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Résumé

L'avenement du séquencage haut débit permet actuellement d’étudier et d’analyser la part de la
composante génétique des maladies complexes médiée par les variants rares. Cependant, leur
interprétation représente un défi majeur. En effet, le séquencage de milliers d’exomes et de
génomes a révélé la complexité du polymorphisme humain et notamment la surreprésentation de
variants rares. Et malgré le développement de logiciels d’analyse ainsi que de différentes bases de
données, la priorisation des variants rares reste difficile.

Dans le cadre de cette thése, nous avons focalisé nos analyses sur les variations génétiques rares
impliquées dans la maladie d’Alzheimer (MA). D’un point de vue génétique, la MA répond dans une
majorité des cas a un déterminisme multifactoriel mais une minorité des cas sont des formes
précoces a transmission autosomique dominante. La caractérisation des genes PSEN1, PSEN2 et APP
responsables des formes mendéliennes de MA a permis de formuler I'hypothése de la cascade
amyloide en plagant le peptide amyloide (AB) au centre du processus physiopathologique.

Afin de détecter de nouveaux facteurs de risque génétique dans la survenue de la MA, nous avons
réalisé une étude d’association a partir de données de séquencage d’exomes de 522 cas atteints de
formes précoces de MA et 584 contrbles. Les premieres 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 déléteres dans le géne ABCA7 chez les individus malades.
Notre attention s’est ensuite portée sur les variations du nombre de copies (CNVs). L'absence de
récurrence a I'échelle d’'un géne nous a amené a travailler sur une liste de génes. En nous focalisant
sur I'hypothése amyloidergique, nous avons construit une liste de 342 genes impliqués dans le
métabolisme et la toxicité du peptide AB. Grace a cette stratégie, nous avons ainsi réussi a mettre en
évidence un enrichissement de CNVs rares intersectant ce réseau centré sur le peptide AP.

Le résultat majeur de cette étude de CNVs a été la mise en évidence d’une duplication du locus
17921.31 chez 5 patients atteints d’'une maladie neurodégénérative similaire a une maladie
d’Alzheimer. Les patients porteurs présentent un diagnostic clinique de MA, des biomarqueurs et
une imagerie métabolique en faveur d’'une neurodégénérescence de type Alzheimer. En revanche,
I'imagerie amyloide et I'analyse neuropathologique n’ont pas révélé de pathologie amyloide et sont
donc en faveur d’une tauopathie pure.

L’étude des CNVs a également révélé une délétion partielle du géne 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 amyloides plus longs, ces derniers étant
des médiateurs majeurs de la neurotoxicité d’AB.

Mots clé : séquengage haut débit, exome, études d’association, maladie d’Alzheimer 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-B peptide (AB) 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 AB peptide. Thanks to this strategy, we found an
enrichment of rare CNVs intersecting this AB network in cases.

The main result of this CNV study was the identification of a duplication of the 17921.31 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 AB neurotoxicity.

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

Disease, ABCA7, CNV, MAPT, 17q21.31, PSEN1
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Abréviations

A2M : a-2-macroglobulin

ABCA7 : ATP-Binding Cassette transporter A7

ADN : Acide D soxyRiboNucl iques

ADEOAD : Autosomal Dominant Early-Onset Alzheimer Disease
AICD : APP IntraCellular Domain

AMPA : a-amino-3_hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
APH-1 : Anterior Pharynx defective 1

APOE : Apolipoprotein E

APP : Amyloid Precursor Protein

APP-CTFa : APPa C-terminal fragment

APP-CTFB : APP8 C-terminal fragment

ARN : Acide RiboNucl iques

BAC : Bacterial Artificial Chromosome

BWA : Burrow-Wheeler Alignment

CGH : Comparative Genomic Hybridization

CHRNA7Y : Cholinergic Receptor Nicotinic Alpha 7 Subunit
CLU : Clusterin

CNV : Copy Number Variation

CTF : C-Terminal Fragment

dNTPs : d oxyNucl otides Tri Phosphate

ExAC : Exome Aggregation Consortium

FTDP-17 : Frontotemporal Dementia and parkinsonism linked to chromosome 17
GATK : Genome Analysis Tool Kit

gnomAD : Genome Aggregation Database

GWAS : Genome Wide Association Study

Indel : Insertion/d | tion

LCR : liquide ¢ phalo-rachidien

LTD : Long Term Depression

LTP : Long Term Potentiation

MA : Maladie d’Alzheimer

MAPT : Microtubule-Associated Protein Tau

MCI : Mild Cognitive Impairment



MNV : Multiple Nucleotide Variant

MT : Microtubules

NAHR : Non-Allelic Homozygous Recombination ; Recombinaison homologue non-all lique
NCT : Nicastrin

NGS : Next Generation Sequencing

NINCDS-ADRDA : National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Strokes —
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association

NMDA : N-methyl_D-aspartate

NTF : Amino-Terminal Fragment

OR : Odds Ratio

Pen-2 : PSEN enhancer 2

PPI: Prot ine-Prot ine 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



[ Introduction

Les maladies humaines sont le résultat d’'une combinaison de facteurs environnementaux et
g n tiques. En fonction de la maladie tudi e, la part attribuable la composante g n tique ou
environnementale varie. Les maladies mend liennes sont enti rement expliqu es par la composante
g n tique tandis que les maladies complexes sont sous I'influence d’une part variable de facteurs
g n tiques et environnementaux. Le graphique adapt de Manolio et collaborateurs permet de
repr senter le r le des diff rentes classes de variants dans la composante g n tique des maladies
humaines (Manolio et al., 2009) (Figure 1 page ). Les variants sont r partis selon leur fr quence
dans la population g n rale en fonction de leur effet sur le risque de d velopper la maladie. Les
variants responsables de maladies mend liennes sont extr mement rares dans la population
g n rale et conf rent un risque maximal de d velopper la maladie. Dans le cas des maladies
complexes, I'effet des facteurs g n tiques est multiple et deux hypoth ses co-existent : variants
communs — maladie commune (common variant-common disease) et variants rares — maladie
commune (rare variant-common disease). Le paradigme actuel consid re que les maladies complexes
s’expliquent par une combinaison de variants fr quents et rares (fr quence all lique inf rieure 1 )
conf rant un risque faible ou lev de d velopper la maladie. Les études d’association
pang nomique (Genome Wide Association Study: GWAS) ont permis d’élucider une part de la
composante g n tique li e aux variants fr quents tandis que I'avenement récent des techniques de

s quencage hautd bit rend possible lad tection et I'analyse des variants rares.

Variants fréquents

L’hypothése « Common disease, common variant » a merg durant les ann es 2000 et consid re
gu’une part importante de la composante g n tique des maladies complexes est m di e par des
facteurs de risque g n tique fr quents (Gibson, 2012). En fait cette hypoth se refl tait les
connaissances de I'époque sur le polymorphisme humain, alors sous-estim . Cette hypoth se a pu
tre test e gr ce  des analyses pang nomiques dites de GWAS qui reposent sur des tudes
d’association cas-contr les. Chaque individu est g notyp sur un grand nombre de variations
nucl otidiques fr quentes suffisamment espac es sur le g nome pour permettre de couvrir la
totalit des blocs haplotypiques. Pour chacune de ces variations, la fr quence all lique est compar e
entre les cas et les contr les pour d terminer les all les fr quents risque ou protecteurs. En dehors
de quelques exceptions, la plupart des signaux d tect s sont associ s un risque relatif faible
(approché par I'odds ratio (OR)), Les variants tudi s sont souvent interg niques et distants de
plusieurs g nes. L’hypothese est que ces variants peuvent toucher des régions régulatrices

d’expression ou étre en déséquilibre de liaison avec un variant génique qui alt re la fonction d’un



g ne. Les GWAS mettent donc en vidence des loci, mais il est souvent difficile de d terminer quel

est le polymorphisme ou m me le g ne pr cis qui est responsable du signal.

Variants rares

L'hypothese common disease, rare variants propose d’expliquer la part de la composante g n tique
des maladies complexes partir de variants g niques rares qui conf reraient un risque important de
d velopper la maladie. En effet, la th orie de I'évolution suppose que des variants d | t res
touchant les r gions codantes sont soumis la pression de s lection et donc maintenus basse
fr quence dans la population. Cependant, certains variants rares peuvent galement avoir un effet
faible dans la survenue de la maladie et sont plus difficiles  tudier. Depuis le d but des ann es
2010, le d veloppement important des tudes de s quencage nouvelle g n ration (Next Generation
Sequencing : NGS) a rendu possible I’exploration de cette hypoth se avec notamment le s quencage

d’exome qui permet d’accéder a I'ensemble des variations codantes d’un individu.

La probl matique de cette th se a t d’identifier, a partir de données de séquencage d’exomes, de
nouveaux facteurs g n tiques associ s la maladie d’Alzheimer du sujet jeune. Dans l'introduction,
j’aborderai dans un premier temps le défi de l'interprétation des variations g n tiques d tect es
partir de données de séquencage d’exomes puis les stratégies d’études g n tiques en focalisant mon
propos sur les études d’association. Enfin, je reviendrai sur les aspects g n tiques et
physiopathologiques de la maladie d’Alzheimer.

Les r sultats s’articuleront autour de trois articles résultant de I'analyse d’association cas-contr les
men e au laboratoire. Cette tude d’association nous a permis de mettre en vidence (i) un
enrichissement de variants rares dans le g ne ABCA7 et (ii) un exc s de remaniements g nomiques
intersectant une liste de g nes centr e sur le peptide amylo de chez les cas, r sultat duquel ont
d coul deux tudes. La premiére étude a révélé I'implication de la duplication du locus 17g21.31
chez des patients atteints de d mences pr coces. La seconde étude a permis d’évaluer les

cons quences fonctionnelles d’'une nouvelle délétion g nomique de PSEN1.
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Figure 1 : Répartition des variants génétiques impliqués dans les maladies humaines en fonction de leur fréquence et
de leur effet

Figure adapté de Manolio et al., 2009

Le graphe représente la répartition des variants en fonction de leur fréquence dans la population générale (en abscisse) et
de leur risque sur la survenue de la maladie (en ordonnée). Les variants responsables de formes mendéliennes sont
extrémement rares et conférent un risque maximal de développer la maladie (en haut a gauche sur le graphique). A
l'autre extrémité on considére les variants fréquents qui conferent un risque faible de développer la maladie.
Exceptionnellement, certains variants fréquents peuvent également conférer un risque important de développer la
maladie (exemple de l'allele €4 de I’APOE (Apolipoprotein E) dans la maladie d’Alzheimer). Enfin, les variants rares
conferent soit un risque intermédiaire a élevé de développer la maladie soit un risque faible mais dans ce dernier cas ils
sont plus difficiles a étudier.



A. La révolution du séquencgage haut débit

Initi en 1990 et achev en 2004, le s quencage complet du g nome humain a profond ment chang
notre vision de la g n tique (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004; Lander et
al.,, 2001; Venter et al., 2001). Cette avanc e majeure a servi de socle pour le d veloppement
d’analyses pangénomiques dont le séquengage a haut débit de I'exome (~1,6% du génome). S'il a
fallu presque 15 ans pour obtenir le premier g nome complet gr ce au shotgun sequencing
(s quencage de courts fragments subclon s), aujourd’hui quelques semaines suffisent pour acc der
a I'ensemble des variations génétiques codantes d’un individu.

