.27 It
has been suggested that two other sets of APP-interacting
proteins, the scaffolding Homer protein homologs 2 and 3
(HOMER2, HOMER3),28 and the reticulon-4 receptors (RTN4R) (also
known as Nogo receptors), also affect cellular trafficking of APP
and reduce the amount delivered to the cell surface.29 Another
Golgi-localized molecule strongly interfering with APP trafficking
is stathmin-2 (STMN2), which binds to the KFFEQ sorting motif of
APP, allowing its exit from the Golgi and subsequent transporta-
tion to the cell surface.30 Stathmin-2 promotes non-amyloidogenic
processing of APP.
Only a small portion of nascent APP is transported to the

plasma membrane, whereas the bulk of APP molecules remains in
the TGN. In neurons, APP traffics down the axons and dendrites
via the anterograde transport machinery to reach synapses, which
are a key site for Aβ production and release. The anterograde
transport of APP-containing vesicles along the microtubules is
kinesin-1-dependent. Interfering with the kinesin light chain 1
(KLC1) gene expression modifies Aβ production.31 Moreover,
reducing calsyntenin-1 (CLSTN1) 32 and huntingtin-associated
protein 1 (HAP1),33 two ligands of KLC1, increases Aβ production.

Alpha-secretase cleavage. At the cell membrane, APP is cleaved
within the Aβ domain between residues Lys16 and Leu17 as part
of the non-amyloidogenic pathway.34 This cleavage is performed
by a set of metalloproteases termed α-secretases, the principal
member of them being ADAM10.35 ADAM10 is localized in
the Golgi as a pro-enzyme and then matured in the secretory
pathway. Recently, two rare missense variants in the prodomain of
ADAM10 that attenuate enzyme activity have been described in
AD patients.36 ADAM10 is controlled at the transcriptional level
by the NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-1 (SIRT1).37

Its trafficking and maturation are regulated by proteins, such

as tetraspanin-12 (TSPAN12),38 nardilysin (NRD1)39 or synapse-
associated protein 97 (DLG1),40 whereas its activity is negatively
regulated by the metalloproteinase inhibitors 1 and 3 (TIMP1,
TIMP3).41 The signaling pathways involving different cell mem-
brane receptors and protein kinases may increase α-secretase
cleavage through incompletely characterized mechanisms, which
implicate complex and very indirect mechanisms. Another
metalloproteinase, ADAM17, also known as TACE, is responsible
in a large part for the regulated α-secretase cleavage.42

Beta-secretase cleavage. The amyloidogenic pathway, which is
the prominent pathway of APP metabolism in neurons,20 requires
the sequential cleavage of APP by the membrane-bound enzyme
beta-secretase 1 (BACE1) and the γ-secretase enzymatic complex.
The aspartyl protease BACE1 is synthesized as a preproenzyme,
which is matured by furin-like mediated cleavage during its
trafficking to the plasma membrane through the secretory
pathway.43 BACE1 then cycles between the cell membrane and
endosomes in which it encounters an acidic pH optimum for its
functioning. So far, ~ 25 proteins have been identified that
specifically interfere with β-secretase cleavage of APP and Aβ
production. Although for most of them the mechanism by which
they produce their effect remains uncharacterized, some are
suspected to block BACE1-APP enzyme–substrate interaction,
such as reticulons 1-4 (RTN1-4),44 spondin-1 (SPON1)45 or BRI2
(ITM2B) and BRI3 (ITM2C).46,47 Other proteins regulate BACE1
trafficking within the secretory pathway. A subset, such as the
Ras-related proteins Rab-11A and B,48 the PH and SEC7 domain-
containing protein 1 (PSD),49 the ADP-ribosylation factor 6
(ARF6),49 the EH domain-containing proteins (EHD1 and 3),50 and
the ADP-ribosylation factor-binding protein GGA1,51 plays a
role in BACE1 endosomal sorting. Others, for example seladin-1
(DHCR24)52 and GGA3,53 target it for lysosomal degradation. The
deubiquitinating enzyme ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
isozyme L1 (UCHL1)54 accelerates BACE1 degradation. Finally, the

Figure 1. Schematic representation of amyloid precursor protein (APP) trafficking (adapted from20). APP is routed from the endoplasmic
reticulum (ER) to the cell membrane through the early secretory pathway. At the cell surface, it can be processed by enzymes with α-secretase
activity (and then by the γ-secretase complex, not shown) leading to a non-amyloidogenic pathway. Alternatively, APP can be reinternalized in
a clathrin-dependant manner and be directed to the endosomal compartments. In late endosomes, pH conditions and lipid composition of
the membranes allow for β-secretase BACE1 and γ-secretase activity, leading to the production and secretion of the amyloid beta (Aβ) peptide.
Before secretion, a subset of nascent Aβ peptides can bind SORL1, which directs it to the lysosome, leading to its degradation. Before
amyloidogenic processing in late endosomes, APP can also bind SORL1 and be redirected to non-amyloidogenic pathways through the
retromer complex, back to the Golgi (retrograde pathway) or back to the membrane (recycling pathway).
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copper chaperone for superoxide dismutase (CCS) binds to the
intracellular domain of BACE1 and may deliver copper to it.55 The
role of copper in BACE1 function is not clear but may influence its
trafficking and turnover.

Gamma-secretase cleavage. The other key player in the amyloi-
dogenic processing of APP, γ-secretase, is a multiprotein complex
comprising four transmembranes proteins, presenilin-1 or -2
(PSEN1 or PSEN2), nicastrin (NCSTN), the γ-secretase subunits
APH1A or -1B (APH1A or APH1B) and PEN-2 (PSENEN) (reviewed
in56). The presenilins contain the catalytic site of γ-secretase.
Nicastrin acts as a substrate recruiter. PEN-2 is required for the
autocatalytic maturation of presenilin and γ-secretase activity.
APH1 forms stable subcomplexes with nicastrin that are believed
to be an initial scaffold before the generation of the full presenilin
complex. Around 25 interactors affecting, generally by inhibiting,
the γ-secretase processing of APP and Aβ generation have been
identified. Again, for most of them, the molecular mechanisms
underlying the biological effect remain elusive. However, several
clues have been obtained. Many inhibitors directly interfere with
the assembly of the complex. In addition to the four core
components that assemble into a functional complex into the
early compartments of the secretory pathway, additional proteins
have been found to associate more or less transiently with the
γ-secretase complex. Sorting nexin 27 (SNX27) associates with
PSEN1 and dissociates γ-secretase complex,57 phospholipase D1
(PLD1)58 has been reported to interrupt the incorporation of
PEN-2 into the complex. The protein RER159 is thought to
downregulate γ-secretase assembly by competing with APH1
for nicastrin binding. In turn, the E3 ubiquitin–protein ligase
synoviolin (SYVN1)60 indirectly upregulates Aβ production by
targeting RER1 for degradation. The protein crumbs homolog
2 (CRB2) could compete with PSEN1 and APH1 for binding with
nicastrin.61

Proteins that bind to the mature complex and interfere with
Aβ production have also been identified. The transmembrane
protein TMP21 (TMED10), a member of p24 cargo protein, binds to
the presenilin complex and reduces its activity.62 The gamma-
secretase-activating protein (GSAP), a 16 kDa protein derived from
the proteolytic cleavage of an uncharacterized protein termed
pigeon homolog protein, also binds to the presenilin complex.63

It has also been claimed that basigin (BSG, alias CD147)64 is a
regulatory subunit of the γ-secretase complex.
Another set of proteins modulate Aβ production by regulating

the trafficking of γ-secretase. Of particular interest is the ARC/
ARG3.1 protein (ARC), which binds PSEN1 and plays a key role in
trafficking γ-secretase to postsynaptic vesicles that process APP in
an activity-dependent manner.65 In addition, several G protein-
coupled receptors, in association with beta-arrestin-2 (ARRB2),66

bind to APH1A and activate the γ-secretase complex by favoring
its redistribution toward lipid rafts.

Cholesterol homeostasis. Both BACE1 and γ-secretase are
enriched in cholesterol and sphingolipid-rich membrane raft
microdomains (reviewed in67) where they interact with proteins
such as caveolins and flottilins, which in turn are APP interactors.
By modulating the fine partitioning of secretases and APP
between membrane microdomains, these proteins are important
modulators of APP processing and Aβ generation. Aβ generation
is also dependent on the level of cholesterol within the lipid
rafts where the proamyloidogenic cleaving machinery resides.
High intracellular cholesterol levels result in enhanced release of
Aβ. Low intracellular cholesterol levels favor the processing of
APP through the non-amyloidogenic pathway. Accordingly,
proteins that regulate cholesterol homeostasis have been found
to impact Aβ biogenesis (reviewed in68). Almost all brain
cholesterol originates from in situ neosynthesis. The sterol
O-acyltransferase 1 (SOAT1, alias ACAT1) which transforms free

cholesterol into 24-OH-cholesterol allowing its storage or its
efflux through the blood–brain barrier (BBB), the cholesterol
24-hydroxylase (CYP46A1) which mediates elimination of 24-OH-
cholesterol through the BBB, or the Niemann-Pick C associated
proteins (NPC1 and NPC2) which sequester intracellular cholesterol
in the lysosomal compartment, all regulate the production of Aβ.
The ATP-binding cassette transporter 2 (ABCA2), that plays a role in
intracellular sterol trafficking, regulates both the β- and γ-secretase
cleavage of APP by a complex mechanism involving (i) accurate
spatial segregation of APP and secretases at the compartmental
and microdomain levels, and (ii) correct subcellular localization of
nicastrin.69

Internalization of APP. The precise subcellular location(s) at which
Aβ is produced remains somewhat debated. Whereas some
studies suggest that this processing can occur in the trans-Golgi
network, it is generally agreed that the main site is the endosomal
compartment where APP encounters β- and γ-secretases in a
favorable membrane microenvironment. In vivo studies have
demonstrated that around 70% of Aβ released in the brain
requires ongoing endocytosis70 and internalization of APP present
at the cell membrane. Indeed, ~ 70% of the surface-bound APP is
internalized within minutes of arriving at the plasma membrane.71

Within the intracellular domain of APP, the YENPTY motif contains
the consensus sequence for clathrin-coated pit internalization.
Deletion of this motif inhibits APP internalization and decreases
Aβ production. This motif is the intracellular binding site for
several cytosolic APP partners that possess a phosphotyrosine
binding domain, for example, the Fe65 family (APBB1-3), the mint/
X11 family (APBA1-3), the disabled homologs 1 and 2 (DAB1 and 2)
and the protein numb homolog (NUMB) (reviewed by72). Over-
expression or knockout of these adaptors has been shown to
affect APP processing and secreted Aβ levels. Knowing that the
complex formed by APP, FE65 and LRP-1 (one of the fastest
proteins being internalized into a cell) promotes endocytosis of
APP and that numb also plays a role in the internalization of
various receptors involved in numerous cell functions, it is
tempting to speculate that the effect of these adaptor proteins
on APP processing is mediated at least in part by regulation of
APP internalization. Of note, it has recently been shown that the
disrupted in schizophrenia 1 protein (DISC1), a risk factor for
several psychiatric disorders, also binds to the intracellular domain
of APP and favors APP internalization.73

APP internalization is mediated by clathrin. Several members
of the clathrin-mediated endocytotic machinery such as phospha-
tidylinositol-binding clathrin assembly protein (PICALM),74 an
adaptor protein that plays a key role in clathrin coat formation,
the dynamins (DNM1 and DNM2)75 which cleave the invaginated
vesicules, or the sorting nexin-33 (SNX33),76 a dynamin-binding
partner, modulate Aβ generation. By modifying the proportion
of APP present at the surface membrane or in endosomes,
these molecules regulate the amount of substrate available for
amyloidogenic or non-amyloidogenic processing and are often
referred to as indirect modulators of secretase activity. Note that
the PICALM frequent variants were associated with AD in genome-
wide association studies.14

Endosomal sorting of APP. Following endocytosis, APP is
delivered to endosomes, and can be proteolytically processed
by β- and γ-secretase, the cleavage products—including Aβ—
being subsequently released in the extracellular space, whereas
another fraction undergoes degradation in lysosomes. Alterna-
tively, endocytosed molecules containing mainly full-length APP
can be recycled to the cell surface (reviewed by77). Intracellular
trafficking through the endocytic and recycling pathway is
regulated by the small GTPase Ras-related protein Rab, whose
altered expression has been shown to modify Aβ production.48
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The sortilin-related receptor SorLA/LR11 (SORL1) and its four
type 1 membrane homologs (sortilin, SorCS1, SorCS2 and SorCS3)
act as molecular switches, allowing the alternative targeting of
APP to recycling compartments or to the exocytosis pathway. By
binding both APP and the vacuolar protein sorting-associated
protein 35 (VPS35), they couple APP to the retromer, a protein
complex localized at the endosomal membrane that allows
retrograde transport of cargo proteins from the endosomes to
the TGN (reviewed by78). Manipulating several members (VPS35,
VPS26) of this complex has been shown to impact Aβ
production.79 Interestingly, frequent non-coding variants of SORL1
were associated with AD.14,17 We previously found a high
frequency of rare, predicted pathogenic, coding variants in the
SORL1 gene in a small sample of familial cases of early onset AD,80

and we subsequently identified that rare predicted damaging
missense and disruptive SORL1 variants are a strong risk factor for
early onset AD, with an even higher odds ratio for cases with
positive family history.81 Moreover, we recently documented a
VPS35 de novo missense mutation leading to partial loss-of-
function of the protein in an AD patient.19

Aβ clearance and degradation
After secretion, the Aβ peptide binds to a neuronal membrane
receptor to exert its physiological functions (see below) and is
subsequently cleared. The major routes of Aβ clearance include Aβ
transport across the BBB into the blood, extracellular proteolysis,
receptor-mediated endocytosis followed by endosomal–lysosomal
degradation and phagocytosis by microglia and other cells.

Blood–brain barrier clearance. The clearance of Aβ across the BBB
is mediated by a set of molecules. In the interstitial fluid,
apolipoprotein-E (APOE) and clusterin (CLU, alias APOJ), mainly
secreted by astrocytes, as well as alpha-2-macroglobulin (A2M),
bind free Aβ and cooperate to deliver it to the BBB.82 Aside from
APOE, CLU frequent variants are one of the strongest risk factors
identified so far in AD14, and rare variants in CLU have also been
associated with increased AD risk.83 The product of the APOE ε4
risk allele binds Aβ with lower affinity than does APOE ε3,
suggesting it might be less efficient in mediating Aβ clearance
(reviewed by84). The lipidation status of APOE, thereby modifying
its conformation, is a crucial parameter to govern its binding
affinity for Aβ. APOE is lipidated by the ATP-binding cassette
transporter 1 (ABCA1), and gene dosage of ABCA1 influences Aβ
clearance through its effect on APOE lipidation.85 At the BBB,
APOE and alpha-2-macroglobulin, complexed to Aβ, bind to LRP-1,
whereas clusterin-Aβ complexes bind to LRP-2.86 In mice, clusterin
specifically increases the BBB clearance of Aβ42, the most toxic of
Aβ species.87 To note, among this set of molecules acting primarily
at the BBB, APOE and LRP-1 are also involved in an Aβ neuronal
reuptake pathway, which after endocytosis leads to lysosomal
degradation of Aβ.88

Enzymatic degradation. Proteolytic processing of Aβ in the
extracellular space is another important mechanism that controls
Aβ clearance. Several Aβ-degrading enzymes have been charac-
terized including neprilysin (MME),89 insulin-degrading enzyme
(IDE),90 the matrix metalloproteinases 2 and 9 (MMP2 and 9),91,92

angiotensin-converting enzyme (ACE),93 plasmin, generated from
plasminogen (PLG), the endothelin-converting enzymes 1 and 2
(ECE1 and 2),94 glutamate carboxypeptidase 2 (FOLH1),95 beta-
secretase 2 (BACE2)96 and cathepsin B (CTSB).97 Together, they
combine different endo- and exo-peptidase activities and target
various forms of Aβ in different states of aggregation and
oligomerization, with greatest affinity for soluble Aβ. With the
exception of insulin-degrading enzyme which has been shown to
degrade both cytosolic and extracellular Aβ, most of them are
either membrane-bound or secreted enzymes and are expected

to remove Aβ from the extracellular milieu. Despite the lack of
consistent association with common or rare variants reported
so far, the genes encoding these enzymes, as well as their
endogenous activator / inhibitor proteins, remain biologically
relevant candidates in AD genetic risk assessment. Finally, some
extracellular matrix proteins such as heparan sulfate proteogly-
cans, in addition to interfering with aggregation of the Aβ peptide
(see below), may also prevent proteolysis of the amyloid fibrils.

Microglia phagocytosis. Microglial cells belong to the lineage of
innate immunity myeloid cells. They are able to clear the brain
from danger-associated molecule patterns (DAMP) or pathogen-
associated molecular patterns, through their binding to cell-
surface receptors of the innate immunity. Aβ can be assimilated to
a DAMP as microglial cells have the ability to bind it through
receptors from the same family. Microglia mediates Aβ clearance
by cleaving fibrillar aggregates (fAβ) internalized through
phagocytosis (reviewed by98). Microglia interact with fAβ via a
set of cell-surface receptors, including toll-like receptors (TLR1, 2, 4,
6), the N-formyl peptide receptor 2 (FPR2), scavenger receptors
(SCARB1 and MSR1), and the advanced glycosylation end product-
specific receptor (AGER). Upon binding fAβ, these receptors
activate intracellular cascades triggering the phagocytic uptake
of fAβ but also inducing inflammatory response.99,100 Moreover,
Aβ activates the complement cascade. A complement C3-deficient
transgenic AD mouse showed a significant increase in plaque
burden.101 Activated C3b fragment binds the membrane-
associated complement receptor type 1 (CR1) allowing the
ingestion of particles that have activated the complement. CR1
is a known AD genetic risk factor (reviewed by102).
The balance between phagocytic and inflammatory responses is

controlled by several chemokines or cytokines, for example,
fractalkine (CX3CL1), C–C motif chemokine 2 (CCL2), transforming
growth factor beta-1 (TGFB1), the interleukine-1 beta and -10 (IL1B
and IL10) and other innate immune modulators, for example, the
myeloid cell surface antigen CD33 (for review see103). The innate
immune receptor TREM2, for which one rare variant (p.R47H) has
been associated with the risk for AD,15 can activate phagocytosis
and create an anti-inflammatory cytokine milieu in microglia.
TREM2 and its signaling adaptor protein TYROBP sense anionic
lipids that interact with fAβ, and the p.R47H variant has been
reported to attenuate microglial detection of these lipids.104

Progranulin (GRN) is a secreted growth factor involved in the
control of phagocytic activities. GRN haploinsufficiency is a cause
of frontotemporal lobar degeneration with a peculiar neuropatho-
logical phenotype including TDP-43 positive inclusions.105,106

However, some GRN mutation carriers exhibit AD pathology
including neuritic plaques and NFT in neocortical regions.107

Accordingly, selectively reducing microglial expression of GRN in
AD mouse models impaired phagocytosis and increased plaque
load.108

Finally, ABCA7 is an AD risk factor for which both frequent14 and
rare109 variants have been associated with the disease. As its
closest homolog ABCA1, ABCA7 has a lipid transport function.
However, it is primarily expressed in microglial cells and its main
role in AD pathogenesis might be the clearance of oligomeric
Aβ,110 although a role in APP processing has recently been
suggested.111

Proteasome and autophagy. Besides these well-characterized
mechanisms targeting extracellular Aβ, two other degradative
pathways are thought to be involved in intracellular Aβ clearance.
First, Aβ can be degraded by the ubiquitin–proteasome system
in neurons. During this process, Aβ has been shown to inhibit
the proteolytic activities of the 26S proteasome, leading to
the accumulation of ubiquinated Aβ species in AD brains.112 The
E3 ubiquitin–protein ligase parkin (PARK2) mediates the ubiquiti-
nation of Aβ and targets it to degradation by the proteasome.113
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These results raise the question of the intriguing cytososolic
localization of Aβ, a place where it is not supposed to be. Leakage
from endosomes or aberrant APP processing in the ER in
conditions of ER stress, followed by subsequent targeting of
misfolded fragments to proteasomal degradation by the ERAD
system, may be involved.
In the same vein, dystrophic neurites associated with amyloid

plaques have been shown to be enriched in autophagic vacuoles
containing both APP and cleaved Aβ peptide.114 Autophagy is a
cellular process by which cellular components are isolated from
the rest of the cell within a double-membraned vesicle known as
an autophagosome. The autophagosome then fuses with a
lysosome and its content is degraded. In a transgenic APP mouse
model, genetic reduction of beclin-1 (BECN1), a molecular platform
assembling an interactome that regulates the initiation of the
autophagosome, increased intraneuronal Aβ accumulation,
extracellular Aβ deposition and neurodegeneration. However, it
remains to be determined whether beclin-1 is necessary for the
degradation of intracellular Aβ itself or of APP by autophagy.115

Aβ aggregation
Which specific Aβ assembly state is the etiological agent in AD?
Although the emphasis has shifted from highly insoluble Aβ fibrils,
such as those present in senile plaques, to intermediate soluble
oligomers (Aβo), the identity of the real culprit remains a subject
of controversy.116 Thus, every intermediate between the mono-
meric Aβ physiologically released by neurons and the probably
inert fibrils found in plaques is a suspect and every biological
process modulating Aβ aggregation should be considered.
Post-translational modifications of Aβ can modify its propensity

to aggregate. Aβ peptide can be cross-linked by transglutaminase-
2 (TGM2), forming multimers.117 Similarly, formation of pyroglu-
tamic acid at position 3 or 11, catalyzed by the glutaminyl-peptide
cyclotransferase (QPCT), enforces oligomer formation.118 In addi-
tion, phosphorylation of serine residue 8 by extracellular soluble
protein kinase A (PKA) also increases the formation of oligomeric
Aβ aggregates.119 Zinc is another contributor of Aβ aggregation.
Synaptic Zn2+ delivery is under the control of the zinc transporter
3 (SLC30A3). The absence of synaptic zinc by deleting SLC30A3 in
APP mice reduces plaque load and increases the ratio of soluble/
insoluble Aβ.120

Molecular chaperones recognize and bind misfolded proteins,
prevent their aggregation and assist in their correct refolding.
Several members of this class of protein, including the heat shock
70 kDa protein 4 and DnaJ homolog subfamily members (HSPA4,
DNAJB1, DNAJB6),121 the heat shock protein HSP 90-alpha
(HSP90AA1),121 HSP 27 (HSPB1)122 and the alpha-crystallin B chain
(HSPB5),123 can interact with Aβ and inhibit the formation of Aβ
fibrils by maintaining the peptide in an oligomeric state.
Finally, a heterogeneous set of molecules present in the extra-

cellular milieu have been shown to modulate the kinetics of
amyloid fibril formation in vitro. Most of these molecules colocalize
with Aβ in senile plaques. Some of these molecules, such
as acetylcholinesterase (ACHE),124 APOE,125 agrin (AGRN),126

and perlecan (HSPG2)127 promote amyloid fibril formation,
whereas others such as cholinesterase (BCHE),128 transthyretin
(TTR),129 clusterin,130 alpha-2-macroglobulin (A2M),131 cystatin-C
(CST3),132,133 alpha-1-antichymotrypsin (SERPINA3) 134 and reelin
(RELN)135 inhibit fibril formation. Of note, two of the strongest AD
frequent genetic risk factors, APOE and CLU, encode proteins that
are clearly involved both in Aβ clearance and aggregation.