Cette r volution technologique a t n cessairement accompagnée d’'un essor des outils
bioinformatiques pour permettre I'analyse des données générées. La détection et I'annotation des
variants nucl otidiques (Single Nucleotide Variants: SNV), des insertions/d | tions et, plus
r cemment, des variations du nombre de copies (Copy Number Variation : CNV) partir de ces
donn es sont maintenant r alis es gr ce des logiciels bioinformatiques complexes qui n cessitent
des comp tences tr ssp cifiques.

Cette avanc e technologique a permis de franchir un cap en termes de connaissances des bases
mol culaires de nombreuses maladies mend liennes et complexes, mais galement d’un point de

vue conceptuel via le s quencage accru de nombreux g nomes et exomes humains.

1. Une révolution technologique

a. Le séquencage d’exome
Si le s quencage Sanger suivi d’'une lectrophor se capillaire est la technique de référence lorsqu’il
s’agit de séquencer des r gions cibles d’ADN de la taille d’'un exon ou d’un gene, cette technique est
n anmoins inadapt e au séquengage d’'un exome (Sanger and Coulson, 1975; Sanger et al., 1977). En
effet, 'exome contient 160 000 exons correspondant environ 50 millions de bases soit 1, du
g nome humain. Le d veloppement du s quencgage haut d bit a permis de r duire
consid rablement le temps de séquengage d’'un exome tout en pr sentant galement un avantage
conomique par rapport au s quengage Sanger. Si l'on estime le prix auquel reviendrait le
séquencage d’exome par la technique de Sanger, on avoisine les 5 30 millions d’euros pour un
individu alors qu’aujourd’hui, il ne co te que 500 1000 euros gr ce aux technologies de s quencage

haut d bit (Bennett et al., 2005; Hert et al., 200 ).



Le s quencage d’exome peut étre réalisé grace a différentes technologies (pour revue (Hert et al.,
200 )). Dans le cadre de cette thése, 'ensemble des exomesa t s quenc gr ce au kit de capture

SureSelect d’Agilent et la technologie Illumina.

b. Capture de I'exome

Dans le cas d’'un séquencage ciblé, il faut pouvoir sélectionner les régions d’intérét. En I'occurrence,

dans le cas de I'exome, les régions codantes du génome. Dans notre étude, le séquencage d’exome a
t r alis  partir du kit de capture SureSelect d’Agilent. Cette capture est basée sur I’hybridation de

molécules d’ARNs complémentaires biotinylées récupérées gr ce des billes magn tiques

recouvertes de streptavidine. Les brins d’ADN sont ensuite libérés de leurs ARNs biotynilés et des

billes magn tiques gr ce un champ magn tique et un lavage. Les ADN collect s servent de matrice

aus quencage hautd bit.

c. Principe de la technologie Illumina

Cette technologie repose sur la chimie des terminateurs r versibles. Aprés fragmentation de I’ADN
en fragments de 200 paires de bases (pbs) en moyenne par sonication, des adaptateurs sont ajout s
aux extr mit s de ces fragments double brin pour permettre leur attachement sur une surface plane,
appel e cellule d’écoulement (flow cell), sur laquelle sont li s de mani re covalente des adaptateurs
compl mentaires. Apr s une amplification en groupe (cluster), les brins ainsi g n r s servent de
matrice au s quencage effectu gr ce des d oxynucl otides tri phosphate (dNTPs) fluorescents
r versibles. A chaque ajout de dNTPs fluorescents r versibles, une image est acquise afin der v ler
quel dNTP a t incorpor . Le terminateur des dNTPs fluorescents est ensuite cliv supprimant son
caractére bloquant et fluorescent pour permettre I'incorporation de la base suivante. Enfin, I'analyse
bioinformatique permet de déterminer I’'enchainement des bases incorporées et par conséquent la
s quence de chaque fragment d’ADN (Hert et al., 200 ) (Figure 2 page 11).

Le s quencgage lllumina repose sur le s quencage en extr mit s appari es (paired-end). Dans un
premier temps, chaque fragment d’ADN est séquencé aléatoirement a partir de I'extrémité sens ou
antisens puis a partir de I'autre extrémité antisens ou sens respectivement. Ce séquencage paired-

end génere donc des séquencages par paires d’extrémit s d’'un méme fragment d’ADN.
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2. Liaison de ’ADN a la flow cell

5. Dénaturation 4. Les fragments sont double brin

7. Incorporation de la 1°"¢ base 8. Détection de la premiére base 9. Incorporation de la 2°™¢ base

e L \

i l L
GLIGATGTGCCOLCTCACTCAOGICE °
®

CACTCIGIGG
CICACTCCIGIGG
~» GCIGATGIGCCACCICA
GATGTGCCACCICACTC

l L J
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G

Unknown verient Known SNP G
! )
® P
. GCTGA.
12. Alignement bioinformatique 11. Poursuite sur plusieurs cycles 10. Détection de la 28™¢ base

Figure 2 : Le séquencage nouvelle génération par la technologie lllumina
Figure adaptée de www. lllumina.com.
La préparation de I’ADN (1) est effectuée par fragmentation de I’ADN par sonication ou digestion enzymatique puis
I'ajout d’adaptateurs qui permettront leur attachement sur la flow cell (2). L'ADN est ensuite amplifié en pont grace a
des dNTPs non fluorescents (3). Les fragments double-brin (4) sont ensuite dénaturés (5). L’amplification continue en
cluster (6). La premiére base fluorescente (dNTP fluoresent terminateur réversible) est incorporée (7) puis détectée (8).
Le terminateur est ensuite clivé puis la deuxieme base est incorporée et détectée (10,11) et ainsi de suite sur de
multiples cycles. Les séquences générées sont ensuite alignées sur le génome de référence (12).
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2. Détection et annotation des variants

Le séquencage d’exome ne se limite pas la seule technologie chimique. Ce s quencage haut d bit
g n redes donn es qu’il estimpossible d’analyser sans une expertise bioinformatique pr alable.

Apr s la d tection des bases effectu e par le s quenceur lui-m me, les s quences lues, appel es
reads, sont align es sur un g nome de r f rence. Le nombre de reads obtenu correspond Ia
profondeur avec laquelle chaque base est lue et est couramment exprim e en « x ». Cette premi re
étape d’alignement est suivie d’'une d tection des variants par comparaison avec ce g nome de
r f rence. La derni re tape consiste en l'annotation de ces variations permettant ainsi la
priorisation ou la filtration des variants d’intérét. L'ensemble de ces tapes correspond un pipeline
bioinformatique qui au cours de son processus produit une quantit importante de donn es (Figure 3
page 13). Ces donn es repr sentent une contrainte majeure en termes de stockage. A titre
d’exemple, un exome avec une profondeur moyenne de 50x ou 100x g n re respectivement 2,5 ou 5

Gigabases de donn es.

a. Alignement et détection des variants

Le pipeline d velopp par les bioinformaticiens au sein du laboratoire est pr sent dans la Figure 3.
De mani re simplifi e: apr slar cup ration des fichiers FastQ fournis par le centre de s quencage,
la premiére étape d’alignement a été réalisée au sein du laboratoire grace au logiciel BWA (Burrows-
wheeler alignment tool) (Li and Durbin, 2009) qui produit alors des fichiers BAM (Binary Alignment
Map). La d tection des variants est ensuite r alis e gr ce au logiciel GATK (Genome Analysis ToolKit)
(Van der Auwera et al., 2013). Ces deux logiciels sont aujourd’hui largement utilisés pour les analyses
d’exome. Les fichiers VCF (Variant Call Format) ainsi produits servent de base au logiciel d’annotation

des variants.
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Plateforme NGS

Laboratoire

—_— -
Séquencage NGS

Détection des bases

Fichier FastQ

Alignement des reads

Fichier BAM

Pipeline
Bioinformatique

Détection*es variants

Fichier VCF

Annotation des variants

\+___=—4

Extraction des variants

Priorisation/Filtration

Interprétation

Figure 3 : Pipeline bioinformati

que d’analyse de données de NGS

b. Annotation des variants

La derniere étape bioinformatique est I'annotation des variants, elle peut étre réalisée grace a des

logiciels tels que ANNOVAR, ALAMUT batch ou encore SNPeff. Cette étape permet de discriminer les

variants en fonction de leur localisation (exoniques, introniques, dans le 5’'UTR (Untranslated

Transcribed Region) ou dans le 3’UTR) et de leur éventuelle conséquence sur la protéine (variation

synonyme, faux sens, non-sens, insertion/délétion (indel) décalant le cadre de lecture (frameshift) ou

non). L'annotation peut également permettre d'attribuer a chaque variant d’autres séries de

caractéristiques : la fréquence de l'allele mineur (Minor Allelic Frequency: MAF) provenant de

différentes bases de données, les prédictions de pathogénicité des variants faux-sens, le score de

qualité du variant défini par un score probabiliste calculé par GATK (voir paragraphe A.4.a page 16).

3. Exome et variants rares

a. Les bases de données

de variants et indels

L’essor et la facilité d’accés aux technologies de séquencage haut débit a permis le séquencage de

centaines de milliers d’exomes (1000 Genomes Project Consortium et al., 2012; Dewey et al., 2016;

Lek et al., 2016; Tennessen et al., 2012; UK10K Consortium et al., 2015). Ces données représentent
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une source majeure d’information sur les variations du génome et de I'exome humain. Dans ce but,
070 exomesont t analys s partir du m me pipeline bioinformatique par I'Exome Aggregation
Consortium (ExAC : http://exac.broadinstitute.org/) (Lek et al., 201 ) devenant ainsi la plus large base
de donn es d’exomes jamais recensée. Plus de 0000 exomes et 15 000 g nomes ont t
r cemment ajout s cette base de donn es qu’ils ont ainsi nommé gnomAD (Genome Aggregation
Database) (http : //gnomad.broadinstitute.org/) .
A partir d’EXAC, les résultats obtenus sont édifiants. L'ensemble de ces exomes a permis d’identifier
~7,4 millions de variations distinctes, ce qui correspond une variation toutes les pbs (Lek et al.,
201 ). 99 de ces variants ont une fr quence inf rieure 1 ,54 sont des singletons (observ s
chez seulement un individu) confirmant les r sultats des pr c dentes tudes sur d’autres
populations portant sur un nombre plus restreint d’individus telles que 1000G (1000 Genomes
Project Consortium et al., 2015), UK10K (UK10K Consortium et al., 2015), NHLBI GO ESP (Tennessen
et al., 2012) ou encore I'étude DiscovEHR portant sur 50 72 exomes (Dewey et al., 201 ) pour ce qui
est de la surrepr sentation de variants rares. Il faut noter que les populations NHLBI GO ESP et
1000G sont inclus dans la population d’ExAC.
Cette proportion de variants rares a fortement chang notre regard sur le polymorphisme humain. Il
était assez courant de considérer qu’une variation rare tait un crit re majeur dans l'interprétation
et I'implication de cette variation dans une pathologie donnée. Cette surrepr sentation de variants

rares remet fortement en cause ce principe.