Cross seeding. Two proteins interfering with Aβ agregation,
alpha-synuclein (SNCA) and TDP-43 (TARDBP), deserve particular
attention because (i) they form pathological aggregates involved
in other neurodegenerative disorders and (ii) for each of them,
small amounts of misfolded protein can act as seeds to initiate

templated recruitment of their soluble counterparts into fibrils.
Importantly, for each of these proteins a particular oligomer seed
can influence fibrillization of other aggregation-prone proteins
according to a specific template. Aβ is itself a peptide for which
a seeding effect has been demonstrated (for review see136).
Therefore, the ‘cross seeding’ effect by which alpha-synuclein,
TDP-43 and Aβ influence each other’s aggregation,137–140

probably explains why 30–50% of AD cases also present with
pathological intraneuronal aggregates of synuclein or TDP-43, in
addition to senile plaques and NFT.141,142

Aβ toxicity
As previously discussed, it is now generally agreed that, in AD, Aβ
functions upstream of tau and that tau is necessary for Aβ
toxicity.143,144 On the other hand, tau pathology in the absence of
overt Aβ pathology is sufficient to cause neurodegeneration,
whereas there is no example of a human neurodegenerative
disease associated with Aβ pathology alone. Overall, these facts
support the view that, in AD, Aβ is the trigger and tau the bullet.10

Aβ–tau interplay. In FTDP-17, due to missense or splicing muta-
tions in the MAPT gene, tau is detached from the microtubules,
hyperphosphorylated, and redistributed from axons into the
somatodendritic compartment where it undergoes conforma-
tional changes, oligomerizes and finally polymerizes into insoluble
filaments. Missorting of tau also causes the targeting of the
tyrosine-protein kinase Fyn, with which tau interacts, to the
dendrites.145 Here, Fyn phosphorylates the glutamatergic
N-methyl-d-aspartate (NMDA) receptor subunit NR2B. The result-
ing upregulation of NMDA receptor activity may lead to a harmful
enhancement of Ca2+ entry, resulting in synapses and neuronal
loss (discussed by146).
In AD, in the absence of MAPT pathogenic mutations, the exact

mechanism by which Aβ triggers these events is not completely
understood. However, as discussed in several recent reviews9,147–
149 a plausible scenario has emerged (Figure 2). The three features
that characterize abnormal tau in all tauopathies are hyperpho-
sphorylation, missorting and aggregation.150 An open question is
the relationship between these changes. It is often assumed that
in AD, hyperphosphorylation plays a key role because it can
(i) promote the dissociation of tau from microtubules allowing
subsequent missorting151,152 and (ii) induce structural modifica-
tions that promote aggregation. In AD, tau is both hyper-
phosphorylated at ‘physiological’ sites and abnormally phosphory-
lated at specific sites.153,154 The hyperphosphorylation of tau is
catalyzed by a combination of kinases including glycogen
synthase kinase-3 beta (GSK3B), the 5′-AMP-activated protein
kinase (AMPK), the cyclin-dependent-like kinase 5 (CDK5), the
MAP/microtubule affinity-regulating kinases (MARKs) and the dual
specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A (DYRK1A).
In addition, the serine/threonine-protein phosphatase 2A (PP2A)
regulates the level of tau phosphorylation.155 In this complex
interplay, Aβ can induce several kinase activities resulting in tau
hyperphosphorylation.156–160 In most cases, kinase dysregulation
is mediated by Aβ-induced disruption of calcium homeostasis.
Due to its ability to form cationic channels in the plasma
membrane or the activation of NMDA receptors, Aβ induces a
calcium influx into the neuron. Aβ is also able to mobilize the ER
calcium store to the cytosol through activation of ryanodine
receptors (RYR),161 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1
(ITPR1)162 or calcium homeostasis modulator protein 1
(CALHM1).163 This influx of calcium directly activates at least two
phosphorylation pathways, that is, the CAMKK2–AMPK pathway
and the calpain/p35/CdK5 pathway.
Beyond its driving effect on tau phosphorylation, Aβ might also

interfere with tau oligomerization and aggregation. Aβ can induce
caspase-3 (CASP3) cleavage of tau, resulting in a truncated form
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that is more aggregation-prone.164 Tau is a natively unfolded
protein, and conformational changes are required to bypass the
rate-limiting nucleation step and accelerate polymerization of
monomeric tau. Misfolded hyperphosphorylated and/or cleaved
tau proteins have prion-like seeding properties: at their contact,
wild-type protein can adopt an abnormal conformation. It has
been reported that seeding of normal tau by pathological tau
conformers rapidly recruits large amounts of soluble tau into
filamentous inclusions.165 In addition, Aβ and tau can form soluble
complexes that may promote self-aggregation of both.166

Synaptic toxicity. Synapses are an important site for Aβ produc-
tion and release. Aβ can be released from both presynaptic and
postsynaptic compartments and synaptic activity increases Aβ
release. In turn, Aβ depresses excitatory synaptic transmission by
driving endocytosis of AMPA glutamate receptors and reduces

spine density.167 These data strongly suggest that a key physio-
logical role of Aβ is maintaining synaptic homeostasis by
preventing potentially harmful excess of synaptic activity. This
protective role is compromised in AD. Aβ binds to multiple
synaptic sites including excitatory neurotransmitter receptors
modulating calcium homeostasis such as the neuronal acetylcho-
line receptor subunit alpha-7 (CHRNA7)168 or signaling proteins
expressed at the synaptic membrane such as the cellular prion
protein (PrPc, PRNP),169,170 the leukocyte immunoglobulin-like
receptor 2 (LILRB2),171 the low affinity neurotrophin receptor
p75NTR (NGFR)172 or the ephrin type-B receptor 2 (EPHB2)
(reviewed by173). Notably, binding of Aβ oligomers to the PrPc/
mGluR5/PSD-95 complex activates Fyn, which facilitates the
stabilization of the complex by recruitment of PSD-95174 and
increases the phosphorylation of the NMDAR subunit NR2B.146

This process is associated with transient increase in NR2B at the
cell surface, yielding elevated neuronal calcium influx and
consequent excitotoxicity.170 Eventually, exposure to Aβ oligomers
results in the loss of surface NMDAR.175,176 Downstream of calcium
influx, the Ca2+-dependent protein phosphatase calcineurin/PP2B
(PPP3CA, B and C) is a key mediator of the Aβ-induced excitotoxic
processes. Upon activation, calcineurin on one hand induces a
cascade of events, leading to tau hyperphosphorylation and
cleavage;148,149 on the other hand, it might also activate cofilin,
thereby inducing depolymerization of F-actin and dendritic spine
collapse.176

In addition, signaling by Aβo–PrPc–mGluR5 complexes mediates
phosphorylation of the elongation factor 2 by a pathway requiring
Fyn.174 In turn, this allows increased expression of the activity-
regulated ARC gene, whose product physically associates with
PSEN1 and upregulates it,65 thereby increasing the amount of
activity-dependent Aβ generated and amplifying the initial signal.
It should be emphasized that if activation of Fyn, whose migration
into dendritic spines has been facilitated by tau, is a key event in
the Aβo-induced synaptic toxicity, the exact mechanisms by which
synaptic transmission is impaired in the AD brain are far from
being fully understood. More interactors than those listed here
certainly play a role in these processes.

Mitochondrial toxicity. Another cellular compartment in which Aβ
and tau conspire to damage neurons is the mitochondria. It has
been shown that the intracellular Aβ can be translocated into
mitochondria. Here, it interacts with the 3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase type-2 (HSD17B10, also known as ABAD), and this
interaction promotes mitochondrial dysfunction and leakage
of reactive oxygen species.177 Another protein localized at the
outer mitochondrial membrane, the dynamin-1-like protein Drp1
(DNM1L), can interact with both Aβ and phosphorylated tau, likely
leading to excessive mitochondrial fragmentation and neuronal
damage.178

CONCLUSION

Here we have explored an Aβ-centered network of genes
potentially involved in AD pathophysiology. A large number of
biological functions and cellular compartments are involved in Aβ
homeostasis. To guarantee the specificity of the network, we have
chosen to restrict our search to a reasonably narrow definition of
the amyloid cascade and have not included genes related to
comorbid pathologies that might exacerbate amyloid pathology,
e.g. diabetes or vascular pathologies. Nor were the genes of
apoptotic cascades that are triggered in cell models by exposure
to high concentrations of Aβ considered. Depending on the
interest of the researchers, broader and less conservative versions
of this network can easily be built by adding additional
subcomponents. Of course, the delineation of the network is
based on the current knowledge of Aβ biology, is not exhaustive,
and would greatly benefit from regular updates.

Figure 2. The amyloid cascade: schematic representation of amyloid
beta (Aβ)-tau interplay leading to Aβ-driven neuronal toxicity. Via
Ca2+-dependent processes, Aβ oligomers can drive tau phosphor-
ylation and cleavage, promoting the detachment of tau from
microtubules, its misfolding and its redistribution to the somato-
dendritic compartment. In addition, tau and Aβ could influence each
other’s self-aggregation. Tau binds to the Fyn kinase and targets
it to a dendritic localization. Aβ oligomers bound to postsynaptic
prion protein lead to Fyn activation and neuron impairment via
NMDAR phosphorylation, internalization and ultimately spine loss.
PrPc, prion protein; NMDAR, NMDA (N-methyl-D-aspartate) receptor;
AMPAR, α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
(AMPA) receptor.
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Confronting this set of gene whose function is theoretically
strongly related to the amyloid cascade hypothesis with the actual
pattern of mutations found in AD patients will be a major
challenge in the next years. Focusing on sub-parts of the networks
will offer opportunities to decipher the physiopathology of the
disease with more accuracy. Will all sub-processes be equally
involved or could some hierarchy be demonstrated? Only such
comings and goings from expert-curated networks to genetic data
will help answer these questions. When the genetic architecture of
AD becomes clearer it will be interesting to compare the topology
of this network with interactome networks from public databases
or regulatory networks inferred from transcriptome data. Finally,
the amyloid cascade hypothesis is still debated, with pro12 and
con179 arguments. Specifically, the validity of the amyloid cascade
hypothesis in sporadic AD remains a matter of discussion.
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3. Recherche de CNVs rare détectés à partir de données de séquençage 

d’exomes 

Ap s l tude des “NVs et des i dels, ous a o s focalisé os a al ses su  l i pli atio  des CNVs 

da s la aladie d Alzhei e  du sujet jeu e. 

 

Un enrichissement à l’échelle d’une liste de gènes 

Dans cette étude, nous avo s oulu alise  u e tude d asso iatio  à pa ti  de CNVs d te t s à 

pa ti  de do es de s ue çage d e o es. Cette ou elle te h ologie a ota e t pu t e 

développée grâce à l a lio atio  et l u ifo atisatio  des s ue çages d e o es. De la e 

a i e ue pou  les tudes d asso iatio  su  les a ia ts rares, nous avions sélectionné 546 

individus atteints de formes précoces de MA et 597 contrôles génétiquement appariés provenant du 

French Exome Project.  

Afi  de d te te  les CNVs à pa ti  de do es d e o es, ous avons utilisé le logiciel CANOES 

(Backenroth et al., 2014). Ce logiciel base son analyse sur les profondeurs de séquençage en créant 

un modèle statistique de Markov caché à partir de 30 individus séquencés dans les mêmes conditions 

(même kit de aptu e, e t e et s ie de s ue çage  ue l i di idu e  cours d a al se (Figure 26 

page 83).  

Afi  d alue  la se si ilit  du logi iel, ous a o s alis  u e tude o pa ati e g â e à des 

i di idus ui a aie t fait l o jet d u  s ue çage d e o e et d u e CGH  illio  de so des : 1M). 

Nous avons réalisé cette comparaison en ne considérant que les CNVs de tailles supérieures à 8 kb, 

limite de résolution de la CGH 1M. Les CNVs situés sur des zones de duplication segmentaire ont 

gale e t t  eti s de l a al se a  elles e so t pas ou peu couvertes par la technique de CGH. 

Les résultats nous ont permis de déterminer que CANOES identifiait 88 % (59/67 CNVs) des CNVs 

rares initialement détectés grâce à la CGH. Les CNVs non-détectés par CANOES sont principalement 

le reflet de la faible proportion de séquences codantes dans les remaniements détectés par CGH. 

Afin de déterminer la valeur prédictive positive, sur 93 CNVs détectés 85 (91 %) ont pu être validés 

par une technique de PCR multiplexe semi-quantitative (QMPSF). Le nombre plus important de CNVs 

d te t s g â e au  do es d e o es pa  appo t à la CGH ,  s ,  tait do  pas dû à un 

excès de faux-positifs.  

Un premier filtre basé sur la qualité a été appliquée sur les individus po teu s d un nombre aberrant 

de CNVs (>50) reflétant u e au aise ualit  de s ue çage d e o e. Not e a al se d asso iatio  

incluait finalement 522 cas et 584 contrôles. Dans un second temps, nous avions ensuite restreint 

notre analyse aux CNVs rares (fréquence <1 % dans notre population) et touchant les gènes du 
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seau Aβ (Résultats Partie 2). Nous avons également exclus les gènes situés sur des zones de 

duplication segmentaire. Enfin, les CNVs restants ont été validés par QMPSF. 

Grâce à cette stratégie, nous avions pu obtenir un enrichissement nominalement significatif de CNVs 

rares intersectant cette liste de gènes chez nos cas comparés à nos contrôles (OR=1,92, p=0,038). 

Cepe da t, e sultat pou ait t e a lio  si l o  pou ait p di e p is e t l effet des CNVs 

détectés. E  effet, u il s agisse de dupli atio s ou d l tio s, pa tielles ou o pl tes les 

conséquences fonctionnelles sur la protéine seront différentes. De plus, il faut pouvoir déterminer 

d u  poi t de ue ph siopathologi ue l i pli atio  de es a iatio s e  fo tio  du g e étudié.  

 

 
 
 
La duplication du locus 7q .  dans la maladie d’Alzheimer 

La principale découverte de cette étude est la détection chez quatre cas non-apparentés d u e 

duplication du locus 17q21.31. Cette duplication emporte 4 gènes : CRHR1 (Corticotropin Releasing 

Hormone Receptor 1), MAPT, STH (Saitohin) et KANSL1 (KAT8 Regulatory NSL Complex Subunit 1). Ce 

locus défini un bloc haplotypique de 900 kb correspondant à deux haplotypes principaux nommés H1 

et H2.  

L asso iatio  alis e a e  les contrôles de notre étude ne nous permet de détecter u une 

association nominalement significative (p=0,049). Lorsque nous avons utilisé les do es de l tude 

de Coe et collaborateurs (Coe et al., 2014) qui regroupent 19  o t ôles a a t fait l o jet d u e 

étude par CGH et la sous-population Européenne non-Finlandaise d E AC (Ruderfer et al., 2016) qui 

Figure 26 : Exemple de la détection d'une délétion grâce à CANOES 

Modélisation de la déviation du Z-score établie à partir des différences de la profondeur de séquençage entre 
les individus. Dans ce cas, le Z-score est t s gatif i di ua t la p se e d u e d l tio . La positio  de la 
délétion est indiquée en abscisse. 
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regroupent 32 850 individus indemnes de maladies psychiatriques sévères, nous obtenions des 

résultats très significatifs : 4/522 vs 3/19 854, p=1,5.10-5 ou 4/522 vs 1/32 850, p=2,9.10-7.  

Grâce à la technique de SNapshot, nous avons pu déterminer que deux patients étaient porteurs 

d u e dupli atio  de l haplot pe H  et deu  patie ts d u e dupli atio  de l haplot pe H2. Nous avons 

pu déterminer que cette dupli atio  e t ai ait u e aug e tatio  d e p essio  des t a s its de 

MAPT : 1,64 fois supérieure chez les patients porteurs de duplication H1 et 1,87 fois chez les porteurs 

de duplication H2. 

Parmi les cas porteurs de la duplication du locus 17q21.31, deux individus étaient des cas familiaux. 

L tude de la s g gatio  de ette dupli atio  au sei  d u e fa ille pour laquelle nous disposions de 

l ADN des appa e t s a révélé que la duplication était également présente chez un apparenté 

malade et absente chez les apparentés sains. Parmi les deux cas sporadiques, nous disposions pour 

l u  d e t e eu  de l ADN des pa e ts, qui ne présentaient pas de troubles cognitifs, et avons pu 

établir que la duplication était survenue de novo chez cet individu.  

La p se tatio  li i ue de es patie ts est t pi ue d u e MA avec un déclin des fonctions cognitives 

associé à des troubles de la mémoire. Les a al ses d imagerie pratiquées ont également permis de 

mettre en évidence une atrophie hippocampique ai si u u  hypométabolisme des régions 

temporales et pariétales du cerveau de ces patients, e  fa eu  d u  diag osti  de MA. L e a e  des 

biomarqueurs du LCR appuyait également ce diagnostic de MA. Ce dosage permet de mesurer les 

niveaux d Aβ  et Aβ  ota e t e  supposant que leur agrégation dans le cerveau diminue sa 

présence dans le LCR. Cependant, aucune plaque sénile ni aucun dépôt amyloïde ont pu être 

détectés pa  l i age ie a loïde p ati u e hez  de ces patients. Cette discordance entre les 

différentes analyses biologiques ne pouvait être expliquée que par l analyse anatomo-pathologique. 

Nous e disposio s pas d a al ses a ato opathologi ues pou  les patie ts po teu s de la 

duplication. Cependant, nous avons pu identifier la duplication du locus 17q21.31 chez un patient 

atteint d u e d e e p o e ui a ait fait l o jet d u e tude a ato opathologique complète 

(Alexander et al., 2016). De manière intéressante, un apparenté malade était également porteur de 

cette duplication tandis qu u  aut e appa e t  sai  e l tait pas. L a al se a ato opathologi ue 

avait permis de révéler que le patient était atteint d une tauopathie pure avec des DNFs similaires à 

celles retrouvées dans la MA, composées des isoformes 3R et 4R de Tau, localisées au niveau de 

l hippo a pe, du noyau basal de Meynert et du cortex entorhinal mais sans aucun dépôts amyloïdes. 

En conclusion, cette étude a permis de caractériser une nouvelle pathologie causée par la duplication 

du locus 17q21.31 et pourrait expliquer la pathologie de certains individus inclus dans les populations 

de alades Alzhei e  pou  les uels l a al se a ato opathologi ue alis e post-mortem a l  

aucun dépôt amyloïde. 
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17q21.31 duplication causes prominent tau-related dementia

with increased MAPT expression
K Le Guennec1,2,29, O Quenez1,2,3,29, G Nicolas1,2,3,4, D Wallon1,2,3,5, S Rousseau1,2,3, A-C Richard1,2,3, J Alexander6, P Paschou6,
C Charbonnier1,2,3, C Bellenguez7,8,9, B Grenier-Boley7,8,9, D Lechner10, M-T Bihoreau10, R Olaso10, A Boland10, V Meyer10,
J-F Deleuze10,11, P Amouyel7,8,9, HM Munter12, G Bourque12, M Lathrop12, T Frebourg1,2,4, R Redon13,14, L Letenneur15,16,
J-F Dartigues15,16, O Martinaud3,5, O Kalev17, S Mehrabian18, L Traykov18, T Ströbel19, I Le Ber20,21, P Caroppo20,21, S Epelbaum20,21,
T Jonveaux22,23, F Pasquier24, A Rollin-Sillaire24, E Génin25, L Guyant-Maréchal5,26, GG Kovacs19, J-C Lambert7,8,9, D Hannequin1,2,3,4,5,
D Campion1,2,3,27, A Rovelet-Lecrux1,2,3 and The CNR-MAJ collaborators28

To assess the role of rare copy number variations in Alzheimer's disease (AD), we conducted a case–control study using whole-exome
sequencing data from 522 early-onset cases and 584 controls. The most recurrent rearrangement was a 17q21.31 microduplication,
overlapping the CRHR1, MAPT, STH and KANSL1 genes that was found in four cases, including one de novo rearrangement, and was
absent in controls. The increased MAPT gene dosage led to a 1.6–1.9-fold expression of the MAPT messenger RNA. Clinical signs,
neuroimaging and cerebrospinal fluid biomarker profiles were consistent with an AD diagnosis in MAPT duplication carriers.
However, amyloid positon emission tomography (PET) imaging, performed in three patients, was negative. Analysis of an additional
case with neuropathological examination confirmed that the MAPT duplication causes a complex tauopathy, including prominent
neurofibrillary tangle pathology in the medial temporal lobe without amyloid-β deposits. 17q21.31 duplication is the genetic basis of
a novel entity marked by prominent tauopathy, leading to early-onset dementia with an AD clinical phenotype. This entity could
account for a proportion of probable AD cases with negative amyloid PET imaging recently identified in large clinical series.

Molecular Psychiatry advance online publication, 13 December 2016; doi:10.1038/mp.2016.226

INTRODUCTION

Alzheimer's disease (AD) is the most common neurodegenerative
dementia worldwide. Although different clinical presentations can
be observed, the typical one is marked by the impairment of
episodic memory related to the alteration of the hippocampal
cortex, followed by the impairment of additional cognitive
functions. AD is neuropathologically defined by the co-
occurrence of two types of lesions: the amyloid plaques consisting
of amyloid-β (Aβ) peptides and the neurofibrillary tangles
composed of hyperphosphorylated, aggregated Tau proteins.
The definite diagnosis of AD requires a post mortem examination
of the brain. The diagnosis of probable AD is based on clinical
arguments. Different levels of evidence of an AD pathophysiolo-
gical process can be provided in vivo by structural and metabolic
neuroimaging and cerebrospinal fluid (CSF) AD biomarkers. The
latter include Aβ42 (decreased in AD), total Tau (t-Tau increased)

and phosphorylated Tau (P-Tau, increased).1 Moreover, amyloid
imaging by positon emission tomography (PET) now allows
identifying the presence of amyloid plaques. Importantly, using
these tools, no evidence of amyloid pathology has been reported
in ~ 12% of patients fulfilling the criteria of probable AD included
in clinical series or trials.2,3 A proportion of them was referred to as
suspected non-AD pathophysiology (SNAP),3,4 opening the ques-
tion of the underlying pathology.
Besides causative mutations in APP (amyloid precursor protein),

PSEN1 (presenilin1), or PSEN2 (presenilin2) and the risk conferred
by rare variants in TREM2, SORL1 and ABCA7 genes,5–10 rare copy
number variations (CNVs) are also known to contribute to the
genetic determinism of AD. First, APP duplications or PSEN1 exon 9
deletions are part of the mutation spectrum causing autosomal
dominant early-onset AD (EOAD, onset before 65 years).11–13

Second, private CNVs have been described in extreme forms of
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EOAD, some of them cosegregating with AD within pedigrees.14,15

Third, a common CNV overlapping the genome-wide associated
complement receptor 1 (CR1) gene has been shown to produce
different CR1 isoforms; individuals carrying three copies of LCR1
(low-copy repeats 1) have an increased risk for AD compared with
individuals carrying two copies.16

Here we report the results of a CNV analysis based on whole-
exome sequencing (WES) data in a sample of 522 EOAD patients
and 584 controls.