b. La tolérance aux variants perte de fonction

L'interprétation des variants rares est principalement focalis e sur les cat gories ou classes de
variants dont I'effet sur la fonction de la prot ine est plus facilement pr visible. Par cons quent, les
études d’exomes ont principalement ax leurs recherches sur les variants commun ment appel s
perte de fonction qui sont en fait des variations tronquant les prot ines (Protein Truncating Variant :
PTV) avec un effet pr dit de perte de fonction de la prot ine. Les PTVs regroupent les variations non-
sens, les variations d truisant les sites canoniques d’épissage et les insertions/délétions (indels)
d calant le cadre de lecture (frameshift). Une des legons importantes a retirer de I'analyse de ces
études d’exomes est la relative tolérance aux variants dits perte de fonction (Lek et al., 201 ;
Tennessen et al.,, 2012). Dans les données d’EXAC, ces variants PTVs sont les plus rares et
repr sentent 2,4 % de I'ensemble des variants d tect s. En moyenne, chaque individu pr sente dans
la s quence codante de son g nome 85 PTV a I'état hétérozygote et 35 a I'état homozygote (Lek et
al., 201 ). Cependant, la grande majorit des PTVs pr sents chez un individu sont communs
(fr quence sup rieure 1 )r duisant ainsi le nombre de PTVs rares (MAF inf rieure 1 ) 1 par

individu dont 2 variants singletons en moyenne (Lek et al., 201 ).
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D’aprés une étude réalisée par MacArthur et al. a partir d’individus sains, les génes touchés par ces
variations PTV sont relativement moins conservés au cours de I'évolution, ont plus de paralogues,
impliguant donc une redondance fonctionnelle, et présentent une connectivité moins importante
dans les interactions protéine-protéine ou gene-géne (MacArthur et al.,, 2012). De maniére
intéressante, ces mémes genes apparemment tolérants a la perte de fonction sont également plus
souvent recensés comme non-haploinsuffisants (Huang et al., 2010) et n’apparaissent pas dans les
listes de genes définis comme essentiels a la survie (Hart et al., 2015). Dans le cadre d’études cas-
témoins, la majorité des variants PTVs détectés est donc retrouvée indifféremment chez les individus
sains ou malades. Par conséquent, le filtre sur la fréquence ainsi que sur les génes définis comme
essentiels ou haploinsuffisants peut permettre de limiter I'analyse a des variants rares a effet fort sur

le risque de survenue de la maladie.

c. Que comporte un exome ?

Selon ExAC, un individu porte en moyenne 21 451 variations exoniques (ce résultat peut varier en
fonction du kit de capture utilisé) dont 1 500 avec une fréquence allélique inférieure a 1 %, environ la
moitié étant des variations synonymes et I'autre moitié des variations non synonymes regroupant les
PTVs et les variants faux-sens (Lek et al., 2016). Lorsque I'on recherche les bases moléculaires d’'une
maladie mendélienne ou complexe il faut pouvoir sélectionner et prioriser le ou les variants d’intérét.
La difficulté réside donc dans la filtration puis I'interprétation de I'ensemble de ces variations (Figure
4 page 15).

Tous variants MAF<1%
=21500 variants =1500 variants
454 (2,12 %)

268 (1,25 %)
2864 (13,35 %)

61 (3,60 %) o
11169 (52 %) 110 (6,48 %) 744 (43,87 %)

208 (12,26 %)

W synonymes H synonymes

B bénignes B bénignes

mBD mBD

ESD msD

EPTV mPTV

6695 (31,21 %)

573 (33,78 %)

Figure 4 : Nombre moyen de variations génétiques par individu

Nombre de variants synonymes, faux-sens bénins, Broadly Damaging (BD), Strictly Damaging (SD) et protein truncating
variants (PTV) retrouvées en moyenne par individu. Les variants SD sont des variants prédits pathogenes par les trois logiciels
de prédiction de pathogénicité SIFT, Polyphen-2 et Mutation Taster. Les variants BD sont prédits pathogénes par au moins un
des trois logiciels et les variants bénins sont prédits non-pathogénes par les trois logiciels. Les calculs ont été effectués en
considérant tous les variants ou en filtrant les variants avec une fréquence allélique (MAF : Minor Allelic Frequency)
supérieur a 1% dans une population de 1 971 individus séquencés avec les kits SureSelect V5 ou V5UTR d’Agilent. Les
individus sont issus de Rouen, du French Exome project et de Lille (Equipe du Docteur Jean-Charles Lambert).
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4. Le défi de I'interprétation des variants

Parmi les ~21 000 variations pr sentes, laquelle ou lesquelles sont impliqu es dans le d terminisme
g n tique de la maladie chez le patient ? Diff rents filtres peuvent tre appliqu s pour essayer de
prioriser les variants d’intéréts : en fonction de la qualit du variant d tect , de la nature de la
variation (synonymes, non-sens, indels d calant le cadre de lecture ou non, faux-sens, touchant un
site canonique d’épissage), de la fr quence all lique, de la conservation ainsi que des pr dictions de

pathog nicit in silico pour les variations faux-sens.

a. Qualité
La premi re tape consiste d terminer la qualit avec laquelle chaque variant est d tect . Les
diff rents logiciels utilis s dans les pipelines bioinformatiques peuvent rendre compte de cette
qualit gr ce des scores de qualit de g notype et de profondeur. Le logiciel GATK, utilis au
laboratoire, calcule des scores de qualit qui permettent d’estimer la probabilité qu’un variant soit
vrai ou faux (Van der Auwera et al., 2013). Ce logiciel prend en compte les principaux biais rencontr s
dans les analyses de donn es de NGS (Van der Auwera et al., 2013):
e unvariant d tect dans un seul sens de lecture (sens ou antisens) est tr s souvent un faux-
postif
e unvariant uniquement pr sent en fin d’un read est galement souvent un faux-positif
e |a prise en compte de la qualité de I'alignement du read et la balance all lique par variant
(bas e sur la profondeur et le nombre de fois o le variant alternatif est lu par rapport la
r f rence)
Si les seuils d finis sont trop | ches, on consid rera un grand nombre de variants faux positifs,
I'inverse, des seuils trop stricts élimineront des variants réels de I'analyse. Les diff rents param tres
de qualit , g notype et profondeur sont g n ralement d termin s gr ce la confirmation par une

technique ind pendante (ex : le s quencage Sanger).

b. Fréquence

Le graphique de Manolio et collaborateurs (Figure 1 page ) permet de se rendre compte de
I'implication potentielle de chaque variation en fonction de sa fr quence et de son effet, savoir le
risque de d velopper la maladie (Manolio et al., 2009).

La fr quence all lique est un filtre important dans I’analyse des 21 000 variations port es par chaque
individu. Cette filtration peut tre effectu e partir des diff rentes bases de donn es cit es

pr ¢ demment (EXAC, NHLBI GO ESP ou encore 1000G) (1000 Genomes Project Consortium et al.,



2015; Lek et al., 201 ; Tennessen et al., 2012). Cependant, leur utilisation peut tre limit e par trois
facteurs : la couverture, la qualité de chaque variant ainsi que I'origine ethnique des populations
tudi es. En effet, certaines variations consid r es comme rares sont simplement le reflet d’'une
mauvaise profondeur de s quencage et peuvent donc introduire un biais dans I'analyse. De plus,
certaines variations g n tiques peuvent tre rares dans certaines populations quand elles sont
fréquentes dans d’autres (Lek et al., 201 ; Tennessen et al., 2012). Ainsi, des biais de stratification de
population peuvent altérer l'interprétation des variants lorsqu’ils sont sélectionnés sur leur
fr quence. Un moyen de contrer ce biais est de disposer d’'une base de données de t moins
strictement appari s aux patients tudi s pour I'origine ethnique.

Dans la base de donn es ExAC, diff rents groupes ethniques sont individualis s (Figure 5 page 1 ). La
sous-population ExAC NFE inclut les individus Europ ens non-Finlandais et peut tre potentiellement
utilis e pour filtrer les variations fr quentes lorsque les tudes sont men es sur des chantillons

europ ens.
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a. Répartition individus d’ExAC par population

Af::::i/c:;m 1888 3315 5203
Latino-américain 2254 3535 5789
Est Asiatique 2016 2311 4327
Finlandais 2084 1223 3307
E";i?"l’::d"a?:" 18740 14630 33370
Sud Asiatique 6387 1869 8 256
Autre 275 179 454
Total 33 644 27 062 60 706

b. Comparaison des bases de données de séquencgage haut débit

60,000 —

50.000 — i Latiho

’ W African

B Middle Eastern
B European

B South Asian
30,000 = m East Asian

40,000 —

Individuals

20,000 -

10,000 —

e

1000 Genomes ESP ExAC

Figure 5 : Répartition des individus par population et comparaison des individus d’EXAC, d’ESP et 1000
génomes

Figure issue de Lek et al., 2016.

Les ~60 000 individus ayant fait 'objet d’'un séquencage d’exome dans I'étude d’ExAC ont été distingués en
fonction de leur origine ethnique. On distingue 6 populations différentes : Les Africains et Afro-Américains, les
Latino-Americains, les Asiatiques de I’Est, les Finlandais, les Européens non-Finlandais et les Asiatiques du Sud.
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c. Classification des variants

Outre la filtration des variants partir de la fr quence, les variations nucl otidiques sont galement
classifi es selon I'effet pr dit sur la prot ine associ e au g ne. Dans les études d’exomes, on
consid re 5 classes de variants : les variations synonymes, les variations dites perte de fonction (non-
sens, les indels d calant le cadre de lecture, variants situés sur les sites canoniques d’'épissage), les
variants non-synonymes (faux-sens, indels ne d calant pas le cadre de lecture), les variations
introniques en dehors des sites canoniques d’épissage et les variations situées dans les régions non-

traduites (3’'UTR et 5’UTR).

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 prot ine, ces variations sont consid r es en priorit dans les
études d’exomes. L'annotation simple rend compte du type de la variation, a savoir s'il s’agit d’une
variation non-sens, indels frameshift ou d’une variation d’épissage. Cependant, les tudes r centes
tentent de distinguer ces variants en excluant les variants PTV selon diff rents crit res (Lek et al.,
201 ; MacArthur et al., 2012):

e lorsque l'alléle alternatif est en réalité I'alléle ancestral

lorsque le variant est situ au d but de la s quence codante : on suppose que des codons

initiateurs alternatifs permettront de sauvegarder la fonction du g ne

e |orsque le variant est situ la fin de la s quence codante : on suppose que le g ne sera
transcrit et traduit pour produire une prot ine fonctionnelle raccourcie

e lorsque le variant est situ en +2 ou —2 d’un exon mais I'exon concerné n’a pas de sites

canoniques d’épissage

Les variations faux-sens et leur prédiction de pathogénicité

Les variations faux-sens sont plus difficiles d’interprétation car il est complexe de pr dire leur effet
sur la prot ine. Il est donc important de pouvoir distinguer les variations faux-sens qui ont un effet
fonctionnel sur la protéine de celles qui n’en ont pas. Pour cela, diff rents logiciels de pr diction de
pathog nicit des variations faux-sens existent et leurs algorithmes sont bas s sur plusieurs crit res
dont les principaux sont la conservation au cours de I'évolution de la base nucléotidique ainsi que de
I'acide aminé (AA) tudi mais galement la distance physico-chimique entre I’AA originel et son
remplagant (Adzhubei et al., 2013; Ng and Henikoff, 2003; Schwarz et al., 2010). Ainsi, chaque logiciel
d finit une pr diction de pathog nicit pour chaque variant et le classifie dans diff rentes cat gories

pr dites comme plus ou moinsd | t res pour la prot ine.
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Au sein du laboratoire, nous avons bas nos tudes sur les trois logiciels les plus utilis s (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
d finit un score pour tous les types de variants, synonymes ou non-synonymes. L’algorithme repose
sur la conservation nucléotidique et protéique, les altérations des sites d’épissage, |'altération de
certaines fonctions protéiques et les changements pouvant influencer la quantité d’ARNm produit.
De plus, les alt rations g n tiques retrouv es 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 consid r es comme neutres (neutral) et les variants rapport s dans la base de
donn es ClinVar (recense les variations en relation avec les pathologies humaines) sont
automatiquement pr dits comme causant des maladies (disease causing). Mutation Taster a t
entrain sur les variants consid r s comme polymorphiques partir du projet 1000 g nomes (1000
Genomes Project Consortium et al., 2012) et 'ensemble des variations considérées comme causales

dans la base de donn es HGMD Professionnal.