MATERIALS AND METHODS

Patients and controls
Patient ascertainment was described in detail by Nicolas et al.17 Briefly, we
included 546 unrelated EOAD patients (mean age of onset 55 years, range
44–65) from French ancestry. Patients were recruited by the French
National CNR-MAJ consortium, a memory clinical network including 24
expert centers. Diagnoses of probable AD were performed according
to the National Institute on Aging-Alzheimer's Association (NIA-AA)
recommendations.1 All patients underwent a comprehensive clinical
examination, including personal medical and family history assessment,
neurological examination, neuropsychological assessment, neuroimaging
and 385 of them had CSF biomarkers indicative of an AD pathophysio-
logical process, based either on three abnormal biomarkers (t-Tau, P-Tau
and Aβ42) or a t-Tau/Aβ42 ratio 40.52.17 CSF samples were collected by
lumbar puncture and stored in polypropylene tubes. CSF samples with
4500 erythrocytes per μl were discarded. Samples were analyzed with
the INNOTEST assays (Fujirebio, Malvern, PA, USA) according to the
manufacturer protocols. No CSF biomarkers were available for the
remaining patients.
Patients with PSEN1, PSEN2 or APP mutation (detected by Sanger

sequencing), APP duplication (detected by Quantitative Multiplex PCR of
Short Fluorescent Fragments (QMPSF)13) and C9ORF72 expansion
(detected following the protocol described by DeJesus-Hernandez
et al.18) were not included in this study. The number of APOE ε4-positive
patients was n=288 (53%).
A total of 597 controls of French ancestry were recruited in six different

French cities. Among them, 396 were more than 55 years old at inclusion
and had normal Mini Mental State Examination score, according to age
and education level. The remaining controls were healthy blood donors.
Overall, the mean age at inclusion (± s.d.) was 66.4 ±17.5 years (range:
19–103). The number of APOE ε4-positive controls was n= 139 (23%).
All patients and controls gave informed, written consent for genetic

analyses. This study was approved by the Ile de France II ethics committee.

Whole-exome sequencing
WES was performed in three different centers: the Integragen Society (Evry,
France), the Centre National de Génotypage (Evry, France) and the
Génome Québec Innovation Center (Montréal, Canada). Exomes were
captured using Agilent SureSelect Human All Exon kits (V4+UTR, V5, V5
+UTR; Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA). Final libraries were
sequenced on a HiSeq2000 or 2500 (Illumina, San Diego, CA, USA) with
paired ends, 76 or 100 bp reads. Exome samples were all processed
through the same bioinformatics pipeline following GATK 3.3 (Broad
Institute, Cambridge, MA, USA) Best Practices recommendations.19 Reads
were mapped to the 1000 Genomes GRCh37 build using BWA 0.7.5a.20

Picard Tools 1.101 (http://picard.sourceforge.net) was used to flag
duplicate reads. We applied GATK for short insertion and deletions (indel)
realignment and base quality score recalibration.

Quality checks
Individuals were analyzed through every recommended quality control
steps for genetic case–control association studies.21 Most checks were
carried out with PLINK 1.9 (https://www.cog-genomics.org/plink2). All
individuals in the sample were (i) checked for concordant sex information
using Plink –sex-check,22 (ii) discarded when identified with significantly
higher heterozygosity rates (and contamination confirmed if relevant using
the VerifyBamID software23) and (iii) discarded if Plink pi_hat-relatedness
estimation exceeded 18.5%. Out of 546 initially included cases and 597
controls, 535 cases and 593 controls passed these quality checks and were
retained for CNV calling. No individual of divergent ancestry was detected
by Plink–neighbor function. In particular, ethnical match between cases

and controls was confirmed by principal component analysis on common
variants (minor allele frequency 45%) after exclusion of long-range
linkage disequilibrium regions and variant pruning on linkage disequili-
brium (r240.2).

CNV calling
CNVs were detected from WES data using the CANOES software,24 an
algorithm dedicated to the detection of quantitative genomic variations
based on read depth information. The read depth for each target was
calculated using bedtools. Targets in close proximity (o30 bp distant)
were fused to avoid false positives. When captured, UTR regions were
removed from the analyses.
To reduce background variability, define a reference sample and build a

valid statistical model, CANOES requires GC content data, and should be
run on multiple exomes—ideally 430—technically as close as possible
(that is, same capture kit, same sequencing center and same batch of
sequencing). The GC content of each target was determined using the
GATK suite. We then ran the CANOES software by batches, grouping
exomes according to capture kits, sequencing centers and batches of
sequencing (Supplementary Table S1).
After the calling, a ‘not applicable’ score was attributed to all CNVs from

samples carrying 450 rearrangements. Such samples are usually
characterized by higher or lower read depth and cannot be compared
with the reference sample. All CNVs assigned with a not applicable score
were thus removed from further analysis. At the end of this process, 13 870
CNVs were called in 1106 samples (522 cases and 584 controls). Of note,
the mean number of CNV per sample was similar in the two main batches
of cases and controls, which were sequenced in the Centre National de
Génotypage (CNG, CEA, Evry, France) and the Genome Québec Innovation
Centre (McGill University and Génome Québec Innovation Centre,
Montréal, Canada) using the V5 or V5-UTR capture kits (Supplementary
Table S1).
The prediction performance of CANOES was then ascertained on a

subset of patients for which array-Comparative Genomic Hybridization
(aCGH) data was available.

Validation of the false positive and false negative rates of CANOES
As CNV detection from exome data is a novel approach, we then
performed a comprehensive check of our data. We compared CANOES
calls with 1 M probes high-resolution aCGH data (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) in 42 individuals for whom both WES and aCGH data
were available (Supplementary Table S2). Owing to the limited resolution
of aCGH, we restricted this analysis to CNVs larger than 8 kb. Similarly,
CNVs located in regions of segmental duplication, which are weakly or not
covered by aCGH probes, were not included in the comparison analysis. Of
the 67 rare (frequency o1%) CNVs intersecting genes detected by aCGH
in these 42 individuals, 59 (88%) were also detected by CANOES. We
noticed that CANOES specifically missed a subset of monoexonic CNVs that
were successfully detected by aCGH, when embedded in large intronic or
intergenic segments covered by a sufficient number of probes. Accord-
ingly, one of the 32 CNVs larger than 50 kb was detected by aCGH, but was
not detected by CANOES. Finally, when restricting our analysis to the 26
CNVs larger than 100 kb detected by aCGH, all were successfully detected
by CANOES (Supplementary Table S2). Overall, CANOES detected more rare
genic CNVs per individual (n=6.43) than 1M probes-aCGH (n= 1.60). This
difference is explained by a better resolution and by inclusion of CNVs
located in regions of segmental duplication in CANOES raw data set.
We next undertook a validation study using QMPSF (Quantitative

Multiplex of Short Fluorescent Fragments) in a set of rare CNVs identified
by CANOES and including every CNV targeting either a list of genes
previously reported as enriched in CNVs in AD25,26 or the genes of the Aβ-
related gene list (Supplementary Table S3). Of the 93 events tested, 85
(91%) corresponding to 62 distinct CNVs were validated, confirming that
the increased number of CNVs detected from exome data as compared
with aCGH was not due to an excessive rate of false positive genic CNVs.

Quantitative multiplex PCR of short fluorescent fragments
Each CNV from the case–control study was confirmed by QMPSF assay. In
addition, two QMPSF assays were designed to search for the 17q21.31
duplication in three members of a recently reported family.27 One targeted
the MAPT gene28 while the other spanned genes located inside and
outside the 17q21.31 duplicated region (Supplementary Tables S4A and B).
DNA was extracted from blood samples using the Flexigen DNA kit
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(Qiagen, Hilden, Germany). For each QMPSF, short genomic fragments
spanning each coding exons of the MAPT gene (NM_005910.5, or genes
located inside (CRHR1) and outside (NSF and ARGHAP27) the 17q21.31
duplicated region were simultaneously amplified within a single PCR
reaction, performed on 100 ng of genomic DNA. Forward primers were 6-
FAM-labeled. DNA fragments were then separated on an ABI 3500 genetic
analyzer (Thermofisher Scientific, Illkirch, France). The fluorescence profiles
were analyzed using the GeneMapper software 5 (Thermofisher Scientific).

MAPT messenger RNA expression measurement by SNaPshot
Total RNA was extracted from whole blood collected into PAXgene Blood
RNA tubes using the PAXgene Blood RNA kit (Qiagen). Genomic DNA was
extracted using the Flexigene DNA kit (Qiagen). RNA was reverse-
transcribed using the Verso cDNA synthesis kit (Fisher Scientific, Illkirch,
France) with a blend of random hexamers and anchored oligo-dT (3:1).
Allele-specific expression (ASE) was quantified on the five patients and eight
H1/H2 heterozygous controls, using two H1/H2-tagging single-nucleotide
polymorphisms (SNP): rs17652748 (c.*2079C4T) and rs17574228
(c.*2972T4C). ASE was measured using the SNaPshot (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) technique, following the manufacturer’s
recommendations. Each SNP was analyzed independently. Briefly, the
complementary DNA and genomic DNA of each individual were
PCR-amplified using pairs of primers specific of each SNP (Supple-
mentary Table S5). The single-nucleotide primer extension was performed
using the SNaPshot Multiplex kit (Applied Biosystems) and SNP-specific
primers (Supplementary Table S5). Fluorescence was analyzed using an ABI
3500 automated sequencer (PE Applied Biosystems). The ASE ratio was
calculated by normalizing the ratio between the peak area of the H1 and
H2 alleles in cDNA to the same peak ratio measured on genomic DNA.

RESULTS

All rare CNVs (minor allele frequency o1% in the whole sample)
impacting genes were considered in case–control analyses,
whatever the number of exons involved. Neither the average
number of rare genic CNVs nor the average number of genes
intersected by rare CNVs differed between cases and controls
(6.43 vs 6.37, Mann–Whitney U test P= 0.70 and 16.2 vs 16.9,
Mann–Whitney U test P= 0.62, respectively).
We then focused on CNVs targeting an expert-curated list of

genes, including 335 genes whose protein product is relevant
to Aβ processing, clearance, aggregation or toxicity29 (Supple-

mentary Table S3). After removing events localized in known
regions of segmental duplication, the burden of rare CNVs
targeting the Aβ-related gene list was compared between cases
and controls using a Fisher exact test. We observed a significant
increase in the burden of CNVs in cases compared with controls
(30/522 carriers in cases vs 18/584 carriers in controls, odds
ratio = 1.92, 95% confidence interval = 1.02–3.70, P= 0.038).
Overall, 19 deletions (14 partial) and 30 duplications (13 partial)
were found to intersect genes of this network in the whole study
sample (Supplementary Tables S6A and B). The vast majority of
these CNVs were singletons. We identified a novel PSEN1 deletion
encompassing both exons 9 and 10, which is most likely
pathogenic. This deletion is predicted to result in an in-frame
skipping of exons 9 and 10, and an amino-acid substitution at the
aberrant exon 8–exon 11 junction, introducing at the beginning of
exon 11 an S290W amino-acid change. Functional analysis will
however be required to further ascertain the mechanisms
underlying the pathogenicity of this deletion. For one gene
(CTSB), we observed a reciprocal CNV in a patient and a control.
Two genes (SLC30A3 and ABCA7) were hit twice by overlapping
CNVs in cases only. The deletion of the entire ABCA7 gene is well
in line with the now demonstrated excess of ABCA7 loss-of-
function variants found in AD patients of large case–control
studies5,8,10 and supports the claim that ABCA7 loss of function
constitutes a risk for AD.
Most importantly, four patients carried a recurrent 17q21.31

duplication including four genes, CRHR1, MAPT, STH and KANSL1,
without any similar rearrangement detected in controls. Statistical
analyses revealed a significant enrichment of this single rearran-
gement in cases compared with controls: 4/522 carriers in cases vs
0/584 carriers in controls, P= 0.049, Fisher exact test. We then
compared the frequency of the 17q21.31 duplication found in our
patients with that observed in controls of the study of Coe et al.30:
4/522 carriers were observed in cases vs 3/19 584 carriers in
controls, P= 1.5 × 10− 5, Fisher exact test. Finally, we performed the
same comparison using the recently published CNV data from the
ExAC database:31 4/522 carriers in cases vs 1/32 850 carriers in
non-Finnish European population, P= 2.9 × 10− 7, Fisher exact test.
The 17q21.31 duplication is located within a ~ 900 kb inversion

polymorphism resulting in near complete linkage disequilibrium

Figure 1. Pedigree of family ALZ 596. Filled symbols: probable AD. Semi-filled symbols: memory impairment. Current age or age at death
(years) are indicated. Age of onset is in parentheses. APOE genotype and CNV status are indicated. AD, Alzheimer's disease; CNV, copy number
variations; DUP, duplication, WT, wild-type.
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Table 1. Phenotypic characteristics of patients with a 17q21.31 duplication

Family ID ROU 1373 ALZ 596 ALZ 441 EXT 1114

Patient ID 001 001 006 005 001

Sex M M M M F
Family history Sporadic Familial Familial Sporadic (de novo) Familial
Education (years) 13 20 11 13 8
Age at onset (years) 54 51 55 45 58
Age at last clinical
evaluation (years)

60 57 66 55 60

MMSE score (age) 25/30 (58)
23/30 (59)
21/30 (60)

24/30 (55)
23/30 (57)

0/30 (66) 21/30 (46)
8/30 (49)
0/30 (55)

27/30 (59)
17/30 (60)

Clinical
presentation at
onset

Amnestica Amnestica Amnestica Amnestica Amnestica+behavioral changesb

Structural imaging
(age)

Bilateral hippocampal (Scheltens II)
and parieto-occipital bilateral

atrophy (59)

Bilateral hippocampal atrophy
(Scheltens IV) (56)

Bilateral hippocampal
atrophy (CT scan)

Bilateral hippocampal atrophy (Scheltens III)
(46)

Bilateral hippocampal atrophy
(Scheltens IV) (60)

Functional imaging
(age)

18FDG-PET: hypometabolism in
medial temporal and parietal

regions (59)

18FDG-PET: hypometabolism of
both medial temporal regions

(53)

NA 18FDG-PET: hypometabolism in prefrontal,
medial temporal and posterior associative
regions with right predominance (47)

99mTc-SPECT:
Left medial temporal
hypoperfusion (60)

Amyloid PET (age) Negative (18F-flutemetamol) (58) Negative (18F-florbetapir) (57) NA NA Negative (18F-florbetapen) (61)
Aβ42 (pg mL−1) 864 496 NA 260 372

t-Tau (pg mL−1) 696 558 NA 507 866

P-Tau (pg mL−1) 98 66 NA 67 94

t-Tau/Aβ42 0.81 1.13 NA 1.95 2.32

APOE genotype 3-4 3-3 3-3 3-4 3-3
MAPT haplotype 2H1/H2 2H2/H1 2H2/H1 2H1/H2 2H2/H1

Abbreviations: Aβ, amyloid-β; CSF, cerebrospinal fluid; CT, computed tomography; NA, not available; PET, positon emission tomography; P-Tau, phosphorylated Tau; t-Tau, total Tau. aImpairment of episodic
memory with inefficient cueing evaluated by Free and Cued Selective Recall Reminding Test (Supplementary Table S7). Age at examination (years) is indicated in parentheses. bIrritability and apathy. Abnormal
CSF biomarker values appear in bold. Normative values for CSF biomarkers were: Aβ4550 (pg mL−1), t-Tauo 350 (pg mL−1), P-Tauo60 (pg mL−1), t-tau/Aβ42o0.52. Abnormal Mini Mental State Examination
(MMSE) scores according to age and education appear in bold.
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across the interval and defining two haplotypes referred to as H1
and H2. All duplication carriers were heterozygous for the H1/H2
haplotype, and SNaPshot analysis on genomic DNA showed
that the duplication had occurred twice on an H1 haplotype
background and twice on an H2 haplotype background
(Supplementary Figure S1). Two cases were sporadic. For one of
them, parental DNA was available, allowing us to show that the
CNV had occurred de novo (case ALZ 441). The two other patients
had a positive family history of AD. In one family (ALZ 596), DNA
was available for relatives. Segregation of the CNV is displayed in
Figure 1. The CNV was present in two distantly affected patients
and none of the healthy relatives. A third relative was diagnosed
with probable late-onset AD and did not carry the CNV.
Accordingly, her own father, who would have been an obligate
carrier, died unaffected at age 88, allowing to consider this patient
as a phenocopy. Phenotypic characteristics of the patients (four
index cases and one affected relative) carrying the 17q21.31
duplication are displayed in detail in Table 1. Briefly, all five
patients exhibited progressive cognitive decline characterized by
impaired episodic memory with inefficient cueing together
with impairment of at least one other cognitive domain
(Supplementary Table S7). Only one patient exhibited concomi-
tant mild behavioral disturbances (irritability and apathy). Both
spatial patterns of atrophy in structural imaging (magnetic
resonance imaging, n= 4 or computerized tomography scan,
n= 1) and patterns of decreased 18FDG uptake (PETscan, n= 3) or
99mTc-SPECT perfusion (n= 1) were consistent with AD signature.32

CSF biomarkers were available for the four index cases. Interest-
ingly, all but one patient had the three biomarkers (t-Tau, P-Tau
and Aβ42) in pathological ranges, indicating both an amyloido-
genic and a Tau-related neurodegenerative process. In the fourth
patient (ROU 1373), t-Tau and P-Tau were increased, but Aβ42 was
in the normal range. However, the Tau/Aβ42 ratio was abnormal,33

allowing to support an AD diagnosis, albeit with a lesser
evidence than for the three above-mentioned patients. Strikingly,
amyloid PET imaging performed in three patients showed no
evidence of amyloid plaques. None of the patients had neuro-
pathological examination. To overcome this limitation, we
analyzed DNA from three members of a recently reported
additional family with a similar phenotype.27 The two affected
members carried the 17q21.31 duplication, whereas the third
unaffected member did not (Supplementary Figures S2A and B). In
this family, the neurodegenerative disorder was characterized as a
pure tauopathy with neurofibrillary tangles predominating in
hippocampus, entorhinal cortex and nucleus basalis Meynert
without Aβ deposits (see detailed description in Alexander et al.27).
The MAPT gene encodes the Tau protein, a key player in several

neurodegenerative disorders including AD.34 To assess the impact
of the increased gene dosage on MAPT expression, we performed
SNaPshot experiments by genotyping two SNPs tagging the
H1/H2 haplotype, rs17574228 and rs17652748 (Figure 2 and
Supplementary Figure S1), on eight control individuals hetero-
zygous for the H1/H2 haplotype and five patients, including the
four index cases and one affected relative of ALZ 596-001. When
focusing on the allelic ratios in cDNA, we were able to detect on
average a 1.64-fold overexpression of MAPT transcripts in blood
cells of patients carrying an H1 duplication and a 1.87-fold in
patients carrying an H2 duplication, compared with controls
(Figures 2a and b). The MAPT increased gene dosage is thus
associated with increased messenger RNA expression whatever
the duplicated allele. Comparison of ASE between cases and
controls (Figure 2c and Supplementary Figure S1) confirmed that
the H1 allele was basically more expressed than the H2 allele35 in
both groups. The haplotype-specific ASE was similar in WT and
MAPT duplication carriers, confirming that the MAPT duplication is
indeed associated with increased messenger RNA expression.

Figure 2. Increased expression of MAPT in duplication carriers. SNaPshot analysis was performed on rs17574228 (upper panel) and rs17652748
(lower panel). (a) Comparison of the H1/H2 ratio in cDNA between cases carrying an H1 duplication and controls. The H1/H2 ratio was
arbitrarily set at 1.0 in controls. (b) Comparison of the H2/H1 ratio in cDNA between cases carrying an H2 duplication and controls. The H2/H1
ratio was arbitrarily set at 1.0 in controls. (c) Comparison of ASE ratios between cases and controls. The ASE ratio was calculated
by normalizing the ratio between the peak area of the H1 and H2 alleles in cDNA to the same peak ratio measured on genomic DNA.
*Mann–Whitney test P-valueo0.05. ASE, allele-specific expression; NS, non-significant.
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DISCUSSION

The most striking finding of this study is the presence of a
17q21.31 duplication involving the complete coding sequence of
the MAPT gene, as well as flanking genes in four index AD patients
and one affected relative. This CNV was not present among the
584 controls. This rearrangement was initially described in rare
subjects with intellectual disability (ID), but its link with this
condition is highly questionable because (i) no common
phenotypic feature was found among cases carrying this
duplication,36 (ii) some subjects either carried another candidate
CNV37 or were not screened for mutations in all genes relevant for
their phenotype38 and (iii) three out of four carriers reported in a
screen including 13 070 ID patients had an intelligence quotient in
the normal range (no intelligence quotient for the fourth case).39

None of the subjects described here was diagnosed with ID. It is
therefore likely that the identification of 17q21.31 duplications in
rare cases of developmental disorders is due to a reporting bias, as
demonstrated by the data of Coe et al.,30 reporting a similar
frequency of 17q21.31 duplications in their large case–control
samples (4/29 085 children with developmental delay vs 3/19 584
controls). According to this large study, the established frequency
of the rearrangement is thus estimated to be 0.01% in the general
population.
Subsequently, we described this duplication in a patient in

whom memory loss and aggressive behavior were present by age
55.28 This patient, who had a positive family history of dementia,
died by age 64 severely demented but without neuropathological
examination. Finally, Hooli et al.14 reported the segregation of a
170 kb duplication spanning MAPT in three affected sibs with a
clinical diagnosis of EOAD. With this study, we add seven novel
demented cases from five distinct pedigrees carrying a 17q21.31
duplication, one of them arising de novo. Clinical signs, standard
neuroimaging and CSF biomarkers were consistent with an AD
diagnosis in our patients. However, amyloid PET imaging failed to
document Aβ deposits in three affected subjects and neuropatho-
logical examination confirmed that, despite an AD-like clinical
phenotype, no senile plaques could be detected in an additional
17q21.31 duplication carrier exhibiting Tau pathology. We thus
define this clinico-pathological entity as prominent Tau-related
dementia with increased Tau expression. This could be related to
the biomarker-based concept referred to as SNAP.3 Nevertheless,
the CSF profile supporting an Aβ pathology in 3:4 patients is
puzzling. The decreased CSF level of soluble Aβ42 could be
consistent with an increased level of Aβ oligomers in the cerebral
parenchyma, which are hardly detectable by amyloid PET imaging
or immunostaining. In that case, an AD diagnosis would in fine be
favored and this would imply a direct involvement of the MAPT
gene in AD determinism. Such an involvement is progressively
emerging. It has been suggested by a recent study reporting an
association of the MAPT H2 haplotype with both reduced risk of
late-onset AD and lower MAPT transcript brain levels.35 In addition,
the rare MAPT p.A152T variant, which decreases the binding of Tau
to microtubules and increases the formation of Tau oligomers, has
been reported to increase the risk for both fronto-temporal lobar
degeneration spectrum disorders and AD.40 Alternatively, these
patients could be affected by a pure tauopathy such as primary
age-related tauopathy (PART), a controversial neuropathological
entity41 defined by the presence of numerous neurofibrillary
tangles in the medial temporal lobe with almost no amyloid
deposit.42 PART has been suggested to explain part of SNAP.3 Its
biomarker signature is unknown; however, PART is considered to
affect the very old (480 years),42 which is not the case of our
patients. It would be of great interest to analyze DNA of PART
subjects to determine if prominent Tau-related dementia and
PART share similar molecular bases.
The phenotype of our patients carrying this duplication is

clearly different on clinical and neuropathological ground from

fronto-temporal dementia with Parkinsonism linked to chromo-
some 17 caused by MAPT missense mutations.34 Moreover, to our
knowledge, MAPT duplications have never been reported in
fronto-temporal lobar degeneration patients.
Although the role of Tau in the neurodegenerative process is

not doubtful, we cannot exclude that other genes included in the
duplicated segment may also play a role in this disease. Indeed, a
novel locus located near the MAPT gene and including the KANSL1
gene, has been associated with late-onset AD risk in a recent
genome-wide association study.43

We conclude that 17q21.31 microduplication associated to
increased gene dosage and expression of MAPT leads to a
neurodegenerative disorder with prominent Tau pathology in
medial temporal structures. The frequency of this microduplica-
tion in the general population suggests that it could account for a
significant proportion of genetically unexplained early-onset
dementia cases. This novel clinico-pathological entity could
represent a proportion of cases fulfilling the criteria for probable
AD with no amyloid PET binding identified in large clinical series.
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4. Caractérisation fonctionnelle d’une nouvelle délétion des exons 9 et 10 de 

PSEN1 

La d te tio  de CNVs à pa ti  de do es d e o es ous a gale e t pe is de ett e e  ide e 

une nouvelle délétion génomique de PSEN1 emportant les exons 9 et 10. Les mutations de PSEN1 

o pte t pou  la ajo it  des a iatio s espo sa les d ADEOAD. Pa i les  utatio s 

rapportées,  e t ai e t la d l tio  de l e o   à ause d u  e a ie e t g o i ue ou d u e 

mutation ponctuelle d pissage (Crook et al., 1998; Dumanchin et al., 2006; Perez-Tur et al., 1995; 

Rovelet-Lecrux et al., 2015; Sato et al., 1998; Smith et al., 2001) L a al se des poi ts de assu e de la 

délétion des exons 9 et 10 a permis de déterminer que celle-ci avait une taille 10,1 kb et que le 

mécanisme de recombinaison était médié pa  des l e ts Alu. L a al se de l A‘N du patie t a 

permis de confirmer ue l all le uta t tait o e te e t e p i . D u  poi t de ue li i ue, le 

patient présentait une altération des fonctions cognitives associée à une paraparésie spastique, une 

caractéristique retrouvée égaleme t hez les patie ts po teu s d u e d l tio  de l e o   de PSEN1. 

Afin de caractériser l effet de cette variation structurale su  l a ti it  du o ple e γ-sécrétase, nous 

avons établi une collaboration avec l uipe du Pr Bart De Strooper en Belgique, spécialiste de ce 

complexe (Chávez-Gutiérrez et al., 2012; Szaruga et al., 2015; Veugelen et al., 2016). Lo s d un stage 

de 2 mois dans ce laboratoire, j ai pu étudier l effet de ette d l tio  su  l a ti it  e dopeptidase et 

carboxypeptidase du complexe γ-sécrétase à partir de fibroblastes embryonnaires murins (Mouse 

Embryonic Fibroblasts: MEFs) déficientes pour PSEN1 et PSEN2 et surexprimant la forme sauvage ou 

mutante de PSEN1 humain. 

Dans un premier temps, nous avons pu déterminer que la forme mutante de PSEN1 est capable de 

e o stitue  u  o ple e γ-sécrétase mature. Nous avons ensuite pu observer que la délétion des 

exons 9 et 10 réduit fortement l a ti ité endopeptidase résultant in fine en une baisse globale de la 

p odu tio  de peptide Aβ. Enfin, l a ti it  a o peptidase a t  alu e e  dosa t les diff e ts 

isofo es d Aβ , ,  et . La fo e uta te Δ -10 altère fortement le clivage 

carboxypeptidase, sulta t e  l a se e de p odu tio  d Aβ  et en une augmentation considérable 

de la p odu tio  d Aβ 2 et d Aβ 3. Aβ  devient ainsi la forme majoritairement produite. Or, d ap s 

des études in vivo, le peptide Aβ  se ait pote tielle e t plus a loïde gi ue et eurotoxique que 

les peptides Aβ  et Aβ  (Saito et al., 2011).  

En conclusion, nous avons pu mettre en évidence que cette nouvelle délétion des exons 9 et 10 de 

PSEN1 d te t e à pa ti  de do es de s ue çage d e o es est espo sa le de aladie 

d Alzheimer du sujet jeune associée à une paraparésie spastique. Au niveau fonctionnel, cette 

a iatio  st u tu ale e t ai e u e d sfo tio  du o ple e γ-sécrétase générant majoritairement 

des peptides plus amyloidergiques et plus neurotoxiques. Ce résultat confirme les précédentes 
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études effectuées su  l effet des variations de PSEN1 qui affectent toutes le clivage carboxypeptidase 

(Chávez-Gutiérrez et al., 2012) et sont en faveur de la o t i utio  d Aβ  da s la ph siopathologie 

de la MA.  
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A B S T R A C T

Presenilin 1 (PSEN1) mutations are the main cause of autosomal dominant Early-onset Alzheimer Disease
(EOAD). Among them, deletions of exon 9 have been reported to be associated with a phenotype of spastic
paraparesis.

Using exome data from a large sample of 522 EOAD cases and 584 controls to search for genomic
copy-number variations (CNVs), we report here a novel partial, in-frame deletion of PSEN1, removing both
exons 9 and 10. The patient presented with memory impairment associated with spastic paraparesis, both
starting from the age of 56 years. He presented a positive family history of EOAD. We performed functional
analysis to elucidate the impact of this novel deletion on PSEN1 activity as part of the γ-secretase complex.
The deletion does not affect the assembly of a mature protease complex but has an extreme impact on its
global endopeptidase activity. The mutant carboxypeptidase-like activity is also strongly impaired and the
deleterious mutant effect leads to an incomplete digestion of long Aβ peptides and enhances the production
of Aβ43, which has been shown to be potently amyloidogenic and neurotoxic in vivo.

© 2016 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

Mutations in the Amyloid Precursor protein (APP), Presenilin 1
(PSEN1) and Presenilin 2 (PSEN2) genes and duplications of the
APP locus are the main causes of Autosomal Dominant Early-on-
set Alzheimer's disease (AD-EOAD). Mutations in the PSEN1 gene
account for the majority of AD-EOAD cases with 221 pathogenic
mutations reported to date (http://www.alzforum.org/), including 6
deletions of PSEN1 exon 9 resulting either from splicing mutations
(Perez-Tur et al., 1995; Sato et al., 1998; Rovelet-Lecrux et al., 2015)
or genomic deletions (Prihar et al., 1999; Hiltunen et al., 2000; Smith
et al., 2001).

Presenilin is the catalytic subunit of the γ-secretase, an enzymatic
complex involved in the processing of numerous type 1 transmem

⁎ Corresponding author.

Email address: anne.roveletlecrux@univ-rouen.fr (A. Rovelet-Lecrux)

brane proteins, including APP and Notch (Jurisch-Yaksi et al., 2013).
The sequential cleavage of APP by the β- and γ-secretase releases
the Aβ peptides of different lengths. The accumulation of aggrega-
tion-prone Aβ peptides into senile plaques is central to AD patho-
physiology. The γ-secretase cleavage occurs in a multi-step process:
first, the endopeptidase (ε) cleavage releases the C-terminal part of
APP (AICD) and, depending on the position of the ε-cleavage, ei-
ther the Aβ49 or Aβ48 fragment will be produced. Then, carboxypep-
tidase-like γ-cleavages sequentially shorten these Aβ peptides fol-
lowing specific lines of production:
Aβ49 → Aβ46 → Aβ43 → Aβ40 → Aβ37 and
Aβ48 → Aβ45 → Aβ42 → Aβ38 (Takami et al., 2009). AD-linked
PSEN1 variations result in various effects on γ-secretase activity:
whereas the endopeptidase cleavage is not always impaired, the car-
boxypeptidase efficiency is consistently reduced, resulting in qualita-
tive shifts in Aβ profile, favoring the secretion of longer, more ag-
gregation-prone Aβ peptides such as Aβ42 and Aβ43, and possibly

http://dx.doi.org/10.1016/j.nbd.2017.04.020

0969-9961/© 2016 Published by Elsevier Ltd.



U
N

C
O

R
R

E
C

T
E

D
P

R
O

O
F

2 Neurobiology of Disease xxx (2017) xxx-xxx

longer (Saito et al., 2011; Chávez-Gutiérrez et al., 2012; Szaruga et
al., 2015; Veugelen et al., 2016).

In the present study, we used exome sequencing data from a large
cohort of 522 EOAD cases and 584 controls to search for genomic
copy-number variations (CNVs). We identified a novel mutation con-
sisting of a genomic deletion of exons 9 and 10 of PSEN1 in an EOAD
patient and evaluated the consequences of this variation on γ-secretase
activity. The deletion of exons 9-10 drastically decreases the global
endopeptidase activity and results in an increased secretion of Aβ43.
Following previous work demonstrating that other highly inactivating
PSEN1 mutations show similar effects on Aβ secretion (Veugelen et
al., 2016), the data presented here further supports the pathogenic role
of Aβ43, even at low concentrations.

2. Materials and methods

2.1. Patients, whole exome sequencing, and CNV calling

We performed whole exome sequencing (WES) in 546 patients
with EOAD and 597 controls from French ancestry. Inclusion of pa-
tients and controls, WES details, bioinformatics pipelines and quality
checks (QC) were previously reported (Nicolas et al., 2016b). Briefly,
diagnoses of probable AD were performed according to the NIA-AA
recommendations (McKhann et al., 2011) and genetic diagnosis of
mutation in AD-causative genes were first made prior to WES if our
national criteria were met (i.e. two cases from the same family with
AAO before 65 or sporadic case with AAO before 50) (Nicolas et al.,
2016a). Screening of AD-causative CNVs was routinely performed
for APP duplication following same criteria.

For 385 EOAD patients, cerebrospinal fluid (CSF) total-Tau, Phos-
phorylated-Tau, and Aβ42 biomarkers were available and were all in-
dicative of AD pathophysiology (Le Guennec et al., 2016a). The mean
age at onset was 55 years (range 44–65). Out of the 546 initially in-
cluded cases and 597 controls, 535 cases and 593 controls passed the
QC for genetic case-control association analyses and were retained for
CNV calling.

CNV calling was performed using the CANOES software
(Backenroth et al., 2014), an algorithm dedicated to the detection of
quantitative genomic variations based on read depth information. A
final sample of 522 patients and 584 controls passed the quality cri-
teria for CNV calling. A total of 13,870 CNVs were called in these
1106 samples. Note that, as CNV calling by CANOES is based on
read depth, only rare events are efficiently detected. Previous valida-
tion of this software using aCGH data revealed a high concordance
(88%) between the two methods, and showed that CANOES specifi-
cally missed a subset of very small monoexonic CNVs with lower read
depth (Le Guennec et al., 2016b).

2.2. Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent fragments

(QMPSF)

Genomic DNA was extracted from blood samples using the Flex-
igen DNA kit (Qiagen, Hilden, Germany). PSEN1 exon 9/10 dele-
tion was validated according to an already published process using
QMPSF spanning exons 1, 7 and 18 of APP (Rovelet-Lecrux et al.,
2006) to which we added two supplemental amplicons spanning exons
9 and 10 of PSEN1. Primers are available upon request. DNA frag-
ments were then separated on an ABI 3500 genetic analyzer. The flu-
orescence profiles were analyzed using the GeneMapper software 5
(Applied Biosystems).

2.3. Breakpoint sequencing

After delineation of the deletion by QMPSF using amplicons lo-
cated in introns 8 and 10 of PSEN1, the rearranged allele was
PCR-amplified and Sanger sequenced using the following primers:
F-5′-AGTGTATTGCCTGCCTGGTTTC-3′ and R-5′-CTGGCT-
GTTGCTGAGGCTTT-3′. DNA sequences were run on an ABI 3500
genetic analyzer and analyzed using the Sequencing Analysis Soft-
ware 6 (Applied Biosystems).

2.4. RT-PCR analysis

Total RNA was extracted from whole blood collected into PAX-
gene Blood RNA tubes using the PAXgene Blood RNA kit (Qia-
gen, Hilden, Germany). RNA was reverse-transcribed using the Verso
cDNA synthesis kit (Fisher Scientific, Illkirch, France) with a blend
of random hexamers and anchored oligo-dT (3:1). The cDNA were
then PCR-amplified using the following primers: F-5′-GTGGCT-
GTTTTGTGTCCGAA-3′ and R-5′-TGGTTGT-
GTTCCAGTCTCCA-3′. Fragments were separated on a 2% agarose
gel and extracted using the Nucleospin gel and PCR clean up
(Macherey-Nagel, Düren, Germany). The resulting PCR products
were sequenced and run on an ABI 3500 genetic analyzer and an-
alyzed using the Sequencing Analysis Software 6 (Applied Biosys-
tems).

2.5. Antibodies

Mouse PEN-2 was detected using a polyclonal antibody (B126.2,
RRID:AB_2571520) and mouse Nicastrin was detected using the
monoclonal antibody 9C3 (RRID:AB_2571521), as previously de-
scribed (Chávez-Gutiérrez et al., 2012). Human PSEN1-NTF (RRID:
AB_11215630) and PSEN1-CTF (RRID:AB_95175) were detected
using monoclonal antibodies MAB1563 (Chemicon) and MAB5232
(Millipore/Chemicon), respectively. AICD was detected using the
APP C-terminus antibody B63.3.

2.6. Generation of stable cell lines

Psen1/Psen2 deficient (PSEN1/2−/−) mouse embryonic fibroblasts
(MEFs) (Herreman et al., 2000) were cultured in Dulbecco's modi-
fied Eagle's medium/F-12 containing 10% fetal bovine serum. MEFs
were transduced using pMSCV-puro, a replication defective recombi-
nant retroviral expression system (Takara Bio Inc.) harboring cDNA
inserts coding for human wild-type (WT) or mutant PSEN1s, carrying
either the deletion of exon 9 (Δ9-PSEN1) or the deletion of exons 9
and 10 (Δ9-10-PSEN1). Stable cell lines were selected using 5 μg/mL
puromycin (Sigma-Aldrich).

2.7. Expression and purification of APP-C99-3xFLAG

Substrate purification was performed as previously described
(Chávez-Gutiérrez et al., 2008). Purity was assessed by SDS-PAGE
followed by Coomassie staining (GelCode reagent, Pierce).

2.8. In vitro activity assays using detergent extracted γ-secretase

complexes

In vitro activity assays were performed as previously described
(Chávez-Gutiérrez et al., 2008) with minor modifications. Briefly,
MEF's microsomal fractions were solubilized in 1% CHAPSO. In
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vitro reactions were carried out in 20 mM Pipes (pH 7.4), 0.15 M
NaCl, 0.2 M Sucrose, 1 mM EGTA, 1 × EDTA-free complete pro-
tease inhibitors (Roche), 2.5% DMSO, 1% phosphatidylcholine and
0.25% CHAPSO. Reactions were incubated for 4 h at 37 °C with
1.75 μM APP-C99-3xFLAG substrate. The γ-secretase inhibitor “In-
hibitor X” was purchased from EMD Millipore.

2.9. Cell-based assay and enzyme-linked ImmunoSorbent assay

WT and mutant PSEN1-rescued MEF cell lines were transduced
with the recombinant adenovirus Ad5/CMV-APP bearing human
WT-APP695 as previously described (Chávez-Gutiérrez et al., 2008).
Medium was refreshed seven hours after transduction and extracel-
lular media were collected 24 h later. Aβ38, Aβ40 and Aβ42 levels
in extracellular media were quantified on Multi-Spot 96-well plates
precoated with anti-Aβ38, -Aβ40 and -Aβ42 using MSD technologies
(Haryana, India) as previously described (Szaruga et al., 2015). Aβ43
levels were measured using an Aβ43 ELISA kit (IBL, Männedorf,
Switzerland).

3. Results

3.1. Detection and validation of a PSEN1 exon 9/10 deletion

Apart from a recurrent duplication of the MAPT locus and a dele-
tion of the ABCA7 gene (Le Guennec et al., 2016b), the analysis
CNVs by CANOES in the 522 EOAD cases and 584 controls re-
vealed a deletion of exon 9 and 10 of PSEN1 in patient EXT-313-001.
QMPSF experiments confirmed the presence of the genomic dele-
tion (Fig. 1A). Additional QMPSF assays were designed to delin-
eate the boundaries of the deletion, using amplicons located in in-
trons 8 and 10 of PSEN1. On the basis of these results, PCR am-
plification and sequencing of the deleted fragment showed that the
size of the deletion was 10.1 kb and that the two breakpoints were
situated within a 24 bp homologous sequence located in introns 8
and 10, 1 kb distal from exon 9 and 3.4 kb proximal from exon 10,
respectively (Fig. 1B). In silico analysis, using the Repeat Masker
program (http://www.repeatmasker.org/), revealed that the rearrange-
ment resulted from a homologous Alu-mediated recombination, the
Alu elements spanning the breakpoints deriving from the Alu Y and
Alu-Sx subfamily. Skipping of exons 9 and 10 of PSEN1 is predicted
to result in an in-frame deletion, but introduces a S290 W missense
mutation at the aberrant exon 8–11 junction. RT-PCR experiments
on RNA extracted from patient's blood confirmed the expression of
the deleted allele (Fig. 1C), approximately to the same level as the
wild-type allele (Fig. 1D). Taken together, we retained the following
mutation nomenclature: Chr14(GRCh37):g.73671948_73682054del;
NM_000021.3(PSEN1):c.869-1146_1130-1780del;
p.Ser290_Arg377delinsTrp; r.869_1129del, and the following Alu se-
quence identity: Intron8 g.73671924_g.73671947 Intron10
g.73682031_g.73682054.

3.2. Case report

The patient presented with progressive cognitive decline associ-
ated with spastic paraparesis from the age of 56 years. He had no per-
sonal medical history. His mother died after a ten-year course of de-
mentia starting from the age of 50 years. No biomaterials were avail-
able for the relatives. Upon examination at age 59, the patient pre-
sented spasticity of the lower limbs with decreased motor strength of
the left lower limb, pyramidal signs in all four limbs but no upper
limb motor deficit. Dystonia as well as extrapyramidal hypertonia of

the left hand were noted. Mini Mental State Examination scored 22/
30, and he presented severe episodic memory impairment character-
ized by failure to encode words during the assessment of the free
and cued selective reminding test. Frontal assessment battery revealed
executive function disabilities (score was 12/18) CSF was obtained
by lumbar puncture and collected and stored in polypropylene tubes.
All three CSF AD biomarkers were consistent with an AD signature:
decreased Aβ42 (153 pg/mL, N > 700), increased Total-Tau (414 pg/
mL, N < 350) and Phosphorylated-Tau (64 pg/mL, N < 60). Cerebral
MRI showed severe atrophy predominantly involving the occipi-
tal-parietal bilateral cortex in T1-weighted sequences. A similar vol-
ume loss was found in the medial temporal structures. The cere-
bral fluorodesoxyglucose positron emission tomography (FDG-PET)
revealed a severe hypometabolism affecting the frontal and occip-
ito-parietal bilateral cortex. No arguments were found for a cere-
brovascular disease or cerebral amyloid angiopathy, as only rare un-
specific periventricular hyperintensities were present in the FLAIR se-
quence and T2*-weighted images did not reveal any micro or macro
hemorrhage.

3.3. Deletion of exons 9-10 drastically impacts the endopeptidase and

carboxypeptidase-like activities of PSEN1

To analyze the effect(s) of the deletion of exons 9 and 10 of PSEN1
(hereafter referred to as Δ9-10 deletion) on γ-secretase activity, Psen1/
2−/− MEFs were rescued with human WT or Δ9-10 PSEN1. For com-
parison purposes, we simultaneously analyzed the well-characterized
Δ9 PSEN1 deletion (Chávez-Gutiérrez et al., 2012) and used the dKO
as a negative control.

Apart from PSEN, a mature and active γ-secretase complex is
made up of three additional subunits: Nicastrin (NCT), PSEN en-
hancer 2 (Pen-2) and anterior pharynx 1 (Aph1).

During the assembly and maturation of the γ-secretase complex,
PSEN undergoes endoproteolytic cleavage within exon 9, releasing
the N- and C-terminal fragments (Lee et al., 1997). As Δ9, the Δ9-10
PSEN1 is not processed and only full-length mutant PSEN1 could be
observed on western blot (Fig. 2A). The PSEN1-CTF antibody did
not stain the Δ9-10 mutant because it targets the PSEN1 loop, encom-
passing exons 9 and 10. However, the presence of mature Nicastrin
(NCT) and Pen-2 at similar levels in the WT and mutant conditions
strongly indicates that the mutant Δ9-10 PSEN1 still reconstitutes ma-
ture γ-secretase complexes.

To assess the effects of the Δ9-10 deletion, the endopeptidase
activity was evaluated in in vitro γ-secretase activity assays, using
CHAPSO-solubilized membranes prepared from the WT and mu-
tant MEF lines as source of enzyme, and purified APP-C99-3XFlag
as substrate. Western blot analysis revealed a strong decrease of
AICD-3XFlag staining with both Δ9 and Δ9-10 PSEN1 compared to
WT (Fig. 2B). These data indicate that both Δ9 and Δ9-10 deletions
severely compromise the global endopeptidase protease activity.

With regard to the carboxypeptidase-like γ-secretase function, its
efficiency was determined in cell-based experiments by ELISA mea-
surement of secreted Aβ isoforms. Expression of both Δ9 and Δ9-10
PSEN1 resulted in dramatic reductions of Aβ38, Aβ40 and Aβ42 but
increased Aβ43 peptide levels compared to WT (Fig. 2C). Remark-
ably, the exon 9-10 deletion displayed a higher impact on the car-
boxypeptidase activity than the Δ9 variant, with absence of detectable
Aβ38 peptide and stronger reductions in Aβ40 and Aβ42 levels. Mu-
tant Aβ product profiles highlight Aβ43 as the major secreted peptide
from the Δ9-10 PSEN1 cell line (Fig. 2D). The extreme effect of the
Δ9-10 PSEN1 deletion on the carboxypeptidase γ-secretase efficiency
is better appreciated while analyzing the Aβ40/Aβ43 ratio, which in
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Fig. 1. Validation of the PSEN1 genomic deletion overlapping exon 9 and 10. A. Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent fragments (QMPSF). The electropherogram of
the patient (red) was superposed to a control subject (blue) by adjusting peak height to the control amplicon PCBD2. The vertical axis shows fluorescence in arbitrary units and the
horizontal axis represents the size of the different amplicons in base pairs. Arrows indicate the heterozygous deletion detected by a 50% decrease of the corresponding peaks. B.
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Sanger sequencing of the genomic deleted allele. The breakpoints are located into intron 8 and 10. Double red arrow indicates the 24 base pairs homologous sequence mediating
the Alu recombination. C. Sanger sequencing of the cDNA from the deleted allele. D. Amplification of WT and Δ9-10 alleles of PSEN1 by RT-PCR in control individual and patient
EXT-313-001. Reverse transcriptions without RNA (− RNA) or polymerase (− enzyme) were used as controls. Arrows indicate the WT and Δ9-10 cDNAs. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Fig. 2. Functional analysis of the endopeptidase and carboxypeptidase activities of γ-secretase. A. Western Blot of γ-secretase components. Nicastrin, PSEN1-NTF, PSEN1-CTF
and Pen-2 protein levels in PSEN1/2−/− MEFs transduced to express human WT, Δ9 and Δ9-10 PSEN1. Arrowheads indicate full-length forms of Δ9 and Δ9-10 PSEN1. B. Analysis
of endopeptidase cleavage. Measurements of AICD level for WT, Δ9 and Δ9-10 PSEN1 γ-secretase complex after in vitro activity assay in presence or absence of an active site
γ-secretase Inhibitor (InhX). C. Analysis of secreted Aβ38, Aβ40, Aβ42 and Aβ43 in extracellular media by ELISA. D. The corresponding Aβx/total Aβ ratio and E. the corresponding
Aβ40/Aβ43 ratio, as an indication of γ-secretase processivity. All experiments were repeated three to eight times. Graphs show mean ± SD and statistical significance was tested with
one way ANOVA and Dunnett's post-test ****, P < 0.0001, *** P < 0.001). F. Presenilin 3D structure in complex with the inhibitor DAPT (blue) (PDB code: 5FN2). Side chains of
active site Asp257 and Asp385 are shown and transmembrane (TM) helices are indicated. Tyr 288 (Y288) and Gly378 (G378) are connected by Ser289 and Trp290 (S289-W290) in
the mutant Δ9-10 PSEN1 (indicated by red arrow). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

forms about the efficiency of the 4th catalytic cleavage that converts
Aβ43 into Aβ40 (Fig. 2E).