Polyphen-2

Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) d finit 3 classes de variations faux-sens:
b nignes (benign), possiblement d | t res (possibly damaging) et probablement d | t res (probably
damaging) (Adzhubei et al., 2013). Son score est principalement d fini gr ce diff rentes fonctions
(11 en tout) bas es sur la comparaison avec des homologies de s quences nucl otidiques et
prot iques et sur des donn es de propri t s structurales des prot ines. Le logiciela t entrain sur
deux paires de jeux de donn es diff rents: HumDiv et HumVar. HumDiv est constitu e d’all les
d | t res, annot s dans la base de donn es UniProtKB comme causant des maladies mend liennes,
et d’all les non-d | t res, bas s sur les diff rences observ es entre les prot ines humaines et leurs
homologues mammif res proches (conservation faible). HumVar est constitu e de I'ensemble des
mutations causant des maladies humaines annot es par la base de donn es UniProtkB et des
variations non-synonymes n’ayant jamais été impliquées dans les maladies humaines. Dans I'étude
des maladies complexes, il est recommandé d’utiliser Polyphen-2 entrain par HumDiv car des all les
m mes faiblement d | t res doivent tre consid r s comme d | t res. Polyphen-2 entrain par
HumVar est plus adapt aux maladies mend liennes qui requi rent une distinction forte entre les

all lesd | t resetlesall lesfaiblementoumod r mentd | t res.
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SIFT

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

algorithme repose uniquement sur la conservation prot ique calcul e partir des homologies de

s quences prot iques et sur la distance physico-chimique entre les deux acides amin s, sauvage et

mutant. Il distingue ainsi deux types de variants : d | t res (Deleterious) ou tol r s (Tolerated). SIFT a
t entrain partir de bases de donn es de variants : SwissProt (variants causant des maladies

mend liennes) d’une part, et dbSNP (Ng and Henikoff, 2002) ainsi que des variants non-synonymes

d tect schez des contr les (Cargill et al., 1999) d’autre part.

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

De nombreux autres logiciels de pr diction de pathog nicit des variants sont r guli rement
d velopp s. Les derniers en date g n rent des scores dits «int gr s» en combinant diff rents
logiciels de pr diction tels que Condel (Gonz lez-P rez and L pez-Bigas, 2011), CADD (Kircher et al.,
2014) ou encore KGGSeq (Li et al., 2012b). Ces logiciels varient videmment en fonction des
combinaisons de logiciels utilis s. De plus, les d veloppeurs de ces algorithmes testent leur logiciel
partir de jeux de donn es distinguant les variants dits « vrais variants pathog nes » des « vrais
variants neutres ». Les jeux de donn es utilis s ne sont pas les m mes entre les diff rentes tudes
entrainant in fine une grande variabilit des pr dictions de pathog nicit entre les diff rents
logiciels. Diff rentes tudes ont tent de comparer certains logiciels (Castellana and Mazza, 2013;
Dong et al.,, 2015; Genovese et al., 201 ; Liu et al.,, 2013; Thusberg et al.,, 2011) : les principales
discordances proviennent des jeux de donn es « vrais variants pathog nes, vrais variants neutres »
sur lesquels ont t entrain s les logiciels. En plus d’avoir utilis des jeux de donn es diff rents, les
bases de donn es sont pollu es par des variants annot s tort comme d | t res entrainant

n cessairement un biais lors des phases d’entrainement des diff rents algorithmes.

Utilisation des logiciels de prédiction de pathogénicité
Gr ce notre exp rience locale et de mani re logique avec les comparaisons interlogicielles, nous
avons décidé d’utiliser Mutation Taster, SIFT et Polyphen-2 qui sont compl mentaires et les plus
adapt s pour nos tudes. Nous avons d fini plusieurs classes de variants faux-sens en fonction des
pr dictions in silico des diff rents logiciels :

e variations faux-sens strictement pathog nes: pr dites pathog nes par les trois logiciels

e variations faux-sens probablement pathog nes: pr dites pathog nes par au moins un des

trois logiciels

e variations faux-sens b nignes : pr dites non-pathog nes par les trois logiciels

21



Analyse des variants synonymes, introniques et faux-sens bénins

Les variants synonymes, introniques ne touchant pas les sites canoniques d’épissage ou encore les
variants faux-sens prédits bénins n’ont a priori pas d’effet sur la structure et la fonction de la
prot ine. Ces diff rents variants peuvent malgr tout avoir un effet sur I'épissage en alt rant
distance la fonction des sites canoniques d’ pissage ou des | ments r gulateurs (r gion
exonique/intronique promotrice ou inhibitrice d’épissage, Exonic or Intronic Splicing Enhancer or
Silencer). Ces alt rations peuvent avoir diff rentes cons quences entrainant le saut d’un ou plusieurs
exons, la rétention d’une partie d’un intron ou encore I'utilisation de site donneur et accepteur
d’épissage différent etc. Toutes ces variations peuvent notamment conduire a la formation d’une
prot ine tronqu e. Ces variations consid r es initialement comme b nignes peuvent donc tre
I'origine de modifications importantes dans le r le physiologique de la prot ine. Diff rents logiciels
de prédiction d’épissage existent (huit sont compar s dans la r f rence (Jian et al., 2014)).
Cependant ces logiciels restent encore peu utilis s dans les analyses d’exomes. Leur d veloppement
est actuellement en cours et certaines recommandations existent mais ne s’appliquent dans la
plupart des cas qu’a des genes spécifiques (par exemple pour les g nes BRCA1 et BRCA2 (Houdayer
et al., 2012)).

d. Bases de données de variants pathogenes

Diff rentes bases de donn es recensent les variants impliqu s dans les maladies mend liennes. Deux

types de bases de donn es de variants pathog nes existent : les bases de donn es sp cifiques de

g nes et celles non sp cifiques.

Les bases de donn es sp cifiques de g nes sont souvent mieux annot es que les bases de donn es

non spécifiques car elles ont été établies par des spécialistes du ou des génes d’intéréts. Dans le cas

de la maladie d’Alzheimer a transmission autosomique dominante, les bases de donn es de

mutations AD&FTD (http://www.molgen.ua.ac.be/admutations/) et d’Alzforum

(http://www.alzforum.org/mutations) sont consid r es comme tant fiables.

Les bases de donn es non-sp cifiques telles que HGMD professional, ClinVar, OMIM et SwissProt

sont souvent polluées de variants pour lesquels I'annotation n’est pas fiable.

Les auteurs du consortium ExAC ont tenté d’évaluer la pathogénicité des variants rapportés dans les

bases de donn es Clinvar ou HGMD gr ce aux ~ 0 000 exomes d’individus indemnes de maladies

p diatriquess v res. De mani reint ressante, 22 7 5 variants annot s comme pathog nes dans ces

bases de donn es ont galement t d tect s dans les exomes d’EXAC. Parmi ces 22 7 5 variants,
44 avaient une fr quence all lique sup rieure 1 dans au moins une des populations incluses

dans ExAC (Figure 5 page 1 ). En moyenne, les individus d’EXAC portent ~54 variants précédemment

rapport s comme causaux de maladies mendéliennes mais ~47 d’entre eux ont une fréquence
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all lique sup rieure 1 dans au moins une des populations d’EXAC. Cette haute fréquence
all lique est difficilement compatible avec une maladie mend lienne m me dans un mode de
transmission r cessif. Lorsque finalement on filtre les variants rapport s comme pathog nes sur leur
fr quence, il reste environ variations rares (< 1 ) annot es comme pathog nes par Clinvar ou
HGMD correspondant 0, 9 variants pathog nes impliquant des g nes responsables de maladies

transmission autosomique dominante (Lek et al., 201 ). Cela sugg re finalement que la quasi-totalit

des individus d’EXAC ont une maladie mend lienne transmission dominante, ce qui est fortement

improbable et soul ve le probl me de la pollution de ces bases par des variants non-causaux.

e. Expressions géniques et données fonctionnelles

Diff rentes bases de donn es permettent de d terminer dans quels tissus le gene d’intérét est
exprim . Le Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org/) est tr s complet et les donn es sont
bas es sur I'expression d’ARNm et de protéines de diff rents tissus. De mani re plus sp cifique, Allen
Brain Atlas (http://brain-map.org/) fournit des données d’expression d’ARN sur diff rents cerveaux
humains en distinguant les diff rentes r gions du cerveau. Ces bases de donn es reposent
principalement sur des donn es de microarrays, d’hybridation in situ et sur I’hybridation d’anticorps

sp cifiques sur coupes histologiques.

f. Sélection finale des variants
Lors de nos analyses d’exomes des patients Alzheimer, les diff rents variants de bonne qualit sont
s lectionn s partir de diff rents filtres :

e Une MAF inf rieure 1 dans notre chantillon de ~1000 patients et contr les ou dans la
base de donn es EXAC NFE qui consid re uniquement la sous-cat gorie des Europ ens non
Finlandais pour éviter d’éventuel biais de stratification

e Un taux de donn es manquantes sur la base nucl otidique analys e inf rieur 5
d termin  partir de la fonction de variant calling mutliple de GATK. Cette fonction permet
de déterminer si la base nucléotidique d’intérét a été correctement séquencée chez
I'ensemble des individus

e Exclusion des variants dans les UTRs et des variants introniques en dehors des sites
canoniques d’épissage

e Interrogation des bases de donn es non sp cifiques HGMD, ClinVar et Swissprot dans le cas
de diagnostic diff rentiel mais galement sp cifiques, Alzforum et AD&FTD

e Dans le cas sp cifique de la maladie d’Alzheimer (MA), les variants non r f renc s d’APP
PSEN1 et PSEN2 sont interprétés grace aux recommandations de |’algorithme de Guerreiro

(Guerreiro et al., 2010) par les neurologues
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Les patients porteurs de variants classifiés comme responsables de maladie d’Alzheimer ou d’autres
maladies neurod g n rative font I'objet d’'un compte rendu diagnostique et sont retirés de I'analyse
finale. Au sein du laboratoire, les individus atteints de formes pr coces de MA (< 5 ans) et qui ont un
apparent d’une autre génération atteint de la MA jeune ainsi que les cas sporadiques avec un ge
de début trés précoce (<50 ans) font I'objet préalable d’un séquencage Sanger d’APP, PSEN1 et
PSEN2. Ainsi, 77 des cas familiaux pr coces et 17,9 des cas sporadiques tr s jeunes taient
porteurs d’un variant causal (Nicolas et al., 201 a; Wallon et al., 2012). Les individus non porteurs de
mutations causales et les cas ne r pondant pas aux critéres précédents font I'objet d’un séquencage
d’exome. De fagon notable, parmi les 264 individus qui n’ont pas fait I'objet d’un séquencage Sanger
d’APP, PSEN1 et PSEN2, uniquement 4 individus taient porteurs d’un variant soit causal, soit

possiblement ou probablement causal (1,5 ) (Nicolas et al., 201 a).