4. Discussion

While searching for copy-number variations using exome sequenc-
ing data from patients with EOAD, we identified a novel ge

nomic deletion overlapping exons 9 and 10 of the PSEN1 gene, re-
sulting from an Alu-mediated recombination. This in-frame deletion
led to the production of a shorter isoform of PSEN1 lacking exons
9 and 10, which was found to be expressed in patient's blood at a
similar level compared to the WT PSEN1. The Δ9-10 PSEN1 variant
misses the largest intracellular loop that connects the transmembrane
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domains VI and VII that contain the catalytic aspartates of the γ-sec-
retase complex, D257 and D384.

The patient carrying the Δ9-10 deletion presented progressive cog-
nitive decline characterized by impaired episodic memory associated
with frontal clinical and imaging signs. Evidence of an AD pathophys-
iological process was provided by all three CSF AD biomarkers. Such
situation highlights the importance of exploring AD CSF biomarkers
for any patient with a behavioral fronto-temporal dementia according
to current criteria (Rascovsky et al., 2011). Cognitive impairment was
associated with spastic paraparesis, a common feature observed in pa-
tients carrying deletions of the single exon 9 of PSEN1 and usually as-
sociated with cotton-wool plaques at neuropathological examination.
The patient had a disease onset at 56 years, while his mother was af-
fected at age 50. In this family, ages of onset are within the same
ranges as the PSEN1 Δ9 mutation carriers (Karlstrom et al., 2008).
Δ9-associated phenotypes are however known to be highly variable
(Karlstrom et al., 2008), even between individuals from the same pedi-
gree (Smith et al., 2001).

To assess the consequences of the novel PSEN1 deletion on the
function of the γ-secretase complex, we performed in vitro cell-free
and cell-based γ-secretase activity assays.

Similar to the Δ9 form, the lack of exons 9 and 10 precluded the
auto-endoproteolytic cleavage of PSEN1 into NTF and CTF. How-
ever, the presence of Pen-2 and mature NCT in both Δ9 and Δ9-10
PSEN1-mutant γ-secretase complexes is a strong indication of com-
plex assembly and maturation.

Subsequent analysis of AICD and Aβ levels revealed that the
Δ9-10 PSEN1-mutant strongly impairs the endopeptidase activity and
drastically reduces the efficiency of the carboxypeptidase-like cleav-
ages. The effects are indicative of a dysfunction of the γ-secretase
complex (Chávez-Gutiérrez et al., 2012). Interestingly, the PSEN1 -
Δ9 and Δ9-10 mutants impact similarly the endopeptidase activity, but
differ regarding their effect on carboxypeptidase-like activity.

The Δ9-10 allele induces a prominent shift towards production of
the longer Aβ43 peptide as demonstrated by the decreased Aβ40/Aβ43
ratio in cell-based analyses. In fact, Aβ43 is the major peptide secreted
from the mutant. Aβ43 has been shown to be potently amyloidogenic
and neurotoxic in vivo (Saito et al., 2011). Recent data functionally
evaluating other extremely inactivating AD-linked PSEN1 variations
show that, as the Δ9-10 mutant, these pathogenic variants elevate
Aβ43 secretion compared to the WT allele, supporting the idea that the
Aβ43 peptide is a disease-relevant specie, even at low concentrations
(Veugelen et al., 2016).

This work further highlights the involvement of deletions hitting
the hydrophilic loop of PSEN1, mainly encoded by exons 9 and 10, in
EOAD determinism.

The pathogenic Δ9 deletion leads to decreased endopeptidase ac-
tivity, associated with a change of carboxypeptidase-like activity il-
lustrated by an increased Aβ42/Aβ38 ratio (Chávez-Gutiérrez et al.,
2012), while the artificial deletion of exon 10 alone affected the car-
boxypeptidase-like activity of γ-secretase by increasing Aβ42 levels,
without impairing the endopeptidase function (Wanngren et al., 2010).
Thus, our data suggest a synergistic effect for the Δ9-10 deletion
that translates into very low global endopeptidase levels and drastic
changes in Aβ profiles. However, our studies cannot exclude that the
effects are fully or partially driven by the missense S290 W variation
at the exon 8-11 junction, as previous work suggested that the effect
linked to the deletion of PSEN1 exon 9 was mostly due to the pres-
ence of the missense S290C variation at the aberrant exon 8-10 junc-
tion (Steiner et al., 1999).

Addressing the mechanistic bases of the differential effects ob-
served for the Δ9, Δ10 and Δ9-10 mutants on γ-secretase function

may offer key insights into how the complex protease is regulated.
Of note, the recent γ-secretase structure in complex with the inhibitor
DAPT (Bai et al., 2015) shows the Tyr288 and the Gly378 at about
6 Å from each other; a linker comprised of Ser289 and Trp290 con-
nects these two residues in the Δ9-10 PSEN1 structure (see Fig. 2F).
Thus, this particular structure puts closely in the space the exons 8 and
11, and may be used to understand the effects of the Δ9-10 mutation
on the protease complex.

In conclusion, we describe in an EOAD patient a novel deletion
of the PSEN1 gene encompassing both exons 9 and 10, thus result-
ing in a complete removal of the largest intracellular hydrophilic loop.
The large deletion, encompassing 87 amino acids, does not affect the
assembly of a mature protease complex but has an extreme impact
on its endopeptidase activity. Interestingly, the mutant carboxypep-
tidase-like activity is also strongly impaired and the deleterious mu-
tant effect leads to an incomplete digestion of long Aβ peptides and
enhances the production of toxic, aggregation-prone Aβ43. In fact,
Aβ43 is the main peptide released from the Δ9-10 PSEN1. These
results supports the idea that, as encountered in most EOAD-linked
PSEN1 mutations (Chávez-Gutiérrez et al., 2012), AD-linked PSEN1
mutations consistently result in impaired carboxypeptidase-like activ-
ity and most importantly underlines a potential contribution of Aβ43
to AD pathogenesis.

Genetically, our work (i) further extents the mutation spectrum of
EOAD, (ii) demonstrates that exons 9 and 10, that are devoid of patho-
logical missense mutations, are sensitive to deletions, and (iii) under-
lines the need to independently screen deletions of exons 9 and 10 in
familial EOAD cases.
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III. Discussion 

1. Etude d’association à l’échelle d’une liste de gènes, d’un réseau, et 

comment prioriser certains gènes ? 

Les tudes d asso iatio  alis es au la o atoi e ous o t pe is de ett e e  ide e u  

enrichissement de variants rares perte de fonction dans les gènes SORL1 et ABCA7. Ces stratégies 

d ag gatio  à l helle du g e ous ont pe is d aug e ter la puissance statistique.  

Afin de détecter de nouveaux variants impliqués dans la MA, nous avons voulu augmenter la 

puissance statistique en augmentant la taille de notre échantillon de cas et de contrôles. Nous avons 

ainsi e e t alis , e  olla o atio  a e  l uipe du Do teu  Jea -Charles Lambert basée à 

Lille, u e tude d asso iatio  à pa ti  de  779 cas (incluant 852 formes précoces et 927 formes 

tardives) et 1 273 contrôles. Nous avons alors pu mettre en évidence un enrichissement significatif 

d u  poi t de ue de l e o e chez les EOAD de variants rares PTV et faux-sens SD dans trois gènes : 

SORL1, ABCA7 et TREM2 (Manuscrit soumis à Molecular Neurodegeneration).  

Pou  essa e  d aug e te  la puissa e statisti ue, nous avons également essa  d ag ge  les 

a ia ts à l helle d u e liste de g es. Pou  ela, ous a o s do  établi une liste de gènes à partir 

d u e i liog aphie e te si e e t e su  le peptide Aβ. G â e à ette liste, ous a io s pu ett e e  

évidence un enrichissement de variants de novo chez des cas sporadiques de MA jeune (Rovelet-

Lecrux et al., 2015). Nos études sur les CNVs nous a également permis de détecter un enrichissement 

chez les cas de remaniements intersectant cette liste de gènes. Nous avons également voulu tester 

l e i hisse e t de a ia ts nucléotidiques rares touchant la liste de gènes. L a al se a pas pe is 

d o te i  u  sultat sig ifi atif e lo s ue ous est eig io s l a al se à des sous at go ies de 

la liste de gènes ou quand nous ne considérions que les variants PTV et/ou SD. Cela pourrait être liée 

au fait que certains variants prédits comme perte de fonction peuvent être protecteurs en fonction 

du rôle physiologique de la protéine étudiée. À tit e d e e ple, une variation perte de fonction dans 

le gène SORL1, impliquée dans la oie de e lage d APP pou  p e i  la p odu tio  d Aβ, serait 

o sid e o e à is ue alo s u u e a iatio  pe te de fo tio  da s le g e BACE1, impliqué 

dans le p e ie  li age d APP amenant à la produ tio  d Aβ, serait a priori protectrice. Il est donc 

nécessaire de pouvoir prédire quelles sont les variations protectrices et celles à risque. 

Certains tests statistiques permettent de prendre en compte ce type de données comme le test 

“KAT. Toutefois, l a al se des do es g â e à e test a pas permis de détecter un signal 

d e i hisse e t significatif à l helle de ette liste de g es. Cette absence d asso iatio  pou ait 

être expliquée par l extrême rareté des variations étudiées, celles-ci étant le plus souvent des 

singletons qui sont plus difficilement pris en charge par cet algorithme.  
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Cette liste de gènes peut être organisée sous fo e d u  seau en prenant en compte soit les 

interactions physiques entre les protéines impliquées (PPI : Protéine-Protéine Interaction), soit les 

interactions génétiques mises en évidence dans des modèles cellulaires ou animaux (Boucher and 

Jenna, 2013; Vidal et al., 2011). Les réseaux PPI ou de gènes sont classiquement construits à partir de 

œuds, qui représentent les protéines ou les gènes, et d a tes ep se ta t l i te a tio  ph si ue 

ou génétique entre les œuds. U  hub est u  œud qui est situé au centre du réseau construit. Cette 

centralité est calculée à partir de deux scores : le deg  de e t alit  et l i te f e e de centralité. 

Le degré de centralité ep se te le o e d i te a tio s d u  œud a e  les aut es œuds. 

L i te f e e de e t alit  représente le nombre de plus court chemins pour relier deux protéines 

passant pa  e œud. Ces deu  s o es pe ett o t de pla e  les diff e ts œuds soit au e t e du 

réseau soit en périphérie. Les hubs sont majoritairement des gènes définis comme essentiels dont 

l i alidatio  est i o pati le a e  la su ie et également des gènes impliqués dans des maladies 

mendéliennes (Vidal et al., 2011). De manière intéressante, une étude de réseau menée à partir de 

1777 gènes impliqués dans 1284 maladies mendéliennes (Human disease network) a pu montrer que 

ces gènes interagissaient fortement entre eux (Figure 27 page 89) (Goh et al., 2007) suggérant qu un 

ensemble limité de gènes en interaction sont responsables de l ensemble des pathologies 

mendéliennes.  

Ces approches à base de réseaux de gènes ont été utilisées pou  p di e l e iste e de ou eau  

gènes reliés à des maladies. Par exemple, il a été montré que la plupart des gènes responsables 

d ata ies elleuses peuvent être inclus dans un même réseau PPI et qu à pa ti  de ce réseau il 

était possible de générer des listes de nouveaux gènes candidats (Lim et al., 2006). Dans une autre 

étude de s ue çage d e o es chez des patients atteints de formes héréditaires de paraplégie 

spastique (HPS), Novarino et collaborateurs ont identifié 18 nouveaux gènes responsables de cette 

pathologie sur des arguments de ségrégation intrafamiliale ou de récurrence des mutations 

(Novarino et al., 2014). Grâce à un réseau PPI, les auteurs ont réussi à prouver que ces gènes 

interagissaient entre eux mais également avec les gènes connus de HPS. Les études de réseaux sont 

donc importantes pour mettre en évidence les voies biologiques responsables des pathologies 

humaines.  
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A partir de la liste de gènes centrée sur le peptide amyloïde, nous avons essayé de créer un réseau 

PPI à partir du logiciel Networkanalyst accessible en ligne (http://www.networkanalyst.ca/) (Figure 

28 page 90). Ce réseau, où APP occupe une place centrale, avait pour but de mettre en lumière 

d aut es gènes ou protéines qui avaient pu échapper à notre vigilance bibliographique. Ainsi, le gène 

COPS5 a été ajouté à cette liste de gènes. La protéine COPS5 fa ilite ait la p odu tio  du peptide Aβ 

e  fa o isa t le li age β-sécrétase. Cet ajout du gène COPS5 soulig e l i pa faite e hausti it  de la 

liste de gènes bien que celle-ci soit régulièrement mise à jour. Des études poussées pourraient nous 

pe ett e d ide tifie  des odules i po ta ts da s e seau ui seraient préférentiellement 

altérés chez des patients atteints de MA. Cependant, si nous ne travaillons que sur cette liste, nous 

ne pourrons pas découvrir de nouvelles voies biologiques. Nous essayons actuellement d ag a di  le 

réseau créé pour voir si celui- i i te agi ait pas a e  d aut es oies biologiques inconnues pour leur 

implication dans la MA à ce jour. 

  

Figure 27 : Human disease Network 

Figure issue de Goh et al., 2007. 
Les g es espo sa les de aladies e d lie es o t t  eli s da s u  seau lo s u ils taie t i pli u s da s la 
même maladie. 1 377 sur 1 777 gènes étudiés ont ainsi pu être reliés dans plusieurs réseaux dont 903 forment un seul 
et même réseau.  
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Dans nos tudes d asso iatio , l a al se des a iatio s a t  est ei te au  a iatio s pe te de 

fonction et faux-sens SD. Afi  d e pli ue  la pa t de o posa te g ti ue a ua te de la aladie 

d Alzhei e , l tude des a ia ts prédits comme « probablement pathogènes » grâce à des études 

fonctionnelles pourrait permettre de statuer sur le caractère à risque ou non. Le problème majeur 

des tudes fo tio elles est u il faud ait pou  ha ue g e d eloppe  u  test fo tio el 

app op i  afi  de teste  l e se le des a iatio s d i t ts. Par ailleurs, les variations synonymes ou 

introniques (leur détection étant limitée dans les tudes d e o es  o t pas t  tudi es. O , ous 

sa o s ue de o euses a iatio s s o es ou i t o i ues peu e t affe te  l pissage 

physiologique du gène et peuvent aboutir à la production de transcrit aberrant. Ces transcrits 

aberrants peuvent produire des protéines anormales ou introduire une variation perte de fonction 

dans la séquence conduisant à une absence de production de la protéine ou à une protéine 

tronquée. Des algorithmes existent permettant de prédire l effet des a iatio s su  l pissage ainsi 

ue des tests fo tio els. L utilisatio  de es outils pou ait pe ett e de d te i e  l effet de ces 

a iatio s. Ces a iatio s s o es ou i t o i ues affe ta t l pissage peu e t do  a oi  u  effet 

fort sur la protéine et donc participer de manière significative à la part de la composante génétique 

manquante des maladies.  

 

L i pli atio  des CNVs da s la o posa te g ti ue de la MA est gale e t i po ta te. Les 

variations structurales peuvent (i) être des duplications, des délétions ou encore des inversions (non-

d te ta les e  e o e , ii  i pli ue  l i t g alit  du g e ou seule e t u e pa tie et iii  o te i  

plusieurs gènes. Nous a o s o te u g â e à ot e tude d asso iatio  u  sig al o i ale e t 

significatif à l helle de ot e liste de gènes. Ce sultat pou ait t e a lio  s il tait possi le de 

distinguer les CNVs dépourvus d effet fo tio el ou p ote teu  da s la aladie, des CNVs à risque. 

A tit e d e e ple, ous a o s d te t  u e d l tio  o pl te de la athepsi e B (CTSB) chez un cas et 

à l i e se u e dupli atio  o pl te de e e g e hez u  o t ôle. CT“B est u e e z e de 

dégradation du peptide amyloïde et joue donc un rôle protecteur dans la physiopathologie de la MA. 

Par conséquent, la délétion est potentiellement à risque lorsque la duplication est protectrice. Ce 

t pe d interprétation est pas toujours évident à réaliser pou  l e se le des g es. Leu  

interprétation est donc extrêmement complexe. Comme nous avons vu précédemment, Chiang et 

olla o ateu s o t po du e  pa tie à es uestio s e  appo ta t u  lai age su  l effet des CNVs 

su  l e p essio  des g es (Chiang et al., 2017).  

 

Le s ue çage d e o e est li it  au  s ue es oda tes de l i di idu ep se ta t oi s de  % 

du génome humain. Nous avons donc une vision restreinte de l e se le des a iatio s g ti ues 

d u  i di idu. Le s ue çage de g o es de patie ts attei ts de MA semble donc la suite logique 
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pou  ide tifie  la o posa te g ti ue a ua te. Cepe da t, l i te p tatio  des a iatio s 

détectées reste encore très complexe car la plupart des analyses réalisées jus u à aujou d hui l ont 

été à partir des modules fonctionnels que sont les gènes. De récentes études tentent de comprendre 

l i pa t des gio s o  oda tes du g o e et leu  i pli atio  pote tielle da s la composante 

génétique des maladies (pour revue (Zappala and Montgomery, 2016)). Les variations touchant les 

régions non codantes du génome peuvent notamment avoi  des effets d l t es lo s u elles sont 

situées sur les UT‘ ou UT‘. Ai si u e a iatio  situ e da s le UT‘ d’APP, augmentant son 

expression, avait été décrite au laboratoire hez u  patie t attei t d a giopathie a loïde ale 

(Nicolas et al., 2016c). La plupa t des tudes de GWA“ o t pe is d asso ie  des a ia ts 

intergéniques avec la maladie. Dans ces études, on suppose que les variants touchent des régions 

régulatrices de gènes ou sont en déséquilibre de liaison avec un variant situé dans la séquence 

oda te d u  g e. Les variations non codantes peuvent donc également se retrouver sur des 

l e ts gulateu s de l e p essio  des g es et ai si alt er leur fonction (Zappala and 

Montgomery, 2016). Par exemple, dans le cas de la rétinite pigmentaire à transmission récessive, 4 

variants chez un même patient situés dans deux régions génomi ues gula t l e p essio  de SAMD7 

ont été rapportés e t ai a t u e di i utio  d e p essio  de e g e (Van Schil et al., 2016). Afin 

d tudie  les a iatio s o - oda tes du g o e su  l e p essio  des g es, Mel iko  et 

collaborateurs ont utilisé une technique appelée Massive Parallel Reporter Assay (Melnikov et al., 

2012). Cette technique pe et de esu e  l effet des a iatio s o  oda tes su  l e p essio  d u  

gène rapporteur. Ils avaient ainsi pu observer, en utilisant deux régions promotrices, que certaines 

variations pouvaient di i ue  jus u à  fois l e p essio  d u  g e (Melnikov et al., 2012). D aut es 

tudes o t gale e t utilis  ette te h i ue pou  alue  l effet des a iatio s o  oda tes su  

certaines régions régulatrices (Patwardhan et al., 2012; Vockley et al., 2015). Ces études ont permis 

de mettre en évidence que seulement une faible fraction des variations non-codantes peut avoir un 

effet su  l e p essio  des g es. 
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2. La duplication du gène MAPT est-elle responsable d’une maladie 

d’Alzheimer ou d’une tauopathie pure ? 

La MA est caractérisée au niveau anatomopathologique par deux types de lésions : les plaques 

séniles et les dégénérescences neurofibrillaires (DNF). Chez la majorité des individus âgés, les DNFs 

este t o fi es au o te  e to hi al et l hippo a pe. Da s le e eau des patie ts atteints de MA, 

les DNFs suivent une progression stéréotypée entre des neurones connectés synaptiquement pour 

attei d e les zo es o ti ales i flue e pa  la p se e de d pôts diffus d Aβ da s cette région 

(Braak and Braak, 1991; Thal et al., 2002). Les tudes e tes o sid e t ue les oligo es d Aβ 

plutôt que les plaques séniles sont les entités neurotoxiques dans la maladie (Walsh and Selkoe, 

2007), notamment en influençant les mécanismes de LTD et LTP (Guntupalli et al., 2016).  

L tude des a iatio s st u tu ales à pa ti  d u  ha tillo  de fo es p o es de MA a pe is 

d ide tifie  la u e e de la dupli atio  du lo us 17q21.31 chez 4 cas. Les profils des biomarqueurs 

du LC‘ so t o pati les a e  u e pathologie a loïde. E  effet, la di i utio  des i eau  d Aβ  

da s le LC‘ i di ue l a u ulatio  de e peptide fi illog e da s le e eau des patie ts (Tapiola et 

al., 2009). Cepe da t, l i age ie a loïde s est l e gati e. L a al se 

eu oa ato opathologi ue d u  as suppl e tai e a o fi  ue ette dupli atio  de MAPT était 

responsable d u e tauopathie o ple e a e  des DNFs p se tes da s l hippo a pe, le o te  

entorhinal et le noyau basal de Meynert, sans dépôts amyloïdes (Alexander et al., 2016). 

L a se e de d te tio  de d pôts a loïdes pa  l a al se a ato opathologi ue et l i age ie 

amyloïde semble donc contradictoire avec le diagnostic initial et les biomarqueurs. Cependant, les 

oligomères d Aβ so t difficiles à détecter par les techniques de PET amyloïde ou de marquages 

immunohistochimiques qui permettent de détecter principalement les plaques séniles. L a al se du 

cerveau de ces patients grâce à des anticorps spécifiques des oligomères d Aβ tels que NU-1 

(Lambert et al., 2007) permettra de révéler des oligomères qui ne sont pas agrégés en plaques 

séniles ni en dépôts amyloïdes. Da s e as, le a is e ph siopathologi ue se ait e  fa eu  d u e 

MA. Néanmoins, es patie ts pou aie t gale e t t e attei ts d u e tauopathie pu e ui 

ressemblerait à une forme précoce de PART (Crary et al., 2014). PART est une entité 

neuropathologique définie par la présence de DNFs composées des isoformes 3R et 4R dans le 

e eau d i di idus âg s au stade I à IV de Braak (Crary et al., 2014). Les DNFs retrouvées chez ces 

individus âgés sont très similaires aux DNFs observées dans la MA et aux patients porteurs de 

duplication MAPT composées des mêmes isoformes de Tau (Espinoza et al., 2008). 

Il faut maintenant valider ces résultats dans de plus larges cohortes et développer des modèles 

fonctionnels pou  d te i e  si la dupli atio  .  est espo sa le d u e MA jeune avec donc 
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l i pli atio  des oligo es solu les d Aβ ou si elle p o o ue u e tauopathie pu e comparable à un 

PART précoce.  

Dans un premier temps, nous rechercherons la duplication du locus 17q21.31 chez des patients 

attei ts d u e d e e si ilai e d u  poi t de ue li i ue et/ou a ato opathologi ue à os 

individus porteurs grâce à des banques de cerveaux. L u  des p e ie s o je tifs sera de déterminer 

si les patients porteurs présentent des dépôts amyloïdes grâce à des analyses immunohistochimiques 

et des Western Blot en utilisant des anticorps spécifiques des oligo es d Aβ tels que NU-1 

(Lambert et al., 2007) et celui développé par Kayed et collaborateurs (Kayed et al., 2003).  

Les sultats o te us à pa ti  de l a al se des oligo es d Aβ aiguille o t os e he hes au i eau 

fonctionnel.  

Nous utiliserons ensuite des fibroblastes prélevés chez les patients et chez des apparentés sains pour 

générer des cellules souches pluripotentes induites (iPSC) (Yu et al., 2007). Ces cellules peuvent être 

différenciées en cellules neuronales et représentent les od les d tude les plus proches de la 

génétique des patients contrairement aux modèles cellulaires ou animaux (pour revue (Zhang et al., 

2016b)).  

E  fo tio  de la d te tio  ou o  d oligo es d Aβ da s le e eau des patie ts, deux hypothèses 

seront étudiées.  