5. Détection de CNVs a partir de données de séquencage d’exomes
La variabilit du g nome humain ne se limite pas aux SNV et aux insertions/d | tions (indels) de
petites tailles, les variations du nombre de copies (CNVs) repr sentent galement une source
importante de polymorphismes (Alkan et al., 2011). De mani re arbitraire, les CNVs ont t d finis
comme des variations structurales dont la taille est sup rieure 50 pbs (MacDonald et al., 2014;
Zarrei et al., 2015). Id alement, la caractérisation compléte d’'un CNV repose sur trois principaux
crit res : le nombre de copies, la r gion touch e par le r arrangement et enfin les informations de
positions (Hastings et al., 2009). Les CNVs varient en fonction de leur taille et proviennent de
diff rents types de variations structurales: les d | tions, les translocations, les inversions, les
| ments mobiles, les duplications et les insertions nouvelles. Leur d tection au niveau
pang nomique a longtemps repos sur les techniques de microarrays dont lar solution d pend dela
densit de sondes. Ces derniéres années, 'amélioration de la qualité du séquencgage haut débit et le
développement d’algorithmes spécifiques ont permis de d tecter des CNVs de tr s petites tailles

partir de donn es de s quencage d’exomes ou de g nomes (Hehir-Kwa et al., 2015).

a. Les mécanismes de production des CNVs

Les variations structurales appartiennent deux cat gories diff rentes : les variations r currentes et
non r currentes (Carvalho and Lupski, 201 ). Les r arrangements r currents sont caract ris s par le
fait qu’ils ont la méme taille et affectent la m me r gion g nomique chez deux individus non
apparent s. Les r arrangements non-r currents quant eux ont une taille diff rente et un contenu
diff rent un m me locus chez deux individus non-apparent s (Figure page 2 ) (Carvalho and

Lupski, 201 ).
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La caractérisation des points de cassures des variations du nombre de copies permet d’appréhender
les m canismes de formation des variations structurales.
La plupart des points de cassures des CNVs r currents sont retrouv es dans des zones d’au minimum
1kb pr sentant une forte homologie de s quence (plus de 95 ) appel es les Low Copy repeats (LCR)
ou duplications segmentaires. Les duplications segmentaires sont a I'origine du principal mécanisme
de recombinaison entrainant la formation de CNVs, savoir la recombinaison homologue non-
all ligue ou NAHR (non-allelic homologous recombination) (Hastings et al., 2009).
La recombinaison homologue (RH) survient principalement au cours de la m iose et assure trois
principales fonctions : la r paration des cassures de I’ADN, la ségrégation correcte des chromosomes
et la diversité de I'espéce par échange d’ADN. La RH s’appuie principalement sur les homologies de
s quences et de pr f rence sur celles existant entre les deux chromatides sceurs. Contrairement la
recombinaison homologue qui a lieu entre deux chromatides soeurs, la NAHR utilise comme
homologues de s quence les zones de duplications segmentaires qui peuvent donc tre situ es sur
des chromosomes diff rents (Carvalho and Lupski, 201 ). Par cons quent, si la RH permet de r aliser
des transferts équilibrés il n’en est pas de méme pour la NAHR qui a la possibilité de changer la
structure des chromosomes et donc d’entrainer la formation de CNVs. A titre d’exemple, les
haplotypes H1 et H2 du locus 17g21.31 sont bord s de zones de duplication segmentaire entrainant
une sensibilit de cette r gion aux r arrangements r currents m di s parla NAHR. Lad | tion de ce
locus est notamment responsable du syndrome de Koolen—de Vries (Koolen et al., 200 ).
Les CNVs non-r currents pr sentent des points de cassure la fois sur des Low Copy Repeat mais
galement sur des zones courtes (de 2 15 pbs) et de faible homologie, voire m me sans aucune
homologie. Le m canisme n’est donc pas toujours dépendant d’une homologie de séquence
(Carvalho and Lupski, 201 ; Hastings et al., 2009). La g n ration de ces CNVs d pend de plusieurs
m canismes dont la ligature non-homologue des extr mit s, la ligature par microhomologie des
extr mit s, le cycle cassure-fusion-pont, le glissement de r plication, le d crochage de la fourche de
r plication ou encore la r paration des cassures induites par la r plication gr ce des

microhomologies (pour revue (Hastings et al., 2009)).
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A. Réarrangements récurrents

Aa. Unités répétéesintercalées Ab. Unités répétées entandem
I l:* : l: ! ' ' "
1 1 1 1 | |
A S LV v
CNV1 | H | CNV1 | !
1 1 1 1 | |
CNV2 | O | CNV2 | u !
1 1 1 1 | |

B. Réarrangements non-récurrents

Ba. DUP-TRP/INV-DUP Bb. DUP et DEL Bc. DUP et DEL sans implication des LCR

bl = = o
CNV1 . e\ : : CNV1 \1/-
CNV2 w N2 u CNV2 d
CNV3 M ' CNV3 u ! CNV3 H

Figure 6 : Représentation des réarrangements génomiques récurrents et non-récurrents

Figure adaptée de Carvalho and Lupski, 2016.

Les lignes noires représentent les segments génomiques d’un locus donné. Les génes sont représentés par des astérisques. Les
LCR sont représentés par des fleches orange. Les CNVs sont représentés en rouge pour les duplications, en bleu pour les
triplications et en vert pour les délétions. Les points de cassures sont indiqués par des fleches verticales. Les crochets
déterminent les régions comportant les groupes de points de cassure. A. Les remaniements récurrents ont la méme taille et la
méme composition génomique chez des individus non-apparentés. Aa. Les points de cassures des duplications et délétions se
situent dans les régions hautement homologues (duplication segmentaire, Low copy repeat (LCR)) et sont médiés par la NAHR
affectant les genes situés entre ces deux zones. Ab. Les remaniements récurrents médiés par des zones répétées en tandem
affectant les génes situés sur ces régions. B. Les remaniements non-récurrents ont une taille et une composition génomique
unique entre deux individus non-apparentés. Ba. Les Duplication-Triplication inversé-Duplication (DUP-TRP/INV-DUP) sont des
événements non-récurrents. Bb. Les points de cassures sont localisés en de multiples positions dans des régions répétées. Bc.
Certains locus sont soumis a des réarrangements différents sans zones communes de points de cassure.
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b. Détection de CNVs

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

Les puces a CGH

Apr s la FISH (fluorescence in situ hybridization), les premi res analyses des variations de structure
g nomique ont t r alis es gr ce aux techniques de puces ADN (lafrate et al., 2004; Redon et al.,
200 ; Sebat et al., 2004). Ces puces ADN sont des petits supports solides sur lesquels sont fix s des
séquences d’ADN, appelées sondes, spécifiques d’'une séquence du génome humain. Le principe de la
puce CGH consiste en I’hybridation compétitive de 'ADN d’un individu a tester et d’'un ADN t moin
ou d’un pool d’ADN t moin tous les deux marqu s par des fluorophores diff rents (Pinkel and
Albertson, 2005). La lecture de la fluorescence par un scanner permet ensuite de d terminer les
r gions g n tiques d s quilibr es chez I'individu testé. Les puces taient initialement compos es de
sondes de 40 200 kbs, les BACs (Bacterial Artificial Chromosome), permettant de couvrir
I'int gralit du g nome humain mais restreignant fortement la pr cision avec laquelle les points de
cassures taient d tect s. La technique de CGH a constamment volu en d veloppant des sondes
de plus petites tailles (oligom res de 0 nucl otides pour la puce Agilent) afin d’augmenter la
r solution mais galement en augmentant le nombre de sondes sur la lame (1 million pour la puce
Agilent) (Pinkel and Albertson, 2005). La meilleure r solution obtenue ce jour est la d tection de
CNVs d’'un minimum de 450 pb gr ce des puces CGH contenant 2,1 millions sondes
oligonucl otidiques espac es en moyenne de 5 pbs (Conrad et al., 2010). Cependant, les sondes
oligonucl otidiques ne couvrent pas lesr gionsr p t es du g nome humain car leur alignement sur

leg nomeder f rence seraitimpossible.

Les puces a SNP (Single nucleotide polymophism)

Ces puces ADN ont t initialement congues pour tudier les SNPs. Cette technique permet de
discriminer des variations nucl otidiques en hybridant des fragments d’ADN d’un m me individu sur
des sondes sp cifiques d’un polymorphisme (pour revue LaFramboise, 2009). Par cons quent, la
comparaison ne se fait pas entre deux individus comme c’est le cas pour la CGH, mais entre les deux
alleles d’'un méme individu. A titre d’exemple, la technologie lllumina repose sur I’hybridation des
fragments d’ADN sur des billes portant les sondes d’un locus spécifique. Ces sondes sont composées
de la s quence nucl otidique pr ¢ dant le polymorphisme d’intérét. Le fragment d’ADN hybrid sur
la sonde sert de matrice la polym rase qui ajoute un dNTP fluorescent I’extr mit de la sonde
donc au niveau du polymorphisme tudi . La détection de fluorescence permet d’établir si I'individu

est homozygote ou h t rozygote pour ce locus (Figure 7 page 2 ). Bien qu’ayant t initialement
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développées pour I'analyse des SNPs, ces puces peuvent également permettre de détecter des CNVs
(LaFramboise, 2009). Pour cela, il suffit de comparer les intensit s de fluorescences entre deux
individus afin d’évaluer le nombre de copies associé au SNP étudié. De la m me mani re que la
technique de CGH, cette technique est limit e par le nombre de sondes utilis es mais permet de
couvrir les r gions r p t es du g nome. En pratique, les puces g n ralement utilis es pour ces

tudes comprennent jusqu’ 1 million de sondes.
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Figure 7 : Principe de la puce SNP d'lllumina
Figure issue de http://www.ipc.nxgenomics.org/newsletter/no .htm
Apres fragmentation, I’ADN s’hybride sur les sondes fixées a des billes. Une ADN polymérase permet I'extension de ces

sondes en prenant comme brin matrice les fragments hybrid s. La d tection de fluorescence de la base incorpor e
permettra de d finir le statut homozygote ou h t rozygote.
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CNVs détectés a partir de données de séquengage haut débit

Les algorithmes d velopp s pour la d tection de variations structurales partir de donn es de NGS
ne sont pas tous bas s sur les m mes m thodes. On distingue quatre types d’approche : read-pair
discordant, read-depth, split-read et I'assemblage de novo (Figure page 29) (pour revue (Hehir-Kwa

et al.,, 2015)).
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Figure :Les diff rentes m thodes de d tection de CNVs partir de donn es de NGS
Figure issue de la revue de Zhao et al., 2013.

Read-pair discordant
Cette m thode, galement appel e Paired-end mapping, repose sur I'alignement des séquences
voqu es pr ¢ demment (voir paragraphe A.1.c) et notamment sur I'alignement discordant de ces
s quences par rapport au g nome de r f rence. Cette technique permet de d tecter toutes les
variations de structures possibles. En effet, si les reads obtenus a partir du méme fragment d’ADN en
sens et en antisens s’alignent sur le génome de référence de maniére trop éloignés, ceci indique la
présence d’une délétion chez I'individu s quenc (Zhao et al., 2013). A contrario, les paired-end qui
se retrouvent rapprochés lors de leur alignement signent la présence d’une insertion. De la m me
maniere, des incohérences dans l'orientation des reads peuvent permettre de d limiter les
inversions ainsi que certaines duplications en tandem (Alkan et al., 2011). De plus, les paires de reads
pour lesquelles seul I'un des reads a t align sur le g nome de r f rence servent d tecter de

nouvelles insertions.
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Split-read

Comme son nom l'indique, cette approche utilise les reads dont I'alignhement sur le génome de
r f rence peut se faire sur deux r gions physiquement loign es (Figure page 29). Ces reads sont
généralement retirés de I'étape d’alignement sur le génome de référence car il s’aligne sur deux
r gions diff rentes. La technique split-read consiste r cup rer ces reads car on suppose que la
discordance provient d’'un réarrangement génomique. En somme, le read contiendrait les points de
cassures de la variation structurale. En th orie, cette m thode permet galement comme la

technique paired-end de détecter I'ensemble des variations structurales possibles.