E  l a se e d oligo es d Aβ dans le cerveau des patients, nous considèrerons que la 

surexpression de MAPT est pas d pe da te d Aβ pour déclencher la pathologie et est do  pas 

espo sa le de MA. La a a t isatio  de es eu o es pe ett a d alue  l effet de surexpression 

de Tau su  la p odu tio , la phospho latio , l ag gatio  et la lo alisatio  su ellulai e de Tau. Ce 

modèle permettra également d alue  la to i it  s apti ue de ette aug e tatio  d e p essio  de 

Tau dans la cellule. 

En présence d oligomères, nous essayerons de déterminer si la duplication de Tau a un effet sur la 

production, agrégation ou toxicité d Aβ e  esu a t les i eau  d Aβ , d Aβ  et des oligo es 

d Aβ da s le ilieu de ultu e des ellules iP“C diff e i es e  eu o es g â e à la te h i ue ELI“A 

(Englund et al., 2007). 

Les hypothèses validées permettront de déterminer si le mécanisme physiopathologique des 

duplications du locus 17q21.31 est e  fa eu  d u e MA at pi ue ou d u e tauopathie pu e.  

Ces résultats auront un impact sur le diagnostic de MA et la prise en charge thérapeutique des 

patients porteurs. La duplication du locus 17q21.31 pourrait en effet expliquer une partie des 

individus SNAP (Suspected Non-Alzheimer Disease Pathophysiology). Ces patients présentent un 

diagnostic clinique de MA, des bio a ueu s e  fa eu  d u e eu od g es e e de t pe 

Alzheimer (niveau important de Tau dans le liquide céphalo-rachidien, atrophie et hypométabolisme 

du cerveau) mais une imagerie amyloïde négative et représentent environ 12% des patients inclus 
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dans les essais thérapeutiques dans le cadre de la MA (Jack et al., 2016). La prise en charge 

thérapeutique de ces patients sera donc différente puisque la majorité des traitements développés à 

ce jour dans le cadre de la MA sont dirigées contre le peptide amyloïde (Folch et al., 2016). 

 

 

E  o lusio , l tude d asso iatio  à pa ti  de do es de s ue çage d e o es nous a permis de 

révéler une part de la composante génétique de la MA médiée par des variatio s a es u ils 

s agisse t de “NVs, i dels ou e o e de CNVs. De o euses st at gies d a al se d e o es peu e t 

pe ett e d aug e te  la puissa e statisti ue pou  te te  de révéler de nouveaux facteurs de 

risque génétiques. Cependant, l e o e représente moins de 2% du génome humain. Le défi futur 

résidera donc dans l i te p tatio  des a iatio s g ti ues o -codantes détectées à partir de 

données de séquençage de génomes. 
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Annexe 1 : Liste de gènes centrée sur le peptide amyloïde 

Annexe 2 : Article sur l’étude de trios Alzheimer  
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Annexe 1. Liste de gènes centrée sur le peptide amyloïde 
 

Gene ID Category Sub category Protein ID PPI PS1 

PPI 

Bace 

PPI 

GWAS Prédictions OMIM Transmission 

APP 351   P05067.3 APP, 
Aβ 

1   2 104300 / 605714 D / D 

CANX 821 Processing / 
trafficking 

ER P27824.2     1 . . 

HSPA5 3309 Processing / 
trafficking 

ER P11021.2 APP    1 . . 

HYOU1 10525 Processing / 
trafficking 

ER Q9Y4L1.1     1 . . 

TMCC2 9911 Processing / 
trafficking 

ER O75069.3 APP    0 . . 

HTRA2 27429 Processing / 
trafficking 

ERAD / proteasome O43464.2 APP    2 . . 

DOCK3 1795 Processing / 
trafficking 

ERAD / proteasome Q8IZD9.1  1   1 . . 

SYVN1 84447 Processing / 
trafficking 

ERAD / proteasome Q86TM6.2 APP    1 . . 

PPARG 5468 Processing / 
trafficking 

ERAD / proteasome P37231.3     1 604367 D 

STUB1 10273 Processing / 
trafficking 

ERAD / proteasome Q9UNE7.2 Aβ    1 615768 R 

BLMH 642 Processing / 
trafficking 

Early secretory pathway Q13867.1 APP    1 . . 

RTN4R 65078 Processing / 
trafficking 

Early secretory pathway Q9BZR6.1 APP    2 . . 

RTN4RL2 349667 Processing / 
trafficking 

Early secretory pathway Q86UN3.1 APP    2 . . 

RTN4RL1 146760 Processing / 
trafficking 

Early secretory pathway Q86UN2.1 APP    2 . . 

HOMER2 9455 Processing / 
trafficking 

Early secretory pathway Q9NSB8.1 APP    1 . . 

HOMER3 9454 Processing / 
trafficking 

Early secretory pathway Q9NSC5.2 APP    1 . . 

TMEM59 9528 Processing / 
trafficking 

Early secretory pathway Q9BXS4.1     1 . . 

STMN2 11075 Processing / 
trafficking 

Early secretory pathway Q93045.3 APP    1 . . 

VAMP1 6843 Processing / 
trafficking 

Early secretory pathway P23763.1 APP    2 108600 D 
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GAS1 2619 Processing / 
trafficking 

Early secretory pathway P54826 APP    1 . . 

ARCN1 372 Processing / 
trafficking 

Early secretory pathway P48444 APP    2 617164 D 

WASF1 8936 Processing / 
trafficking 

Early secretory pathway Q92558.1 APP    2 605035 . 

CLSTN1 22883 Processing / 
trafficking 

Axonal transport O94985.1 Aβ    0 . . 

KLC1 3831 Processing / 
trafficking 

Axonal transport Q07866.2 APP    0 . . 

MAPK8IP1 9479 Processing / 
trafficking 

Axonal transport Q9UQF2.1 APP    0 125853 D 

HAP1 9001 Processing / 
trafficking 

Axonal transport P54257.3 APP    1 . . 

ADAM10 102 Processing / 
trafficking 

Alpha secretase cleavage O14672.1 APP    1 615537 D 

ADAM17 6868 Processing / 
trafficking 

Alpha secretase cleavage P78536.1 APP    1 614328 R 

ADAM9 8754 Processing / 
trafficking 

Alpha secretase cleavage Q13443.1     1 612775 R 

ADAM19 8728 Processing / 
trafficking 

Alpha secretase cleavage Q9H013.3     1 . . 

FURIN 5045 Processing / 
trafficking 

Alpha secretase cleavage P09958.2     1 . . 

PCSK7 9159 Processing / 
trafficking 

Alpha secretase cleavage Q16549.2     1 . . 

TIMP3 7078 Processing / 
trafficking 

Alpha secretase cleavage P51512.2     2 136900 D 

TIMP1 7076 Processing / 
trafficking 

Alpha secretase cleavage P01033.1     2 . . 

PDPK1 5170 Processing / 
trafficking 

Alpha secretase cleavage O15530.1     2 . . 

DLG1 1739 Processing / 
trafficking 

Alpha secretase cleavage Q12959.2     1 . . 

TSPAN12 23554 Processing / 
trafficking 

Alpha secretase cleavage O95859.1     1 613310 D, R 

NRD1 4898 Processing / 
trafficking 

Alpha secretase cleavage O43847.2     1 . . 

SIRT1 23411 Processing / 
trafficking 

Alpha secretase cleavage Q96EB6.2     1 . . 

DNM1 1759 Processing / 
trafficking 

Clathrin/caveolin dependent 
endocytosis 

Q05193.2     0 616346 D? 

DNM2 1785 Processing / 
trafficking 

Clathrin/caveolin dependent 
endocytosis 

P50570.2     1 606482/615368/160150 D/R/D 
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DNMBP 23268 Processing / 
trafficking 

Clathrin/caveolin dependent 
endocytosis 

Q6XZF7.1     0 . . 

SNX33 257364 Processing / 
trafficking 

Clathrin/caveolin dependent 
endocytosis 

Q8WV41.1     1 . . 

PICALM 8301 Processing / 
trafficking 

Clathrin/caveolin dependent 
endocytosis 

Q13492.2    Y 2 . . 

BIN1 274 Processing / 
trafficking 

Clathrin/caveolin dependent 
endocytosis 

O00499.1    Y 2 255200 R 

SYNJ1 8867 Processing / 
trafficking 

Clathrin/caveolin dependent 
endocytosis 

O43426.2     0 615530 R 

FBXL2 25827 Processing / 
trafficking 

Clathrin/caveolin dependent 
endocytosis 

Q9UKC9.3 APP    1 . . 

PIN1 5300 Processing / 
trafficking 

Clathrin/caveolin dependent 
endocytosis 

Q13526.1 APP    1 . . 

FLOT2 2319 Processing / 
trafficking 

Clathrin/caveolin dependent 
endocytosis 

Q14254.2 APP 1   2 . . 

GULP1 51454 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP Q9UBP9.1 APP    0 . . 

DAB1 1600 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP O75553.3 APP    0 . . 

DAB2 1601 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP P98082.3 APP    1 . . 

NUMB 8650 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP P49757.2 APP    2 . . 

APBA1 320 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP Q02410.3 APP 1   0 . . 

APBA2 321 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP Q99767.3 APP 1   0/2 . . 

APBA3 9546 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP O96018.1 APP    0/2 . . 

APBB1 322 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP O00213.2 APP    0 . . 

APBB2 323 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP Q92870.3 APP    0 . . 

APBB3 10307 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP O95704.2 APP    0 . . 

SHC3 53358 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP Q92529.1 APP    2 . . 

SNX17 9784 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP Q15036.1 APP    1 . . 

LRP1B 53353 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP Q9NZR2.2 APP    1 . . 

LRP8 7804 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP Q14114.4 APP    0 . . 
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APLP1 333 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP P51693.3     1 . . 

DISC1 27185 Processing / 
trafficking 

Internalization of APP Q9NRI5.3 APP    0 . . 

SORCS1 114815 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer Q8WY21.3 APP    1 . . 

SORCS2 57537 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer Q96PQ0.3     1 . . 

SORCS3 22986 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer Q9UPU3.2     1 . . 

SORT1 6272 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer Q99523.3 APP    1 . . 

SORL1 6653 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer Q92673.2 APP  1 Y 1 . . 

LRP10 26020 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer Q7Z4F1.2 APP    1 . . 

PACS1 55690 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer Q6VY07.2     1 615009 D 

VPS26A 9559 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer O75436.2     1 . . 

VPS35 55737 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer Q96QK1.2     1 614203 D 

PIK3C3 5289 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer P22543.1     1 . . 

RAB5A 5868 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer P20339.2     2 . . 

RAB5B 5869 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer P61020.1     2 . . 

RAB5C 5878 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer P51148.2     2 . . 

RAB3A 5864 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer P20336.1     2 . . 

RAB17 64284 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer Q9H0T7.2     2 . . 

RAB44 401258 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer Q7Z6P3.3     2 . . 

RAB6A 5870 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer P20340.3     2 . . 

RAB10 10890 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer P61026.1     2 . . 

RAB34 83871 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer Q9BZG1.1     2 . . 

RAB8A 4218 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer P61006.1     2 . . 
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RAB25 57111 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer P57735.2     2 . . 

RAB14 51552 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer P61106.4     2 . . 

RAB2A 5862 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer P61019.1     2 . . 

SNX8 29886 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer Q9Y5X2.1     2 . . 

GRB2 2885 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer P62993.1 APP    0 . . 

ADRA2A 150 Processing / 
trafficking 

Endosomes / retromer P08913.3     2 . . 

BACE1 23621 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage P56817.2 APP    2 . . 

BACE2 25825 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q9Y5Z0.1 APP    1 . . 

RANBP9 10048 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q96S59.1 APP  1  2 . . 

COPS5 10987 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q92905.4 APP  1  2 . . 

RTN1 6252 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q16799.1   1  1 . . 

RTN2 6253 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage O75298.1   1  1 604805 D 

RTN3 10313 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage O95197.2   1  1 . . 

RTN4 57142 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q9NQC3.2   1  1 . . 

CCS 9973 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage O14618.1   1  1 . . 

ATXN1 6310 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage P54253.2     1 164400 D 

PAWR 5074 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q96IZ0.1   1  2 . . 

UCHL1 7345 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage P09936.2     1 615491 R 

LRRTM3 347731 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q86VH5.2     2 . . 

EHD1 10938 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q9H4M9.2     2 . . 

EHD3 30845 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q9NZN3.2     2 . . 

ARF6 382 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage P62330.2     1 . . 
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PSD 5662 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage A5PKW4.2     1 . . 

SNX12 29934 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q9UMY4.3   1  1 . . 

SNX6 58533 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q9UNH7.1   1  1 . . 

GGA1 26088 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q9UJY5.1   1  1 . . 

GGA2 23062 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q9UJY4.3   1  1 . . 

GGA3 23163 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q9NZ52.1   1  1 . . 

DHCR24 1718 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q15392.2     1 602398 R 

RAB11A 8766 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage P62491.3  1   2 . . 

RAB11B 9230 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q15907.4  1   2 . . 

FLOT1 10211 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage O75955.3 APP  1  2 . . 

SPON1 10418 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage Q9HCB6.2 APP    1 . . 

CAV3 859 Processing / 
trafficking 

Beta secretase cleavage P56539.1 APP    0 192600/12332/607801/614321/606072 D/D/R, D/D/D 

KLK6 5653 Processing / 
trafficking 

Abeta cleavage (other) Q92876.1 APP    2 . . 

ENPEP 2028 Processing / 
trafficking 

Abeta cleavage (other) Q07075.3     0 . . 

APH1B 83464 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q8WW43.3  1   0 . . 

APH1A 51107 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q96BI3.1  1   0 . . 

PSENEN 55851 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q9NZ42.1  1   0 613736 D 

NCSTN 23385 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q92542.2 APP 1   0 142690 D 

PSEN1 5663 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P49768.1 APP    0 613737/607822/613694/600274/172700 All D 

PSEN2 5664 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P49810.1 APP    0 606889/613697 D/D 

BSG 682 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P35613.2  1   0 . . 

CSNK1A1? 1452 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P48729.2     2 . . 
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ABCA2 20 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q9BZC7.3     2 . . 

RER1 11079 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage O15258.1  1   1 . . 

FBXW7 55294 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q969H0.1  1   2 . . 

GSAP 54103 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage A4D1B5.2 APP 1   2 . . 

TMED9 54732 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q9BVK6.2     1 . . 

TMED10 10972 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P49755.2  1   1 . . 

ARC 23237 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q7LC44.1  1   2 . . 

CRB2 286204 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q5IJ48  1   1 616220/219730 R/R 

VDAC1 7416 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P21796.2  1   2 . . 

CNTNAP1 8506 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P78357.1     2 616286 R 

SYP 6855 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P08247.3     2 300802 X-linked D 

CTNND1 1500 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage O60716.1  1   0 . . 

CTNND2 1501 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q9UQB3.3  1   0 . . 

HM13 81502 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q8TCT9.1  1   2 . . 

KCNIP3 30818 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q9Y2W7.1  1   2 . . 

PLD1 5337 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q13393.1 Aβ 1   1 . . 

PLD3 23646 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q8IV08.1 APP    1 . . 

ARRB2 409 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P32121.2 APP    2 . . 

GPR3 2827 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P46089.1 APP 1   2 . . 

TRPC6 7225 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q9Y210 APP    1 . . 

ADRB2 154 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P07550.3  1   2 . . 

OPRD1 4985 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P41143.4  1 1  2 . . 
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ALOX5 240 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P09917.2     2 . . 

CALR 811 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage P27797.1 Aβ 1   1 . . 

ERLIN2 11160 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage O94905.1  1   2 611225 R 

STX5 6811 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q13190.2  1   1 . . 

SNX27 81609 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q96L92.2  1   1 611541 . 

OCIAD2 132299 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q56VL3     2 . . 

CAV1 857 Processing / 
trafficking 

Gamma secretase cleavage Q03135.4 APP    1 606721 D 

SOAT1 6646 Processing / 
trafficking 

Cholesterol metabolism P35610.3     2 . . 

OSBP 5007 Processing / 
trafficking 

Cholesterol metabolism P22059.1     1 . . 

CH25H 9023 Processing / 
trafficking 

Cholesterol metabolism O95992.1     0 . . 

CYP46A1 10858 Processing / 
trafficking 

Cholesterol metabolism Q9Y6A2.1     1 . . 

ABCG1 9619 Processing / 
trafficking 

Cholesterol metabolism P45844.3     0 . . 

PLTP 5360 Processing / 
trafficking 

Cholesterol metabolism P55058 APP    1 . . 

ABCA1 19 Processing / 
trafficking 

Cholesterol metabolism O95477.3     1 . . 

NPC1 4864 Processing / 
trafficking 

Cholesterol metabolism O15118.2     2 257220 R 

NPC2 10577 Processing / 
trafficking 

Cholesterol metabolism P61916.1     2 607625 R 

GSK3A 2931 Processing / 
trafficking 

Miscellaneous P49840.2     2 . . 

UBQLN1 29979 Processing / 
trafficking 

Miscellaneous Q9UMX0.2 APP 1   0 . . 

LDLRAD3 143458 Processing / 
trafficking 

Miscellaneous Q86YD5.3 APP    2 . . 

CDH2 1000 Processing / 
trafficking 

Miscellaneous P19022.4 APP 1   2 . . 

CD74 972 Processing / 
trafficking 

Miscellaneous P04233.3 APP    1 . . 

ITM2B 9445 Processing / 
trafficking 

Miscellaneous Q9Y287.1 APP    1 176500/17300/616079 All D 
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ITM2C 81618 Processing / 
trafficking 

Miscellaneous Q9NQX7.1 APP  1  1 . . 

NTN1 9423 Processing / 
trafficking 

Miscellaneous O95631.2 APP    1 . . 

CTXN3 613212 Processing / 
trafficking 

Miscellaneous Q4LDR2.1     1 . . 

CD2AP 23607 Processing / 
trafficking 

Miscellaneous Q9Y5K6.1    Y 2 607832 ?? 

LGMN 5641 Processing / 
trafficking 

Miscellaneous Q99538.1 APP    2 . . 

FERMT2 10979 Processing / 
trafficking 

Miscellaneous Q96AC1    Y 2 . . 

MMP24 10893 Processing / 
trafficking 

Miscellaneous Q9Y5R2.1 APP    2 . . 

SERPINE1 5054 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

P05121.1     2 613329 R 

IDE 3416 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

P14735.4 Aβ    1 . . 

ACE 1636 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

P12821.1 Aβ    1 267430 R 

CPB1 1360 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

P15086.4     1 . . 

FOLH1 2346 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

Q04609.1     1 . . 

MME 4311 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

P08473.2     1 . . 

MMEL1 79258 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

Q495T6.2     1 . . 

MMP2 4313 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

P08253.2 APP    1 259600 R 

MMP9 4318 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

P14780.3 Aβ    1 613073 R 

ECE2 9718 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

O60344.4     1 . . 

ECE1 1889 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

P42892.2     1 . . 

PLG 5340 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

P00747.2     1 217090 R 

PLAT 5327 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

P00750.1     1 . . 

PLAU 5328 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

P00749.2     1 601709 D 

HTRA1 5654 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

Q92743     1 600142/616779 R/D 
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CTSB 1508 Clearance / 
degradation 

Enzymatic degradation of 
Abeta 

P07858.3     1 . . 

PARK2 5071 Clearance / 
degradation 

ERAD / proteasome O60260.2 Aβ    1 600116 R 

BECN1 8678 Clearance / 
degradation 

Autophagy Q14457.2     1 . . 

ATG7 10533 Clearance / 
degradation 

Autophagy O95352.1     1 . . 

ABCB1 5243 Clearance / 
degradation 

Blood brain barrier P08183.3 Aβ    1 . . 

OLR1 4973 Clearance / 
degradation 

Blood brain barrier P78380.1     0 . . 

LRP1 4035 Clearance / 
degradation 

Blood brain barrier Q07954.2 APP    1 . . 

LRP2 4036 Clearance / 
degradation 

Blood brain barrier P98164.3     1 222448 R 

LDLR 3949 Clearance / 
degradation 

Blood brain barrier P01130.1     1 143890 D 

SRF 6722 Clearance / 
degradation 

Blood brain barrier P11831.1     2 . . 

MEOX2 4223 Clearance / 
degradation 

Blood brain barrier P50222.2     1 . . 

MYOCD 93649 Clearance / 
degradation 

Blood brain barrier Q8IZQ8.1     2 . . 

MEGF10 84466 Clearance / 
degradation 

Microglia Q96KG7.1 Aβ    1 614399 R 

LPL 4023 Clearance / 
degradation 

Microglia P06858.1 Aβ    1 144250/238600 D/R 

MSR1 4481 Clearance / 
degradation 

Microglia P21757.1 Aβ    1 176807 D 

SCARB1 949 Clearance / 
degradation 

Microglia Q8WTV0.1 Aβ    1 . . 

CD36 948 Clearance / 
degradation 

Microglia P16671.2 Aβ    1 . . 

CD47 961 Clearance / 
degradation 

Microglia Q08722.1 Aβ 1   1 . . 

PTPRC 5788 Clearance / 
degradation 

Microglia P08575.2     1 608971 R 

CD14 929 Clearance / 
degradation 

Microglia P08571.2 Aβ    0 . . 

ITGA6 3655 Clearance / 
degradation 

Microglia P23229.5 Aβ    0 226730 R 

ITGB1 3688 Clearance / 
degradation 

Microglia P05556.2 Aβ 1   0 . . 
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AGER 177 Clearance / 
degradation 

Microglia Q15109.1 Aβ    2 . . 

FPR2 2358 Clearance / 
degradation 

Microglia P25090.2 Aβ    2 . . 

HMGB1 3146 Clearance / 
degradation 

Microglia P09429.3 Aβ    2 . . 

TLR2 7097 Clearance / 
degradation 

Microglia O60603.1 Aβ    0 . . 

TLR1 7096 Clearance / 
degradation 

Microglia Q15399.3     0 . . 

TLR6 10333 Clearance / 
degradation 

Microglia Q9Y2C9.2     0 . . 

TLR4 7099 Clearance / 
degradation 

Microglia O00206.2 Aβ    0 . . 

MAPK14 1432 Clearance / 
degradation 

Microglia Q16539.3     0 . . 

S100A8 6279 Clearance / 
degradation 

Microglia P05109.1     0 . . 

S100A9 6280 Clearance / 
degradation 

Microglia P06702.1     0 . . 

MYD88 4615 Clearance / 
degradation 

Microglia Q99836.1     0 . . 

NLRP3 114548 Clearance / 
degradation 

Microglia Q96P20.3     0 120100/191900 All D 

TREM2 54209 Clearance / 
degradation 

Microglia Q9NZC2.1     0 221770 R 

SIRPB1 10326 Clearance / 
degradation 

Microglia Q5TFQ8.1     1 . . 

TYROBP 7305 Clearance / 
degradation 

Microglia O43914.1     0 221770 R 

CCR2 729230 Clearance / 
degradation 

Microglia P41597.1     0 . . 

CCL2 6347 Clearance / 
degradation 

Microglia P13500.1     0 . . 

CX3CR1 1524 Clearance / 
degradation 

Microglia P49238.1     0 . . 

CX3CL1 6376 Clearance / 
degradation 

Microglia P78423.1     0 . . 

CD33 945 Clearance / 
degradation 

Microglia P20138.2    Y 0 . . 

IL1B 3553 Clearance / 
degradation 

Microglia P01584.2     0 . . 

IL12A 3592 Clearance / 
degradation 

Microglia P29459.2     0 . . 



108 
 

IL12B 3593 Clearance / 
degradation 

Microglia P29460.1     0 . . 

IL23A 51561 Clearance / 
degradation 

Microglia Q9NPF7.1     0 . . 