Assemblage de novo
Cette approche consiste en I'assemblage de novo sans alignement sur le g nome de r f rence de
I’ensemble des reads s quenc s (Figure page 29). Ce nouveau g nome ainsi cr e sera ensuite

comparé au génome de référence afin d’en détecter les discordances.

Read-depth

Cette derniére approche est basée sur I'idée simple que les régions dupliquées auront un nombre de
reads plus important et les r gions d | t es en auront moins (Figure page 29). Cette m thode
compare les divergences de distribution des profondeurs de s quencage chez un individu par rapport

un mod le al atoire d fini par le logiciel utilis .

c. Principales limites des techniques de détection de CNVs a partir de données NGS
La caractérisation d’un remaniement repose sur trois crit res : le nombre de copie, lar gion touch e
et les informations de position. Ces diff rentes strat gies ont chacunes leur avantages et leurs
inconvénients mais aucune n’est parfaite (Figure 9 page 31) (Hehir-Kwa et al., 2015). Si la m thode
read-pairs permet de d tecter tous les types de variations structurales (inversions et translocations
comprises), elle reste limit e par la longueur des reads et est donc restreinte la d tection de CNVs
de petites tailles. La technique split-read est tr s pr cise concernant la localisation des points de
cassures mais est galement limit e, pour la m me raison que la technique read-pair, aux petits
CNVs. En théorie, I'assemblage de novo est la technique la plus r solutive pour d tecter les variations
structurales. Cependant, sa mise en application n’est pas évidente notamment cause des longues
séquences répétées présentes dans le génome pour lesquelles I'assemblage est plus difficile surtout
dans le cas o les reads sont courts (Chaisson et al., 2015). L'assemblage de novo serait plus efficace
si les reads obtenus taient suffisamment longs pour permettre de s quencer les r gions adjacentes
ces r gions r p t es. Cependant, ces techniques de s quencage de longs read sont encore peu

d velopp es dans les laboratoires cause de leur co t et de leur complexit technologique. Enfin,
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I'approche read-depth permet de détecter le nombre absolu de copies du CNV avec le plus de
précision mais ne permet généralement pas de définir les points de cassure et se limite seulement
aux duplications et délétions.

De nombreux algorithmes ont également été congus en combinant ces différentes méthodes afin de
bénéficier de I'ensemble des avantages de chaque méthode comme MGP-HMM ou LUMPY a titre
d’exemple (Layer et al., 2014; Malekpour et al., 2016). L’algorithme LUMPY combine les techniques
de split-read, paired-end et read-depth tandis que MGP-HMM intégre uniquement les techniques

read-depth et paired end.

Assemblage de novo

Split

Read
Read pair
discordant

Read-Depth

Précision point de cassure

Taille des CNVs

Figure 9 : Principales limites des techniques de détection de CNVs a partir de données d’exomes
Figure adaptée de Hehir-Kwa et al., 2015

Ces quatre techniques sont adaptées au séquencage de génome. Cependant, la méthode read-depth
est la seule utilisable lors de I'analyse de données d’exomes. En effet, cette méthode ne requiert pas
des données continues, contrairement a I'assemblage de novo, et ne repose pas sur la détection des
points de cassure des CNVs, contrairement a I'approche split-read. Lors du séquencage d’exome, les
données obtenues sont fragmentées ne ciblant que les différents exons. De plus les points de
cassures sont trés généralement retrouvés dans les séquences intergéniques ou introniques,
séquences qui ne sont donc pas capturées lors d’'un séquencage d’exome. Par conséquent, la
méthode read-depth ne permet de détecter que les duplications ou délétions. Il est impossible de
détecter des variations structurales plus complexes telles que les inversions.

Au cours des derniéeres années, de nombreux algorithmes basés sur la méthode de read-depth ont
été développés (Backenroth et al., 2014; Fromer et al., 2012; Krumm et al., 2012; Plagnol et al., 2012;
Samarakoon et al.,, 2016). De nombreuses études ont également tenté d’évaluer quel logiciel
obtenait la meilleur sensibilité et spécificité (Guo et al., 2013; Kadalayil et al., 2015; Nam et al., 2016;
Tan et al., 2014). Dans I’étude de Tan et collaborateurs, les auteurs ont comparé 4 logiciels différents

basés sur la méthode read-depth. Les quatre logiciels présentent des discordances entre eux comme
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le prouve le diagramme de Venn (Figure 10 page 32). Les auteurs ont ainsi pu d montrer que les
logiciels XHMM (Fromer et al., 2012) et CoNIFER (Krumm et al., 2012) pr sentaient une meilleur
sp cificit mais une moins bonne sensibilit que ExomeDepth (Plagnol et al., 2012) et CONTRA (Li et
al., 2012a). Toutes les études de comparaison de CNVs s’accordent a dire que les algorithmes
d velopp s pr sentent tous leurs avantages et leurs inconv nients en termes de sp cificit et de
sensibilité et qu’il est nécessaire de développer des algorithmes plus robustes (Guo et al., 2013;

Kadalayil et al., 2015; Nam et al., 201 ; Tan et al., 2014).

ExomeDepth CONTRA

-

XHMM : s CoNIFER

Figure 10 : Comparaison de quatre algorithmes bas s sur lam thode read-depth

Figure issue Tan et al., 2014

Diagramme de Venn décrivant le nombre de CNV a I'échelle de I'exon détect en commun par 4
logiciels suivant : ExomeDepth, CONTRA, CoNIFER et XHMM. Les donn es ont t obtenues partir de
32 individus
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Number of CNV's

d. Les bases de données de CNVs

Database of Genomic Variants (DGV)

Une étude récente a tenté d’établir une carte des CNVs du g nome humain partir des donn es de
la DGV (Database of Genomic Variants) qui regroupent 55 tudes diff rentes (MacDonald et al.,
2014) (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home). Parmi ces 55 tudes, les auteurs ont conserv celles gu’ils
consid raient comme tant les plus r solutives. Les tudes de FISH, de puces ADN de basse
r solution (puces de moins de 1 million de sondes) ont donc t cart es de I'analyse. Au final, 2
tudes de haute r solutionont t s lectionn es dont des tudes de CGH-array, SNP-array des
tudes partir de donn es de NGS (Zarrei et al., 2015). Cette carte des CNVs du g nome humain a
permis de recenser partir de 2 47 individus plus de 2 millions de CNVs dont plus de 90 sont des
d | tions. La majorit des CNVs d tect s ont une taille situ e entre 1 et 10kb ce qui correspond aux

les limites de d tection des technologies utilis es (Figure 11 page 33).

Size Distribution of CNVs in DGV2
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7500
S00.000 -
50-100by 00-500bp 500-1kt 10-50kt 50-100kb 100-200kkb 200-500kk 500-1Mt

Size Ranges

Figure 11 : Taille moyenne des CNVs inclus dans la DGV
Figure issue de la base de donn es DGV (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home)

Les CNVs détectés a partir de la population d’EXAC

Les techniques de NGS permettent de d tecter des remaniements de plus petite taille, bien
inf rieure aux plus r solutives des tudes de microarrays (Hehir-Kwa et al., 2015; Zhao et al., 2013).
La plus grande étude réalisée a partir de données d’exomes est celle de la base de donn es ExAC
regroupant pr s de 0 000 individus (Ruderfer et al.,, 201 ). Les CNVs ont t d tect s partir du
logiciel XHMM (Fromer et al., 2012). Cet algorithme limine syst matiquement les effets des
individus pr sentant un nombre de CNVs aberrants d notamment un mauvais s quencage
d’exome, les effets de batch causés par les biais de technique de s quengage haut d bit, ou les effets
de cibles, savoir lorsque celles-ci sont riches en GC car ces r gions sont amplifi es de mani re

variable. Dans I'étude d’ExAC, ce systeme d’élimination est réalisé a partir des 219 347 cibles de
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'exome et des 0 42 individus. Un mod le statistique dit de Markov cach permet de d tecter les
CNVs a partir du modele créé sur I'ensemble de ces individus. Les donn es finales recensent 12 771
CNVs exoniques touchant 19 430 g nes autosomiques retrouv s chez 59 9 individus
correspondant en moyenne 2,1 CNVs rares (inf rieur 1 ) par individus incluant 0, 2 d | tion et
1,29 duplication. Dans les données d’ExXAC, la définition d’'un CNV rare est assez imprécise car la
fr quence de 0,5 utilis e comme filtre prend en compte plusieurs param tres (Ruderfer et al.,
201 ). Deux CNVs se chevauchant d’au moins 50 % sont considérés comme identiques et les genes
contenant au moins un CNV fréquent sont retirés de I'analyse. Apres filtration, 15 734 genes ont été
analys s. Au final le nombre de CNVs exoniques d tect s par individu est biais . Il faut galement
noter que ces tudes ne permettent pas de d tecter les variations structurales plus complexes telles
gue des inversions et ne permettent pas non plus de d finir de mani re pr cise les positions exactes

des CNVs d tect s.

Ces techniques de d tection partir de donn es de NGS sont encore en d veloppement et la
sp cificit et sensibilit de ces techniques restent encore imparfaites. Afin d‘évaluer la qualit de
d tection du logiciel XHMM dans I'étude d’EXAC, 241 trios de patients schizophr nes (Fromer et al.,
2014; Kirov et al.,, 2012) ont t analys s pour confirmer que le taux de CNV de novo et la
transmission parent-enfant tait conforme aux r gles de s gr gation mend lienne. Bri vement, une
mauvaise sensibilité résulterait d’une baisse de la transmission parent-enfant attendue et une baisse
de la sp cificit seraitd termin e par une augmentation des variations survenues de novo.

Pour donner plus de poids la qualit des CNVs d tect s, un ensemble de 10 091 individus inclus
dans cette étude d’ExAC avait aussi fait I'objet d’une analyse grace a des puces a SNP de haute
r solution (700 000-1 000 000 de sondes) (Szatkiewicz et al., 2014). La comparaison entre ces deux
techniques partir du m me panel d’individus a permis de mettre en évidence les avantages et les
inconv nients de ces deux m thodes. Les principaux r sultats ont permis de d terminer que la
détection de CNVs a partir d’exomes permettait d’identifier 2,2 fois plus de CNVs que les techniques
de microarrays (certainement d aux limites de r solution en termes de taille de ces techniques)
mais que les CNVs d tect s partir de peu de cibles par microarrays taient plus difficilement

détectables a partir des données d’exomes (Ruderfer et al., 201 ).

Ces deux techniques, microarrays et exomes, sont imparfaites mais semblent compl mentaires. Les
techniques de puces permettent de couvrir les r gions g niques et interg niques contrairement la
détection a partir de données d’exomes. Elles permettent de d tecter la fois des CNVs rares et
fr quents. Cependant, les puces sont tr s souvent limit es lad tection de CNVs de taille sup rieure

5-10 kb contrairement aux technologies de NGS. A l'inverse, le séquencage d’exome permet de
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mettre en vidence des remaniements de tres petite taille. En revanche, les logiciels d’analyse tels
que XHMM sont bas s sur la comparaison des profondeurs de lecture entre un individu donn et un
panel de r f rence comprenant 30 50 sujets. Ceci limite donc la sensibilit  la des remaniements
fr quents. C’'est pour cette raison que les données d’EXAC sont restreintes aux CNVs rares (< 1 ).
Enfin, les données d’exomes et de puces ne permettent de d tecter que des duplications ou
d | tions contrairement aux donn es de g nomes. Le principal avantage de la d tection des CNVs

partir de donn es de s quengage NGS est qu’a partir des mémes données la détection a la fois des
variants et des CNVs est réalisable réduisant ainsi le co(t et le temps de I'analyse. Les tudes de CNVs
identifi s partir de puces ou de s quencgage de génomes ont permis d’établir une carte des CNVs
polymorphiques du g nome 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 nucl otidiques. Cette raret

rend les CNVs particuli rement int ressants lors de leur d couverte chez des individus malades
(Conrad et al., 2010; Redon et al., 200 ; Zarrei et al., 2015). Cependant, la majorit de ces CNVs
touchant I'exome sont relativement grands, 73 kb en moyenne d’aprés EXAC (Ruderfer et al., 201 )
et n‘emportent pas qu'un seul gene. Dans ce contexte, déterminer la pathog nicité d'un

remaniement est difficile.

6. Le défi de I'interprétation des CNVs
Afin de déterminer I'implication d’un CNV dans une maladie sp cifique, plusieurs crit res sont
consid rer: la qualit avec lequel le CNV est d tect , sa fr quence en population g n rale et les

pr dictions au niveau prot ique de ces variations structurales

a. Qualité

Les diff rents logiciels de d tection de CNV sont encore en d veloppement et leur sp cificit et
sensibilit sont encore relativement imparfaites complexifiant la d tection exhaustive de I'ensemble
des remaniements par ces techniques (Hehir-Kwa et al., 2015). De plus les principales tudes pour
d terminer la sp cificit et la sensibilit des diff rents logiciels (Guo et al., 2013; Kadalayil et al.,
2015; Nam et al., 201 ; Tan et al,, 2014), ont t r alis es en comparaison avec des techniques de
microarrays, qui nous le savons permettent de d tecter des variations structurales de tailles
sup rieures 5-10kb, ou avec des logiciels de d tection adapt s aus quencage de g nomes qui sont
galement en cours de d veloppement. Leur vraie sensibilit et sp cificit reste donc encore

déterminer. Par conséquent, I'ensemble des variations structurales d tect es doit tre dans un
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second temps valid par une technique ind pendante. Ceci permet de d terminer la valeur
prédictive positive d’un logiciel mais ne permet pas d’évaluer le taux de faux-n gatifs.

b. Fréquence

La DGV rapporte la fr quence des CNVs d tect s. En effet, elle recense de nombreuses tudes
permettant d’identifier les remaniements polymorphiques (MacDonald et al., 2014). Cependant, la
détection d’'un CNV peut étre impr cise car les points de cassures de ces remaniements sont souvent
mal localis s cause des limites de r solution des technologies utilis es. La DGV peut ainsi
consid rer que deux CNVs sont différents alors qu’ils sont identiques, simplement a cause d’un
positionnement impr cis des points de cassure. De plus, de nombreux CNVs sont apparus gr ce aux
m canismes de recombinaison homologue (paragraphe A.5.a) au niveau de zones de duplications
segmentaires. Ces s quences hautement homologues ne sont pas classiquement captur es par les
techniques de microarrays car il est tr s difficile, de par leur forte homologie, de distinguer une copie
de l'autre et de les positionner correctement sur le g nome. Leur implication majeure dans le
m canisme de formation des CNVs compromet lidentification correcte de nombreux CNVs
identiques.

Pour essayer de contourner ce probl me, des r gions appel es CNV regions (CNVR) ont t

d limit es. Ce sont des loci dans lesquels de nombreux CNVs sont retrouv s (Zarrei et al., 2015). Bien
qgue ces r gions soient fortement touch es, tous les CNVs inclus ne sont pas obligatoirement
identiques et ne concernent pas n cessairement les m mes g nes. L'effort de sélection des CNVs
identifi s partir de technologies hautement r solutives (Zarrei et al., 2015) a permis de limiter ce
ph nom ne et de cartographier au mieux les CNVs fr quents du g nome humain.

Il est donc difficile de comparer nos donn es de CNVs d tect s partir de donn es de s quencage
d’exomes avec des donn es de microarrays en termes de fr quence. Cependant, les analyses sont
possibles lorsque I'on compare les CNVs de taille supérieure environ 5-10 kb (limite de r solution
des puces) et lorsque ceux-ci impliquent des portions suffisamment importantes de r gions codantes
(limite de I'exome).

Au sein du laboratoire, la strat giea t ded finir la fr quence d’une variation structurale partir de
110 individus participant a I’étude d’association cas-contr les et en les analysant avec le m me
logiciel bioinformatique consid rant ainsi que le mauvais positionnement des points de cassure est
identique sur I'ensemble des CNVs d tect s. Les bornes des diff rents CNVs taient finalement
d finies par les exons les plus proches des bornes de cassure. partir du moment o les m mes
r gions codantes taient emport es et dans le m me sens (duplication ou d | tion), nous
consid rions ces v nements comme identiques pour nous permettre d’établir une fréquence des
CNVs d tect s au sein de notre chantillon. Nous avons également éliminé de I'analyse les génes

pour lesquels la fr quence des CNVs tait sup rieure 1 . Les g nes situ s sur des zones de
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duplication segmentaire ont galement t retir s de I'analyse car les logiciels de d tection
rencontrent des difficult s pour distinguer ces CNVs fr quents entrainant un nombre de faux-positifs

important.

c. Classification des CNVs

CNVs et prédictions
La pr diction au niveau fonctionnel de I'effet d’'un CNV n’est pas simple et l'interprétation des
d | tions est souvent plus vidente que celle des duplications. La délétion compléte d’un gene seul
am ne penser que le m canisme physiopathologique en cause est associ  une perte de fonction.
L'implication de variants PTV de ce g ne dans la maladie tudi e ou lorsque les donn es
fonctionnelles convergent vers une hypothése de perte de fonction sont autant d’arguments
suppl mentaires. Cependant, cette interpr tation devient plus difficile si la zone d | t e emporte
plusieurs g nes. A titre d’exemple, la délétion du locus 17921.31, initialement d tect en 200 ,
emporte 4 g nes : MAPT, CRHR1, STH et KANSL1 et est responsable du syndrome de Koolen-de Vries
caract ris par un retard du d veloppement, une hypotonie du jeune enfant, une dysmorphie faciale
et un comportement amical caract ristique (Shaw-Smith et al., 200 ). Ce n’est qu’en 2012 que deux
tudes ont rapport des mutations tronquantes du g ne KANSL1 chez d’autres patients pr sentant
un ph notype similaire. Cette perte de fonction du g ne KANSL1 permet ainsi d’expliquer la majeure
partie du ph notype associ  ce syndrome (Koolen et al., 2012; Zollino et al., 2012).
De la m me mani re, une d | tion emportant un a quelques exons d’un gene n’entrainant pas un
d calage du cadre de lecture n’est pas n cessairement associée a une perte de fonction d’un gene
comme le démontre la délétion de I'exon 9 de PSEN1 dans la maladie d’Alzheimer qui aboutit a une
dysfonction du complexe y-s cr tase (Ch vez-Guti rrez et al., 2012).
Les duplications sont encore plus difficiles d’interprétation. En effet, si la duplication concerne le
g ne en entier, on peut supposer qu’elle entra nera une augmentation d’expression de ce géne. C'est
le cas de la duplication d’APP dans la maladie d’Alzheimer associée a une angiopathie amyloide qui
entraine effectivement une augmentation d’expression de I’ARNm d’APP (Pottier et al., 20123;
Rovelet-Lecrux et al., 200 ). Cependant, si la duplication ne concerne pas lar gion promotrice elle ne
constituera pas un gain de fonction. Enfin, les duplications partielles de g nes sont particuli rement
compliqu es analyser car partir des données d’exomes il est impossible de définir le sens de la
duplication (tandem, inversion, ailleurs sur le g nome) et donc de pr dire les cons quences pr cises
surlas quence codante du g ne.
Des travaux r centsr alis s par Chiang et collaborateurs ont apport un clairage en ce qui concerne

I'effet des CNVs sur I'expression génique en combinant le séquencage de génome et I'analyse de
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séquencage d’ARN dans 13 tissus différents chez 147 individus (Chiang et al., 2017). Environ 500
remaniements fr quents touchant les r gions codantes ont t analys es. Ces remaniements
semblent entrainer, de mani re coh rente, une augmentation ou une diminution d’expression des
g nes selon le type de variation, duplication ou d | tion respectivement. Les tudes des CNVs rares
ont également permis d’établir que les duplications entrainaient une augmentation d’expression et
que les d | tions entrainaient une diminution d’expression. Cependant, certains remaniements ne
semblent pas respecter cette r gle (Chiang et al.,, 2017; Schlattl et al., 2011). Concernant les
variations intergéniques, I'effet observé est plus aléatoire car on suppose que les zones touchées
comportent des | ments r gulateurs qui peuvent tre activateurs ou inhibiteurs de I'expression des

g nes.

Bases de données de CNVs pathogénes

De m me que pour les variants nucl otidiques, il existe des bases de donn es de CNVs non-
sp cifiques et sp cifiques de pathologie. Les bases de donn es sp cifiques concernant la maladie
d’Alzheimer sont les m mes que pr ¢ demment (AD&FTD et Alzforum). Concernant les bases de
donn es non sp cifiques de CNVs pathog nes, la base de donn es DECIPHER (DatabasE of genomiC
varlation and Phenotype in Humans using Ensembl Resources ; https://decipher.sanger.ac.uk/)(Firth
et al., 2009) est la plus compl te et attribue une pathog nicit pour chaque CNV collect  partir de
24 projets diff rents regroupant ainsi pr s de 40 000 patients diff rents. Pour chaque CNV d tect ,
la base de donn es value le niveau de certitude avec lequel elle consid re la variation comme
pathogéne et renvoie a la littérature sur laquelle elle s’est appuyée. Ces bases de données peuvent

tre une premi re approche pour valuer le r le d’'un CNV dans une pathologie.