IL6 3569 Clearance / 
degradation 

Microglia P05231.1     0 . . 

IL4 3565 Clearance / 
degradation 

Microglia P05112.1     0 . . 

IL10 3586 Clearance / 
degradation 

Microglia P22301.1     0 . . 

TNF 7124 Clearance / 
degradation 

Microglia P01375.1     0 . . 

CSF2 1437 Clearance / 
degradation 

Microglia P04141.1     0 . . 

GRN 2896 Clearance / 
degradation 

Microglia P28799.2     1 607485/614706 D / R 

PTGER2 5732 Clearance / 
degradation 

Microglia P43116.2     0 . . 

CNR2 1269 Clearance / 
degradation 

Microglia P34972.1     1 . . 

TGFB1 7040 Clearance / 
degradation 

Microglia P01137.2 Aβ    1 131300 D 

IRAK4 51135 Clearance / 
degradation 

Microglia Q9NWZ3.1     0 607676 R 

CR1 1378 Clearance / 
degradation 

Microglia P17927.3    Y 0 . . 

C3 718 Clearance / 
degradation 

Microglia P01024.2     0 613779 R 

ABCA7 10347 Clearance / 
degradation 

Microglia Q8IZY2.3    Y 1 . . 

APCS 325 Clearance / 
degradation 

Miscellaneous P02743.2 Aβ    0 . . 

QPCT 25797 Aggregation Miscellaneous Q16769.1     2 . . 

TGM2 7052 Aggregation Miscellaneous P21980.2 Aβ    0 . . 

PRKACA 5566 Aggregation Miscellaneous P17612.2     0 . . 

PRKACB 5567 Aggregation Miscellaneous P22694.2     0 . . 

SLC30A3 7781 Aggregation Miscellaneous Q99726.2     2 . . 

SNCA 6622 Aggregation Miscellaneous P37840.1 Aβ    0 127750/168601/605543 All D 

TARDBP 23435 Aggregation Miscellaneous Q13148.1     0 612069 D 

TPPP 11076 Aggregation Miscellaneous O94811.1 Aβ    0 . . 
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ACHE 43 Aggregation Miscellaneous P22303.1 Aβ    0 . . 

BCHE 590 Aggregation Miscellaneous P06276.1 Aβ    0 . . 

COL25A1 84570 Aggregation Miscellaneous Q9BXS0.2 Aβ    0 616219 R 

CST3 1471 Aggregation Miscellaneous P01034.1 Aβ    0 105150 D 

TTR 7276 Aggregation Miscellaneous P02766.1 Aβ    0 105210/115430/145680 All D 

APOA1 335 Aggregation Miscellaneous P02647.1 Aβ    0 105200/604091 All D 

RELN 5649 Aggregation Miscellaneous P78509.3 Aβ    0 257320/616436 R/D 

LAMA1 284217 Aggregation Miscellaneous P25391.2 Aβ    0 615960 R 

SERPINA3 12 Aggregation Miscellaneous P01011.2 Aβ    0 . . 

SERPINH1 871 Aggregation Miscellaneous P50454.2 APP    0 613848 R 

CLU 1191 Aggregation Miscellaneous P10909.1 Aβ   Y 1 . . 

APOE 348 Aggregation Miscellaneous P02649.1 Aβ    0 269600 D? 

A2M 2 Aggregation Miscellaneous P01023.3 Aβ    1 614036 D 

HSPA4 3308 Aggregation Chaperone P34932.4     0 . . 

DNAJB1 3337 Aggregation Chaperone P25685.4     0 . . 

DNAJB6 10049 Aggregation Chaperone O75190.2     0 603511 D 

HSP90AA1 3320 Aggregation Chaperone P07900.5 Aβ    0 . . 

HSPB1 3315 Aggregation Chaperone P04792.2 Aβ    0 606595/608634 All D 

CRYAB 1410 Aggregation Chaperone P02511.2 Aβ    0 615184/613763/608810/613869 D / D and R / D / R 

HSPB6 126393 Aggregation Chaperone O14558.2 Aβ    0 . . 

HSPB8 26353 Aggregation Chaperone Q9UJY1.1 Aβ    0 608673/158590 All D 

LRPAP1 4043 Aggregation Chaperone P30533.1 Aβ    0 615431 R 

AGRN 375790 Aggregation Heparan sulfate proteoglycan O00468.5 Aβ    2 615120 R 

GPC1 2817 Aggregation Heparan sulfate proteoglycan P35052.2 APP    2 . . 

SDC3 9672 Aggregation Heparan sulfate proteoglycan O75056.2     2 . . 

COL18A1 80781 Aggregation Heparan sulfate proteoglycan P39060.5 Aβ    2 267750 R 

HSPG2 3339 Aggregation Heparan sulfate proteoglycan P98160.4 Aβ    2 224410/255800 R 

GRIA2 2891 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity P42262.3 Aβ    0 . . 
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GRIN2A 2903 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity Q12879.1     0 245570 D 

GRIN2B 2904 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity Q13224.3     0 616139/613970 D / D 

CHRNA7 1139 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity P36544.5 Aβ    0 . . 

DLG4 1742 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity P78352.3     0 . . 

LILRB2 10288 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity Q8N423.4 Aβ    0 . . 

PPP3CA 5530 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity Q08209.1     0 . . 

PPP3CB 5532 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity P16298.2     0 . . 

PPP3CC 5533 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity P48454.3     0 . . 

PPP3R1 5534 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity P63098.2     0 . . 

PPP3R2 5535 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity Q96LZ3.3     0 . . 

NGFR 4804 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity P08138.1 Aβ    0 . . 

LINGO1 84894 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity Q96FE5.2 APP    0 . . 

PXN 5829 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity P49023.3     0 . . 

EPHB2 2048 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity P29323.5 Aβ    0 . . 

EPHA4 2043 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity P54764.1     0 . . 

PRNP 5621 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity P04156.1 Aβ    0 137440/137440/123400/603218 All D 

GRM5 2915 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity P41594.2 Aβ    0 . . 

FYN 2534 Mediator of Abeta 
toxicity 

Synaptic toxicity P06241.3     0 . . 

MAPT 4137 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity P10636.5 Aβ    2 600274/172700/260540/601104 D / D / R / D 

GSK3B 2932 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity P49841.2  1   0 . . 

PRKAA1 5562 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity Q13131.4     0 . . 

CAMKK2 10645 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity Q96RR4.2     0 . . 
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CDK5R1 8851 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity Q15078.1     0 . . 

CDK5 1020 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity Q00535.3     0 616342 R 

CAPN1 823 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity P07384.1     0 . . 

CAPN2 824 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity P17655.6     0 . . 

MARK4 57787 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity Q96L34.1     0 . . 

DYRK1A 1859 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity Q13627.2     0 614104 D 

PPP2R1A 5518 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity P30153.4     0 616362 D 

PPP2R1B 5519 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity P30154.3     0 . . 

PPP2CA 5515 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity P67775.1     0 . . 

PPP2CB 5516 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity P62714.1     0 . . 

PPP2R2A 5520 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity P63151.1     0 . . 

PPP2R2B 5521 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity Q00005.1     0 604326 D 

PPP2R5D 5528 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity Q14738.1     0 616355 D 

PPP2R3A 5523 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity Q06190.1     0 . . 

ANP32A 8125 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity P39687.1     0 . . 

SET 6418 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity Q01105.3     0 . . 

CASP3 836 Mediator of Abeta 
toxicity 

Tau Toxicity P42574.2     0 . . 

HSD17B10 3028 Mediator of Abeta 
toxicity 

Mitochondrial toxicity Q99714.3 Aβ    0 300438/300220 X-linked D / X-linked 
R 

PPID 5481 Mediator of Abeta 
toxicity 

Mitochondrial toxicity Q08752.3 Aβ    0 . . 

DNM1L 10059 Mediator of Abeta 
toxicity 

Mitochondrial toxicity O00429.2 Aβ    0 614388 D 

RYR1 6261 Mediator of Abeta 
toxicity 

calcium homeostasis P21817.3     0 117000/117000/145600/145600/255320 D and R/D and 
R/D/D/R 

RYR2 6262 Mediator of Abeta 
toxicity 

calcium homeostasis Q92736.3     0 600996/604772 All D 
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RYR3 6263 Mediator of Abeta 
toxicity 

calcium homeostasis Q15413.3     0 . . 

CALHM1 255022 Mediator of Abeta 
toxicity 

calcium homeostasis Q8IU99.2     0 . . 

ITPR1 3708 Mediator of Abeta 
toxicity 

calcium homeostasis Q14643.3     0 606658/117360 D/D 

TRPM2 7226 Mediator of Abeta 
toxicity 

calcium homeostasis O94759.2     0 . . 

TM2D1 83941 Mediator of Abeta 
toxicity 

Miscellaneous Q9BX74.1 Aβ    0 . . 

ADNP 23394 Mediator of Abeta 
toxicity 

Miscellaneous Q9H2P0.1 Aβ    0 615873 D 

NPTX1 4884 Mediator of Abeta 
toxicity 

Miscellaneous Q15818.2     0 . . 

 
PPI : Protein-Protein Interaction ; y : yes ;D : Dominant ; R : Recessive . 
Pou  ha u  g e, u  hiff e  ou  a t  att i u  da s le as où u e pe te de fo tio  du g e se ait e  fa eu  d u  a isme pathologique (1) ou si un 
gai  de fo tio  se ait e  fa eu  d u  a is e pathologi ue  d ap s le ôle att i u  de la p ot i e da s la ph siopathologie. Le  a t  utilis  lo s u il 

tait pas possi le fai e de telles p di tio s. 
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Annexe 2 : Arti le su  l’ tude de trios Alzheimer   



IMMEDIATE COMMUNICATION

De novo deleterious genetic variations target a biological

network centered on Aβ peptide in early-onset Alzheimer

disease
A Rovelet-Lecrux1,11, C Charbonnier1,2,11, D Wallon1,2,3,11, G Nicolas1,2,4,11, MNJ Seaman5, C Pottier1, SY Breusegem5, PP Mathur6,7,
P Jenardhanan6, K Le Guennec1, AS Mukadam5, O Quenez1,2, S Coutant1, S Rousseau1,2, A-C Richard1,2, A Boland8, J-F Deleuze8,
T Frebourg1,4, D Hannequin1,2,3,4, D Campion1,2,9 and CNR-MAJ collaborators10

We hypothesized that de novo variants (DNV) might participate in the genetic determinism of sporadic early-onset Alzheimer
disease (EOAD, onset before 65 years). We investigated 14 sporadic EOAD trios first by array-comparative genomic hybridization.
Two patients carried a de novo copy number variation (CNV). We then performed whole-exome sequencing in the 12 remaining
trios and identified 12 non-synonymous DNVs in six patients. The two de novo CNVs (an amyloid precursor protein (APP) duplication
and a BACE2 intronic deletion) and 3/12 non-synonymous DNVs (in PSEN1, VPS35 and MARK4) targeted genes from a biological
network centered on the Amyloid beta (Aβ) peptide. We showed that this a priori-defined genetic network was significantly
enriched in amino acid-altering DNV, compared with the rest of the exome. The causality of the APP de novo duplication (which is
the first reported one) was obvious. In addition, we provided evidence of the functional impact of the following three non-
synonymous DNVs targeting this network: the novel PSEN1 variant resulted in exon 9 skipping in patient’s RNA, leading to a
pathogenic missense at exons 8–10 junction; the VPS35 missense variant led to partial loss of retromer function, which may impact
neuronal APP trafficking and Aβ secretion; and the MARK4 multiple nucleotide variant resulted into increased Tau phosphorylation,
which may trigger enhanced Aβ-induced toxicity. Despite the difficulty to recruit Alzheimer disease (AD) trios owing to age
structures of the pedigrees and the genetic heterogeneity of the disease, this strategy allowed us to highlight the role of de novo

pathogenic events, the putative involvement of new genes in AD genetics and the key role of Aβ network alteration in AD.

Molecular Psychiatry advance online publication, 21 July 2015; doi:10.1038/mp.2015.100

INTRODUCTION

The genetic architecture of Alzheimer disease (AD) is still incompletely
characterized. Rare autosomal dominant forms of early-onset Alzheimer
disease (EOAD) are caused bymutations within three genes (APP (amyloid
precursor protein), PSEN1 and PSEN2). In addition, genome-wide
association studies have implicated common variants at ~20 genetic
loci.1 Notably, with the exception of the ε4 allele of the APOE gene, these
variants have a modest effect on AD risk (OR ranging from 0.77 to 1.22).
With the advent of whole-exome sequencing, which consists in the
massive parallel sequencing of all protein-coding exons of a genome, it
has become possible to interrogate low-frequency variants in case–
control studies, and rare missense variants in TREM2 and PLD3 have been
reported to increase risk for AD.2,3 However, despite these findings, it is
acknowledged that a substantial part of the genetic component of the
disease remains unidentified.
Recently, the impact of de novo mutations in common neuro-

psychiatric diseases including mental retardation, autism or
schizophrenia has been highlighted by several studies. Together,
these studies have provided arguments that germline mutations

with large effect could account for a fraction of sporadic cases
affected by these conditions. Consequently, a 'de novo' experimental
design has become an attractive paradigm for the discovery of
relevant genes in complex diseases.4 Different types of de novo
genomic events have been studied. Although earlier studies focused
on copy number variations (CNVs), more recent whole-exome
sequencing studies have allowed for the detection of de novo single-
or multiple-nucleotide variants (MNV) and indels. It is now estimated
that CNVs larger than 100 kb occur de novo in ~ 1 of every 50
individuals, whereas each individual carries an average of one exonic
de novo single-nucleotide variants.5 These studies are based on the
simultaneous analysis of the whole-exome sequence of a patient
and of his/her unaffected parents in family trios to detect mutation
(s) present in the patient but not in his/her parents. Owing to the
age structure of AD pedigrees, such a design is difficult to apply
when dealing with diseases affecting elderly subjects. We never-
theless succeeded in sampling 14 EOAD patients (age of onset
younger than 65) with no history of the disease in first- or second-
degree relatives, and their living parents (Table 1).
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MATERIALS AND METHODS

For detailed methods see Supplementary Information.

Subjects
Patients were recruited by a French memory clinical network.
Diagnoses (neuropathologically proven AD, n= 2; probable AD
with evidence of the AD pathophysiological process, n= 12) were
performed according to the NINCDS-ADRDA6 criteria. Inclusion
criteria are described in Supplementary Methods and the
demographic characteristics and APOE genotypes of the sample
are displayed in Table 1. Only patients with no affected relative
among first- or second-degree relatives were included in
the study.

CNV analysis
High-resolution array-comparative genomic hybridization analysis
was performed using the Human High-Resolution Discovery
Microarray Kit 1 × 1 M (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) using standard protocols. All CNVs encompassing genes and
not previously reported in large array-comparative genomic
hybridization studies in the database of genomic variants
(http://dgv.tcag.ca) were confirmed in patients and their inheri-
tance was assessed by quantitative multiplex PCR of short
fluorescent fragments (Supplementary Figure S1).

Exome sequencing
Exomes were captured using Agilent SureSelect Human All Exon
kits. Final libraries were then sequenced on a HiSeq2000.
Bioinformatic pipelines, detection of de novo mutations and con-
firmation by Sanger sequencing are described in Supplementary
Methods.

Building the Aβ network
We performed extensive literature search using Pubmed (January
2014) to collect information linking a set of genes with Amyloid
beta (Aβ) processing, aggregation, clearance or toxicity using as
key words APP, Aβ and each of the subheaders of the gene list
(Supplementary Table S1). As a result, 1988 references in English
language were initially selected based on titles and abstracts.
Irrelevant genes were filtered out and additional candidates were
identified from the body text of these references. Routine

literature searches were subsequently used to maintain the data
set and identify new interactors. We only retained genes for which
experimental evidence based on cell or animal models had been
published. No further exclusion criteria were used except for the
Aβ toxicity category for which genes involved in non-specific late
stages of cell death were not retained. Direct protein–protein
interaction was not a prerequisite but was noted, when
documented. For that purpose, data retrieved during this search
were compared with the extensive list of APP interactors
previously compiled by Perreau et al.7

Testing for enrichment in de novo mutations of the Aβ network
The objective was to test whether the Aβ network was enriched in
de novo mutations among our 12 EOAD patients, compared with
the expected relative mutation rate of this network in the general
population, conditional on the total number of de novo mutations
observed. We considered several candidates of the network
relative baseline mutation rate, either based on the proportion of
bases jointly covered at 20 × that fell within the Aβ network, or
based on the proportion of variants (synonymous or missense,
rare or of any minor allele frequency) carried by the unaffected
parents that fell within the Aβ network.
We tested for the enrichment of the network in de novo

mutations among AD patients using a one-sided binomial test and
adopting the highest baseline estimation as reference to generate
a P-value as conservative as possible.

Analysis of PSEN1-splicing mutation
Total RNA was extracted from patient’s peripheral mononuclear
cells collected in PAXgene Blood RNA tubes (Qiagen, Hilden,
Germany) and reverse-transcribed using the Verso cDNA
synthesis kit (Fisher Scientific, Illkirch, France). WT and mutant
alleles were amplified using the following primers: forward:
5′-TGGAATTTTGGTGTGGTGGG-3′ and reverse: 5′-CCAATCCAAGTT
TTACTCCCCTT-3′.

Analysis of VPS35 L625P mutant
The p.Leu625Pro (L625P) mutation was engineered into the
GFP-VPS35 construct8 using the QuikChange kit (Stratagene, Santa
Clara, CA, USA) according to manufacturer’s instructions. Two
independent clones that contained the L625P mutation were used
for subsequent experiments.

Table 1. Demographic and clinical data of the study participants

Patient code Sex AOO APOE Neuropathology CSF Aβ42
pg ml− 1

CSF Tau
pgml− 1

CSF P-Tau
pgml− 1

Tau/Aβ
42

Age of father (years) Age of mother (years)

At At

N4550 No350 No60 No0.52 Inclusion Childbirth Inclusion Childbirth

EXT 804 M 50 3/4 678 1028 96 1.52 81 26 80 25
EXT 773 M 44 3/3 AD+ CAA 85 30 76 21
EXT 235 F 46 2/3 481 777 96 1.62 87 32 78 24
ROU 682 F 54 3/3 AD 92 27 85 20
ROU 1331 M 58 3/4 366 612 73 1.67 92 27 86 21
ROU 1322 F 50 3/3 573 624 100 1.09 94 35 80 21
EXT 395 F 50 3/4 248 525 124 2.12 81 27 81 27
EXT 488 F 52 3/3 588 627 80 1.07 86 26 85 25
EXT 687 M 49 3/3 396 628 123 1.59 79 28 76 25
EXT 306 F 49 3/4 430 744 101 1.73 76 23 76 23
EXT 186 F 58 3/3 463 1200 145 2.59 91 26 89 24
EXT 344 M 46 3/4 608 900 82 1.48 76 25 77 26
EXT 573 M 46 3/3 390 658 27 1.69 72 24 68 20
EXT 576 F 45 3/4 497 1013 143 2.04 80 30 73 23

Abbreviations: Aβ, Amyloid beta; AD, Alzheimer disease; AOO, age of onset; APOE, APOE genotype; CAA, cerebral amyloid angiopathy; CSF, cerebrospinal fluid.
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For immunoprecipitation experiments, the GFP-VPS35 con-
structs were transiently transfected into HeLa cells, and WT and
mutant forms of GFP-VPS35 were immunoprecipitated, analyzed
by western blotting and detected using 125I-protein A as pre-
viously described.9–11

For immunofluorescence staining, HeLa cells transiently trans-
fected with GFP-VPS35 constructs were fixed and stained 24 h
post transfection as previously described.12 Imaging was per-
formed using either a Zeiss Axioplan epifluorescence microscope,
or the Cellomics ArrayScan V automated microscope for auto-
mated microscopy.10

Conformational dynamics of MARK4 WT and mutant
The microtubule affinity-regulating kinase (MARK)4 sequence
(Uniprot ID: Q96L34), was mutated (ΔG316, E317D) and three-
dimensional structure for both WT and mutant were predicted
using a comparative modeling tool Modeler 9v11 embedded in
Discovery Studio Suite. The crystal structure of MARK2 in active
state (PDB ID: 3IEC)13 was used as template, and predicted models
were refined and validated, with ATP and Magnesium ion docked
into the catalytic cleft using Glide module in Schrödinger Suite14

to represent the functional state of protein. GROMACS v4.5.5
(ref. 15) molecular dynamics simulation suite was used to assess
their stability and conformational dynamics, where root means
square deviation and root means square fluctuation plots were
taken as a measure of stability. Both mutant and WT-predicted
models hold conventional DFG-in/αC-in mode with outward
folding of T-loop favorable for binding downstream substrate
proteins with due changes as a result of their mutation. Adenosine
triphosphate binding was stabilized by coordinate bonds with
Mg2+ and hydrogen bonds with K88 of P-loop and A138 of hinge
region in the MARK4 catalytic cleft. The predicted models have
maintained their structural stability (Supplementary Figure S6) in
the given time scale and hence used to study the structural
changes between mutant and WT MARK4.

Analysis of Tau Ser262 phosphorylation by WT and mutant MARK4
Plasmid encoding the full-length human MARK4 cDNA cloned into
the pcDNA3 expression vector is a kind gift from Dr Alessandro
Beghini. The mutant MARK4 was generated using the Site-
Directed Mutagenesis kit XL-II (Agilent) according to manufac-
turer’s instructions.
Plasmids encoding Tau and the MARK4 constructs were

transiently transfected into HEK293 cells. Twenty-four hours after
transfection, proteins were extracted and analyzed by western
blotting. Blots were stained with antibodies directed against MARK4
(1:2000; Abcam, Cambridge, UK), total Tau (1:50000; Dako, Santa
Clara, CA, USA), Tau-PhosphoSer262 (1:2000; Invitrogen, Illkirch,
France) and Actin-2066 (1:10000; Sigma, Lyon, France). Differential
Ser262 staining by WT or mutant MARK4 was compared using a
paired t-test after log transformation of normalized staining values.

RESULTS

We searched for de novo variations in the index cases of these
trios using a two-step procedure. First, these patients were
screened for CNVs by high-resolution array-comparative genomic
hybridization allowing for a resolution of about 10 kb. An average
of 47 CNVs (range 25–59) was detected per patient, three in
average corresponding to rare CNVs encompassing genes.
Subsequent analysis of rare CNVs intersecting genes in patients
and their parents by quantitative multiplex PCR of short
fluorescent fragments showed that all but two of these variants
were inherited. In patient EXT 773, we observed a 7.6 Mb de novo
21q21 duplication, which encompassed APP and 15 other genes
(Figure 1a and Supplementary Figure S1). Patient EXT 804 bore a
12 kb de novo deletion involving the intron 1 of BACE2 (Figure 1b

and Supplementary Figure S1), which does not overlap with any
CNV reported in the database of genomic variants (URL: http://
dgv.tcag.ca/).
In the 12 remaining trios, we then conducted a whole-exome

sequencing screening. We generated ~ 4.5 Gb of sequence per
individual with a mean depth of 96.88-fold on RefSeq coding
exons and canonical splice sites (± 2 bp). At this depth of
coverage, an average of 81 and 89.8% of RefSeq coding exons and
splice sites were jointly covered by at least 20 high-quality reads
among the three trio members for exomes captured with Agilent
SureSelect Human All Exon V4+UTRs and V5 kits, respectively
(Supplementary Figure S2). Among the 20 001 exonic and splicing
variants observed in average per exome, we identified 15 de novo
variants (DNVs) in seven individuals (Table 2). All were confirmed
by Sanger sequencing. The observed rate of de novo events
per individual in the RefSeq protein coding exons was 1.25,
corresponding to an exonic point mutation rate of 2.14 ×10− 8, in
accordance with previous estimates.16

The distribution of the number of DNVs per trio did not differ
from the Poisson distribution (P= 0.86, with one expected DNV per
individual). Among the 15 DNVs, we observed 3 synonymous and
12 amino-acid-altering DNVs, including 10 missense variants, 1
splice site variant and one MNV. With the exception of the PHKA2
p.Arg290His variant (found once in the 1000 Genomes cohort),
none of them was present in variants databases. The non-synony-
mous to synonymous ratio was 3.33. Five of the 10 missense
variants were classified as damaging by at least 2 of 3 prediction
programs (SIFT, Polyphen2 and Mutation Taster) (Table 2).

An Aβ-centered network
It is widely recognized that the Aβ peptide, resulting from the
sequential cleavage of the APP, has a key role in the pathogenesis
of AD.17 Therefore, to interpret the biological significance of the
DNVs identified in our trios, we registered all genes whose protein
product was known to interact with Aβ production, aggregation,
clearance or synaptic toxicity. We undertook a manual curation to
collate, via a comprehensive literature search, all relevant
information. As a result, a list of 323 genes defining an Aβ-
centered network was defined (Supplementary Table S1). Then, for
each trio analyzed by whole-exome sequencing, we calculated the
number of coding nucleotide positions/canonical splice sites
successfully read at at least 20 × in all trio members, summed
these numbers across the 12 trios and dichotomized them
between positions corresponding to genes included or not within
the network. Three non-synonymous/splice site DNVs (all pre-
dicted to be damaging) affecting the PSEN1, VPS35 and MARK4
genes were identified among the 7 483 907 base pairs jointly read
at 20 × within the network, and nine (four predicted to be
damaging) among the 351 165 260 base pairs outside the
network. This corresponds to a significant enrichment of non-
synonymous/splice site DNVs within the network (P= 0.0018, odds
ratio = 15.3 with 95% confidence interval (2.7;61.3), Fisher's exact
test). When only considering variants predicted to be damaging,
with three of seven non-synonymous/splice site DNVs hitting the
network, the P-value was 0.0003, odds ratio = 34.5 with 95%
confidence interval (5.1;203.3)). To ensure that this enrichment
was not the consequence of a non-specific high rate of de novo
mutations within the genes of the network, we applied the same
procedure to synonymous DNVs. No enrichment in synonymous
DNVs within the network’s genetic surface was found (P= 1). We
also verified that the proportion of jointly covered base pairs did
not significantly differ in genes of the network compared with
other genes (P= 0.7108, Mann–Whitney U-test). To further ensure
that the enrichment was not artifactual, we finally computed
several estimates for the expected relative de novo mutation rate
of the network with respect to the entire exome in the general
population (see methods and Supplementary Table S2). We
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estimated the expected relative de novo mutation rate of the
network by the ratio of the variant burdens found within the
network and in the whole-exome sequence among the parents.
Four classes of variants, which could be affected differently by
selective pressure and genetic drift, namely (i) synonymous, (ii)
missense and splice variants, (iii) rare synonymous and (iv) rare
missense and splice variants, were considered to obtain a variety
of estimates. Compared with the highest estimation of the
relative de novo mutation rate of the network, three hits among
12 within the network corresponded to a significant enrichment in
our EOAD patients (P= 0.0032, binomial test). Omitting the trio
bearing the PSEN1 mutation, with two out of nine mutations
hitting the network, the effect remained significant (P= 0.0212).
We conclude that the excess of DNVs among a set of genes a priori
classified as etiologically relevant in our EOAD patients supports
the hypothesis that rare mutations spread among genes of the Aβ
network are involved in the genetic determinism of sporadic
EOAD. Overall, when taking into account the APP duplication and
the BACE2 intronic deletion, 9 out of 14 patients carried at least
one de novo genetic variation, among which five of them affected
a gene of the Aβ network (Table 2). Note that we did not find
arguments in favor of mosaicism for all de novo mutations
(Supplementary Figure S1), suggesting that they all are germline
events. We next focused on the biological consequences of these
five variations.

Biological consequences
APP duplication. The interpretation of the 21q21 duplication is
straightforward. We had previously established that APP

duplication, leading to a 1.5-fold increase in APP expression,18 is
a cause of AD with cerebral amyloid angiopathy.19 Consistently,
the neuropathological examination of this patient showed Braak
stage VI AD lesions with prominent cerebral amyloid angiopathy.
Although 15 other genes were involved in this duplication
(Figure 1), it is now well-established that the duplication of APP
alone is sufficient to cause AD.20

BACE2 deletion. The BACE2 deletion is located at the end of
intron 1, and overlaps enriched H3K4Me3 and H3K27Ac histone
marks (Figure 1c and Supplementary Figure S1), which are mole-
cular correlates of promoters and enhancers, respectively.21,22 The
BACE2 gene encodes a protease known both to degrade Aβ
intracellularly and to lower Aβ level via a θ-secretase cleavage of
APP leading to non-amyloidogenic processing.23,24 Therefore,
reduced BACE2 expression is predicted to result in a proamyloido-
genic effect. To investigate whether this deletion could have an
effect on BACE2 expression, we performed reverse transcription-
quantitative multiplex PCR of short fluorescent fragments experi-
ments on cultured fibroblasts of the patient and 10 control
individuals (see Supplementary Methods). Although BACE2 mRNA
expression in the patient’s fibroblasts was among the lowest
measured in this sample, it was not possible to firmly conclude on
the putative proamyloidogenic effect of this mutation because of
the large inter-individual variability among controls (data not
shown).

PSEN1 c.869-2A4G mutation. The c.869-2A4G PSEN1 mutation
is located on the splice acceptor site of exon 9, and is thus
predicted to lead to the exclusion of the exon. Reverse

Figure 1. Detailed view of the rearrangements detected by 1M array-CGH. (a) The patient EXT 773 carries a 7.6 Mb duplication
(chr21:23,561,982-31,154,110, hg19) that encompasses the APP gene and 15 other genes. (b) The patient EXT 804 carries a 12 kb intragenic
deletion of BACE2. (c) Snapshot of genomic region 41.46–41.53 Mb of chr21 displayed using the UCSC genome browser (GRCh37/hg19)
showing the intronic location of the BACE2 partial deletion (black line). The RefSeq Genes track shows the exon/intron structure of BACE2
transcripts and the PLAC4 intronless gene. The H3K4Me3 Raw Signal and ENCODE H3K27Ac tracks show the location and levels of enrichment
of H3K4Me3 and H3K27Ac histone marks, which are molecular correlates of promoters and enhancers, respectively. See also Supplementary
Figure S1.
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Table 2. De novo variants identified in the 14 EOAD trios

Trio ID De novo CNV

EXT 804 12-kb deletion within BACE2 intron 1
EXT 773 7.6-Mb duplication encompassing APP gene

De novo variants identified by whole-exome sequencing

Gene (NM ID) Type c.DNA level change Protein level change Mutation taster Polyphen2 SIFT
EXT 235 PSEN1 (NM_00021.3) Splice c.869-2A4G Exclusion of exon 9 and Ser290Cys

change at aberrant exon 8–10 junction
Disease causing (1) NA NA

CASC5 (NM_170589.4) Missense c.2533C4T p.Leu845Phe Pol (1) Benign (0) Tolerated (0.4)
ZDHHC13 (NM_019028.2) Missense c.632T4C p.Val211Ala Pol (0.738) Benign (0) Tolerated (0.61)

ROU 682 VPS35 (NM_018206.4) Missense c.1874T4C p.Leu625Pro Disease causing (1) Probably damaging (1) Del (0.01)
OXTR (NM_000916.3) Synonymous c.714G4T p.Ala238Ala NA NA NA

ROU 1331 MARK4 (NM_001199867.1) MNV c.946_951delGGTGAGinsGAT p.Gly316_Glu317delinsAsp Disease causing (0.96) NA NA
ABCA12 (NM_173076.2) Missense c.2067C4A p.Asp689Glu Pol (0.924) Benign (0.012) Tolerated (0.19)
MYCT1 (NM_025107.2) Missense c.580C4T p.Pro194Ser Pol (1) Benign (0.001) Tolerated (0.88)
ACO2 (NM_001098.2) Synonymous c.1443C4T p.Asp481Asp NA NA NA

ROU 1322 ADH7 (NM_000673.4) Synonymous c.627C4T p.Val209Val NA NA NA
EXT 395 CPM (NM_001874.4) Missense c.352C4T p.Arg118Trp Disease causing (1) Probably damaging (1) Del (0)

RNF213 (NM_001256071.2) Missense c.5114C4T p.Thr1705Met Disease causing (0.79) Probably damaging (0.987) Del (0)
EXT 488 SLC25A27 (NM_004277.4) Missense c.811A4G p.Lys271Glu Disease causing (0.998) Possibly damaging (0.835) Tolerated (0.06)

PHKA2 (NM_000292.2) Missense c.869G4A p.Arg290His Disease causing (1) Possibly damaging (0.878) Del (0.02)
EXT 687 RGS13 (NM_144766.2) Missense c.227G4A p.Arg76Gln Pol (1) Benign (0.002) Tolerated (0.23)
EXT 306 − − − − − − −

EXT 186 − − − − − − −

EXT 344 − − − − − − −

EXT 573 − − − − − − −

EXT 576 − − − − − − −

Abbreviations: CNV, copy number variation; Del, deleterious; NA, not applicable; Pol, polymorphism. De novo CNV identified by array-CGH are represented at the top of the table. Trios with no de novo CNV were
analyzed by WES. De novo single-nucleotide variants or MNV are listed in the lower part of the table. Genes in bold are those belonging to the Aβ network. Predicted effect on protein structure is assessed by
three prediction software programs: Mutation Taster, Polyphen2 and SIFT.
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transcription-PCR experiments confirmed the skipping of exon 9,
resulting in the introduction of a missense mutation (p.Ser290Cys)
at the aberrant exon 8/10 splice junction (Supplementary Figure
S4). The effect on protein structure is thus similar to that of the
well-known c.869-1 G4T substitution,25 whose pathological
consequences on Aβ42 production have been examined in detail
by Steiner et al.26

VPS35 p.Leu625Pro mutation. The VPS35 protein assembles with
the other vacuolar protein-sorting VPS29 and VPS26 to form the
cargo-selective subcomplex of the retromer complex, which
mediates endosomal protein sorting into the endosome-to-Golgi
and endosome-to-cell surface recycling pathways. Notably, the
retromer complex controls the localization of the membrane
protein SorLA, which has a crucial role in APP recycling and Aβ
lysosomal degradation. SorLA is encoded by the SORL1 gene, for
which both rare and common variants have been associated with
AD risk.27,28 In addition, the retromer cargo-selective subcomplex
also functions as a hub for recruiting other machinery involved in
endosomal protein sorting, including the WASH complex (com-
prising WASH1, strumpellin, FAM21, KIAA1033 and CCDC53),
FKBP15 and TBC1D5.29 A rare missense mutation of VPS35,
p.Asp620Asn (D620N), has been found to cause Parkinson disease
and results in impaired association of the retromer cargo-selective
subcomplex with the WASH complex.30,31

The L625P mutation is located in the VPS35 C-terminal domain
involved in VPS29 binding, similar to the D620N missense
mutation. When HeLa cells were transiently transfected with a
GFP-tagged VPS35 L625P mutant, the mutation reduced the
amount of VPS29 that co-immunoprecipitates with the tagged
VPS35 (Figure 2), although the effect was not as pronounced as
that of the H675R mutation, a mutation initially characterized in
Saccharomyces Cerevisiae that totally abolishes the binding to
VPS29.9 The ability of the L625P mutant to co-immunoprecipitates
VPS26 also appeared compromised relative to WT VPS35
(Figure 2). Interestingly, the L625P mutation exhibited strikingly
different properties than the Parkinson disease-causing D620N
mutation that binds VPS26 and VPS29 normally but associates
weakly with FKBP15 and the WASH complex proteins FAM21
and strumpellin. By contrast, the L625P mutant could co-
immunoprecipitate FKBP15 and the WASH complex similarly
to WT VPS35. However, as the association of TBC1D5 with the
retromer cargo-selective subcomplex depends on binding to
VPS29, the reduced binding of VPS29 to the VPS35 L625P mutant
also reduced the amount of TBC1D5 that co-immunoprecipitates
with the GFP-tagged VPS35 L625P mutant (Figure 2). Consistent
with these findings, when the cellular localization of the L625P
mutant was examined, we observed that the association of VPS35
L625P to endosomes was markedly reduced compared with WT
VPS35 or the D620N mutant (Supplementary Figure S5). We

Figure 2. VPS35 L625P coimmunoprecipitation with retromer components and associated proteins. HeLa cells were transiently transfected
with GFP-tagged VPS35 constructs. Two independent VPS35 L625P clones (#1 and #2) were analyzed. Lysates were immunoprecipitated with
anti-GFP. (a) Detection of retromer and associated proteins by western blotting. (b) Analysis of lysates (1% total) by SDS‐PAGE and western
blotting, confirming the presence of the transfected construct and other retromer components in the initial lysates. (c) Quantification of the
amount of proteins coimmunoprecipitated with VPS35, normalized to VPS35 signal and expressed as a % compared with WT. Results were
compared using a paired t-test after log transformation. Error bar denotes s.e.m. *Po0.05; **Po0.01; ***Po0.001. See also Supplementary
Figure S5.

De novo mutations in early onset Alzheimer disease
A Rovelet-Lecrux et al

6

Molecular Psychiatry (2015), 1 – 11 © 2015 Macmillan Publishers Limited



therefore conclude that the L625P mutant, acting by a mechanism
different from the Parkinson disease-causing D620N mutation,
behaves as a partial loss-of-function mutant that shows reduced
ability to form functional complexes with both VPS29 and VPS26.
To interpret this loss-of-function mechanism in the context of AD,
we should remember that reduction of VPS35 expression has been
shown to modulate APP processing in transgenic animals or cell
cultures. Among the 11 studies addressing the role of loss of

VPS35 function,27,32–41 all but one concluded that a reduction in
VPS35 expression resulted in increased Aβ production.

MARK4 p.Gly316_Glu317delinsAsp MNV. MARK4 is a member of
the MARK protein family, consisting of four highly conserved
members (MARK1–4) and is involved in the early phosphorylation
of Tau at Ser262, inducing detachment of Tau from microtubules
and priming it for further phosphorylation by other kinases such

Figure 3. Structural changes observed as a result of ΔG316, E317D changes in the CD motif of MARK4. (a) Superimposition of predicted model
of wild-type (in gray) and mutant (in beige) MARK4, and their denoted structural features. Movement of T-loop in wild-type and mutant
models; the distance was calculated between the helical axis of αC helix and p-Thr214 from the T-loop in C lobe. Displacement of CD motif in
the linker region between kinase and ubiquitin-associated (UBA) domain; the distance is calculated between the helical axis of helix HE in C
lobe and the CD motif. The change in the exposure of residues E317 (WT), D317 (mutated) and E315, E318 of CD motif in both the wild-type
and mutated forms are also displayed. Blue regions represent wild-type MARK4, whereas red regions represent MARK4 mutant. (b and c)
Representation of molecular interactions between ATP and the residues in MARK4 Kinase-UBA domain of wild-type and mutant, respectively.
(Black-dotted line: hydrogen bond formation, pink dotted lines: P–Pi interactions, green lines: Pi-Cation, blue-dotted lines: charge interactions.
Distances represented in Å units. See also Supplementary Figure S6.
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as GSK3β and CdK5.42 MARK4 appears to have a more pronounced
role than other MARKs in this process.43 The overexpression of
MARK4 in primary cultures of rat hippocampal neurons leads to
Tau hyperphosphorylation, reduced expression of synaptic mar-
kers and dendritic spine loss, a phenotype reminiscent of that
observed after Aβ oligomer treatment. Furthermore, pharmacolog-
ical inhibition of MARK kinases abrogated the toxic effects of Aβ
oligomers on dendritic spines and synapses.44 Accordingly, in
drosophila models, Tau Ser262 phosphorylation is critical for
Aβ42-induced Tau toxicity,45 and PAR-1 kinase (the fly ortholog of
MARKs) has an initiator role in the temporally ordered phosphor-
ylation process that confers Tau toxicity.46 Altogether, these data
demonstrate that phosphorylation of Tau by PAR-1/MARK family
kinases is a primary downstream event by which Aβ exerts its
toxicity on synapses and dendritic spines.
The MARK4 double amino-acid change (ΔG316, E317D) caused

by the MNV is located in a negatively charged short motif linker
that resembles the common docking site in MAP kinases47 and is
known to tether the kinase to partners, that is, substrates or
regulators.48 To gain insight on the structural modifications
induced by these changes, we predicted the three-dimensional
structure of WT and mutant form of MARK4 kinase-ubiquitin-
associated (UBA) domain in active form (see methods).
The two amino-acid changes did not modify the conformation

of the common docking motif. However, they altered the
structural arrangement of the common docking motif with
respect to the above-lying helix HE of the C lobe. They increased

the distance from the original 7.1 Å observed in WT form to
~ 7.7 Å, thereby exposing the charged residues E315, E317 and
E318, which would aid in strengthening the association of MARK4
with partner proteins (Figure 3a). Superimposition of the kinase-
UBA regions of mutant form with the WT active form displays drift
in the position of N and C lobes, wherein the distance between
the lobes is about 17.8 Å when mutated compared with 22.4 Å in
WT form, signifying that they move toward the ATP-binding cleft.
As a result, the interaction between ATP and the residues of the
catalytic cleft is enhanced by the addition of several new
interactions. In the WT, ATP forms hydrogen bonds with K88
and Y137, and in mutant form, in addition to these interactions, it
forms hydrogen bonds with K67, G68, N69 of P-Loop, and with
K102 of αC helix (Figure 3b and Supplementary Figure S6).
Moreover, the T-Loop in the mutant model shows considerable
displacement with reference to its native position observed in the
WT model (Figure 3a), which further increases the area of the
substrate-binding region, facilitating a strong association of
MARK4 with its associated proteins. These observations indicate
that the mutation in the common docking motif tends to constrict
the space between the N and C lobes, strengthens the association
of ATP, and increases the volume of the substrate-binding cleft.
These features are predicted to result in a stronger association
between MARK4 and substrates, and an increase in phosphoryla-
tion activity.
To directly assess the consequence of the MARK4 MNV on Tau

phosphorylation, we co-transfected HEK293 cells with Tau and

Figure 4. Tau Ser262 phosphorylation by wild-type and mutant MARK4. (a) HEK293 cells were transiently transfected with the empty pcDNA3
vector (lane 1), 2N4R Tau (lane 2) or co-transfected with 2N4R Tau and either the wild-type (lane 3) or mutant p.Gly316_Glu317delinsAsp
MARK4 L (lane 4). PhosphoSer262 Tau, total Tau and MARK4 were detected by western blotting (upper panels). Band intensities were quantified
and normalized to the actin staining (lower panels). All experiments were performed in four biological replicates. (b) The phosphoSer262-Tau
staining was normalized to the levels of overexpressed Tau and MARK4. Differential Ser262 staining following WT or mutant MARK4
overexpression was compared using a paired t-test after log transformation of normalized staining values. Error bar denotes s.e.m.
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either the WT or mutant MARK4 constructs and analyzed Tau
Ser262 phosphorylation by western blotting (Figure 4a). We
observed a significant increase of Tau Ser262 phosphorylation
(P= 0.01; paired t-test on log-transformed staining values) in cells
transfected with the mutant compared to the WT construct
(Figure 4b). We conclude that the MARK4 MNV results in a gain-of-
function regarding the ability of MARK4 to phosphorylate Tau on
Ser262.

DISCUSSION

In complex diseases such as autism or schizophrenia, despite the
wealth of data recently generated, interpreting the role of de novo
mutations remains challenging. These mutations are often
retrieved as singletons and inferring causality necessitates the
arduous identification of genes recurrently hit by disruptive
mutations.4 However, this requires hundreds or thousands of trios
as illustrated by the few genes so far identified with certainty in
huge studies (including ~ 4500 trios) in autism spectrum
disorder.49,50 Given the difficulty of identifying recurrently hit
genes, these studies have focused on the demonstration that de
novo mutations aggregate within particular biological
pathways.49–52 In the context of EOAD, we took advantage of
the large body of pathophysiological data accumulated in the past
20 years to define an a priori biological network containing
potentially etiologically relevant genes. We show that this network
is indeed significantly enriched in de novo mutations. Note that, as
the delineation of the network is based on the current knowledge
of Aβ biology, we cannot exclude that some genes hit by de novo
mutations and listed as 'out of the network' are in fact genuine Aβ
genetic interactors, which would lead to an even higher
enrichment.
By sampling 14 EOAD sporadic cases, we detected two clearly

pathogenic de novo events, known to be responsible for
autosomal-dominant forms of the disease. It should be noted
that this is the first de novo APP duplication reported so far and
that only three proven PSEN1 de novo missense mutations had
previously been reported in AD patients.53–55 Mutations in
sporadic AD cases have already been reported. However, it is
necessary to confirm both parenthood and the absence of
mutation in unaffected parents before claiming the de novo
occurrence of a mutation. The parents are often deceased at the
time of genetic analyses of their offspring, so that their DNA
cannot be obtained. The role of de novo APP and PSENs causative
events in sporadic EOAD is therefore probably underestimated. It
should be noted that, given our limited sample size, no frequency
data of de novo causative EOAD events should be inferred from
this study.
For the APP duplication and the PSEN1 mutation, the functional

consequences are well-known. For the other genes in the network,
we undertook functional studies to demonstrate a significant
effect of these mutations on relevant biological parameters. We
succeeded for two genes. With VPS35 variation, our data support
the role of the endosomal trafficking pathway in EOAD and
underline the importance of the retromer genes in the genetic
architecture of the disease. More importantly, in the context of
current efforts to link Aβ pathology to Tau pathology in AD, we
provide the first genetic evidence that MARK4, a gene coding for a
kinase of Tau, is involved in AD pathogenesis. By increasing Tau
phosphorylation at position 262, this mutation is predicted to
favor detachment of Tau from the microtubule network. Whether
this mutation acts synergistically with Aβ exposition to promote
Tau pathology or totally bypasses it remains to be established.
Despite these functional arguments and contrary to the APP

duplication and the PSEN1 mutation, which are currently
considered as fully penetrant mutations, no definite conclusion
should be drawn regarding the penetrance of the VPS35 and the
MARK4 mutations, in the absence of segregation data in the next

generations. Indeed, as the onset of AD appears after the
reproduction age, we may expect transmission of these rare
variants. Thus, searching for the potential implication of rare
variants in the genes hit by DNVs in this work in unexplained
familial cases could be promising but will require huge sample
sizes in a case–control setting or large pedigrees.
Owing to the age structure of AD pedigrees it was not possible

to include late-onset AD cases in our sample. The question of
whether de novo mutations also affect a subset of late-onset AD
cases or will by necessity manifest with earlier onset disease
cannot be addressed. We can only speculate that some de novo

mutations might result in a late expression of AD. Indeed, some
late-onset AD cases are sporadic and have parents deceased in an
advanced age without AD. This could be consistent with the
contribution of a de novo mutation, but also of incompletely
penetrant inherited variants or of environmental factors.
In conclusion, our data support the validity of the family trio

strategy. They reinforce the conclusions drawn in mental
retardation, another condition for which sufficient knowledge of
the underlying biological pathways allowed to establish causality
for a large subset of de novo mutations identified in a family trio
screen.56 More generally, as the understanding of the pathophy-
siological grounds of complex diseases improves, this study
design combining a network-based analysis with biological
validation of variants will most likely become a choice strategy
to identify etiologically relevant rare variants spread among a
large collection of genes.
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