En conclusion, les CNVs sont moins nombreux que les variants et indels, repr sentent une portion
plus importante du g nome humain mais sont d’interprétation difficile. Dans les tudes futures, les
techniques de RNAseq seront n cessaires pour élucider I'effet de ces remaniements sur les aspects

qualitatifs et quantitatifs de la transcription des g nes.

d. Sélection finale des CNVs

Dans notre étude, nous avons utilisé le logiciel CANOES dont I'algorithme s’appuie sur la méthode
read-depth (Backenroth et al., 2014). CANOES utilise un mod le statistique de Markov cach . Le
logiciel cr e un mod le diff rent pour chaque individu partir d’'un groupe d’individus séquencés. La
comparaison des profils de profondeur et de couverture par rapport ce mod le permet de d tecter
les CNVs rares. En effet, les CNVs fr quents seront majoritairement limin s gr ce au mod le cr

Compar XHMM ou CoNIFER, CANOES a cr son mod le de r f rence pour permettre une
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meilleure d tection des remaniements g nomiques de petites tailles situ s sur les zones de faibles
profondeurs de s quencage. Les CNVsont t s lectionn s dela mani re suivante :
e Filtre qualit sur les individus porteurs d’'un nombre trop important de CNVs refl tant une
mauvaise qualité de séquencgage d’exome
e Filtration des CNVs lorsque la fr quence tait sup rieure 1 a I'’échelle d’'un remaniement
ou d’un géne chez les 110 cas et individus contr less quenc s dans cette tude
e Filtration des g nessitu s sur les zones de duplications segmentaires
e Validation par une technique de PCR semi-quantitative des CNVs d tect s
Les patients porteurs d’'une duplication d’APP ou d’une délétion de I'exon 9 de PSEN1, responsables
de formes mendéliennes de maladie d’Alzheimer, sont rendus au titre du diagnostic. L'ensemble des

variations structurales restantes ont fait I'objet de nos recherches.
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B. Les différentes stratégies d’analyse d’exomes dans les maladies

humaines

Dans notre étude, la sélection des variations nucléotidiques, indels et variations structurales a permis
de restreindre I'analyse a des variations rares a effet potentiellement fort dans le déterminisme
génétique de la maladie. Chaque individu portait en moyenne 61 variations PTVs, 991 faux-sens et
6,4 CNVs rares. En fonction de la maladie étudiée, différentes stratégies permettent de prioriser les

variants d’intérét afin de restreindre le nombre de variants a étudier.
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Figure 12 : Les différentes stratégies d'analyse d'exomes
A. Stratégie intrafamiliale a transmission autosomique dominante ; B. Etude de récurrence; C. Analyse de trios
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1. Stratégie intrafamiliale

Selon le mode de transmission tudi e (dominant, r cessif, li e I’X), il est possible d’utiliser la
strat gie intrafamiliale qui consiste s quencer plusieurs individus apparent s malades et sains dans
le but d’étudier la ségrégation d’une variation génétique (Figure 12 page 40). Dans le cadre de
maladies r cessives, on recherchera un variant a I’état homozygote surtout si une consanguinit est
observ e, ou des variants a |'état d’hétérozygotes composites. Les tudes de liaisons peuvent
permettre de limiter I'analyse des variants a une région d’intérét plutét que de considérer
I'intégralité du génome ou de I'exome. Dans le cadre d’une transmission autosomique dominante, il
est possible de s quencer deux apparent s loign s malades. Par exemple, deux cousins partagent
au maximum 1/ de leurs variations g n tiques. Dans ce cas, cette strat gie peut permettre de
diviser le nombre de variants rares analyser par soit 1 500/ soit~1 7 dont 1/ soit™~ pour les
PTVs . Plus les individus apparent s sont g n tiguement loign s, moins ils partagent de variants en
communs. Le nombre de variants analyser peut donc consid rablement diminuer. La s gr gation
des variants identifi s peut ensuite s’étudier par s quencage Sanger sans n cessit de r aliser

d’autres séquencages d’exomes.

2. Les analyses de trio

Cette analyse est adapt e uniquement aux cas sporadiques. Le g nome d’un individu provient pour
moiti du g nome de son pére et pour l'autre de sa mere. En plus de ce patrimoine g n tique
transmis, chacun porte dans son g nome des variations nouvelles, les variations de novo, survenues
durant la formation des gam tes ou tr s pr cocement apr slaf condation. En moyenne, un individu
porte 44 2 variations de novo dans son g nome avec seulement une deux variations intersectant
les r gions codantes (Acuna-Hidalgo et al.,, 201 ). 0 des mutations de novo proviendraient de
I'allele paternel en raison du grand nombre de divisions cellulaires au cours de la vie des gam tes
males par rapport aux oocytes. De plus, un ge avanc du p re accroit le risque de survenue de
mutations de novo (Acuna-Hidalgo et al., 201 ; Kong et al., 2012). Lors de la conception de I'enfant,
chaque ann e suppl mentaire du p re conduit I'apparition de 2 variations de novo
suppl mentaires en moyenne chez I'enfant.

En ce qui concerne les CNVs, les estimations sont moins claires. D’apres Veltman et al. (Veltman and
Brunner, 2012), il y aurait entre 0,01 0,02 CNV de novo par g n ration pour les v nements
structuraux sup rieurs 100 kb, les estimations pour les remaniements plus petits n’ont pu étre
effectu es de par les limitations technologiques. De mani re int ressante, les CNVs de novo non-

r currents seraient principalement h rit s du p re alors que les CNVs r currents principalement
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m di s parles syst mes de recombinaisons homologues seraient majoritairement h rit sdelam re
(pour revue Acuna-Hidalgo et al., 201 ).
La strat gie des trios repose sur cette raret des variations de novo survenues dans I'exome d’un
individu. Elle consiste s quencer I'exome des parents non atteints et du cas index. On effectue
ensuite une tape de soustraction des variations pr sentes chez les parents par rapport celles
pr sentes chez le cas index. Cette strat gie conduit donc restreindre I'analyse en moyenne 1
variation exonique de novo. Au sein du laboratoire, nous avons pu constater que le nombre de
variations exoniques de novo peut tre compris entre O et 4 (Rovelet-Lecrux et al., 2015) (article en
annexe).
Pour établir I'implication d’'un g ne touch par des variations de novo dans le déterminisme d’une
maladie, il est n cessaire de trouver une récurrence a I’échelle de la variation, du g ne ou encore
I’échelle d’un réseau ou d’une liste de génes. Afin d’évaluer la significativité d’une telle récurrence, la
mutabilit du géne ou des genes d’une liste doit pouvoir étre évalu e. En effet, il faut pouvoir v rifier
que la récurrence observée n’est pas d pendante de diff rentes caract ristiques du ou des g nes
impliqu s. Plusieurs param tres permettent de d terminer de mani re th orique la mutabilit d’un
g ne (Campbell and Eichler, 2013):
e lataille : les g nes plus longs ont une probabilit plus importante de porter des variations de
novo
e |es caract ristiques intrins ques du g ne: leur s quence nucl otidique, taux de GC,
marqueurs pig n tiques
Le taux de mutation de novo attendues par g ne peut tre estim  partir:
e des observations de mutations de novo dans les grandes s ries de quartets de g nomes
(Michaelson et al., 2012)
e des diff rences homme-chimpanz en comparant les variations fixées chez I'homme ou chez
le chimpanz par rapport celle d’'un anc tre commun
Cette strat gie des trios a notamment t utilis e partir de grands chantillons de patients autistes
en recrutant plus de 2500 trios (lossifov et al., 2014) et a permis de mettre en vidence un
enrichissement de variants de novo perte de fonction chez ces patients.
De plus, les tapes de s lection des variants voqu es dans les parties pr ¢ dentes peuvent apporter
un niveau de preuve suppl mentaire. Dans certains cas, g n rer des donn es fonctionnelles peut
s’avérer absolument nécessaire notamment lorsque le gene a été peu étudié.
Au sein du laboratoire, nous avions tudi la r currence de variations nucl otidiques et de variants
structuraux de novo a I'échelle d’une liste de génes chez des cas atteints de formes pr coces de

maladie d’Alzheimer (Rovelet-Lecrux et al., 2015). Except s la variation de novo c. 9-2A>G de
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PSEN1 et la duplication de novo d’APP pour lesquelles la causalit est clairement tablie, une
variation de VPS35 et une variation de MARK4 avaient fait I'objet d’analyses fonctionnelles
permettant de statuer sur leur r le causal dans la physiopathologie de la maladie (Rovelet-Lecrux et

al., 2015) (article en annexe).

3. Etude de récurrence

Cette strat gie consiste d tecter une récurrence a I’échelle d’un variant ou d’un gene chez
diff rents cas index pr sentant la m me pathologie. Cette strat gie avait t utilis e pour la
premi re fois par Ng et collaborateurs et avait permis de mettre en vidence une r currence
de mutations du g ne MYH3 chez des patients atteints du syndrome de Freeman-Sheldon (Ng et al.,
2009). Cette strat gie avait t utilis e au laboratoire pour I'analyse de 14 formes familiales de MA a
d but pr coce, compatibles avec une transmission autosomique dominante. Il avait alors t mis en

vidence une r currence mod r e (5/14) de variants rares de SORL1 (Pottier et al., 2012b).

4. Les études d’association cas-controles
Outre les strat gies familiales ou I'analyse de trios, les strat gies d’analyses de variants rares
reposent essentiellement sur les études d’association. Elles consistent a comparer la fr quence des
variants d tect s dans une population de malades avec celle pr sente dans une population de
t moins. Ces tudes sont en fait des tudes de r currence avec une puissance statistique plus
importante.
Les premiéres études d’association ont été réalisées grace aux GWAS. Les tudes de GWAS, bas es
sur des variations fr quentes, requi rent souvent pour tre statistiquement significatives des
chantillons tr s importants (except les cas de variants fr quents effet fort). Ces tudes supposent
qgue le génotypage d’environ 1 million de variations fr quentes correctement s lectionn es permet
de couvrir 'ensemble des blocs haplotypiques du g nome. Cependant, tester un million de variations
revient r aliser un million de tests et par cons quent ajuster le seuil de significativit
0,05/10 =5x10" . Par cons quent, les tudes de GWAS n cessitent souvent des chantillons de cas et
de contr les tr s importants: 74 04 individus par exemple pour la m ta-analyse du consortium
Alzheimer caract risant 20 loci (Lambert et al., 2013a). Les variants fr quents effet fort, tels que
I'allele €4 d’APOE dans la MA (Genin et al., 2011), sont les seuls pouvoir tre associ s avec des
chantillons plus petits.
Quand on analyse de la méme maniére des variants rares, la taille de I’échantillon doit tre

n cessairement encore plus grande. Cette principale limite de puissance a fortement restreint les
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analyses d’association de variants rares et seules quelques études ont été capables d’établir de telles
associations (quelques exemples seront pr sent s dans la suite du manuscrit).
Diff rentes approchesont t sugg r esafin d’augmenter la puissance des études d’association avec

les variants rares.

a. Puissance contre phénotypes extrémes
La s lection rigoureuse des cas et des contr les sur des crit res diagnostics stricts peut permettre

d’augmenter la puissance statistique de I'étude.

Patients phénotypes extrémes

Les tudes de GWASontr ussi d tecter des signaux en utilisant des effectifs importants parfois au
détriment de l'inclusion des patients qui r pondaient des crit res diagnostics plus | ches. A titre
d’exemple, dans la MA les criteres de diagnostics de 1984 définis par McKhann suffisaient (McKhann
et al., 19 4). Or, les criteres d’inclusion ont fortement évolué et une mise a jour a été publi e en
2011 (McKhann et al., 2011). Ainsi ces tudes ont parfois alt r leur puissance en incluant des
patients pour lequel le diagnostic n’est pas aujourd’hui considéré comme suffisamment fondé. La
s lection rigoureuse des cas bas e sur des crit res diagnostiques stricts est une premi re facon
d’augmenter la puissance statistique en réduisant I’'hétérogénéité génétique induite par I'implication
de patients possiblement atteints d’une autre pathologie. Une possibilit additionnelle est de
restreindre les analyses d’association a des phénotypes extrémes (Barnett et al., 2013; Lee et al.,
2014). L'hypothése est que les individus pr sentant un ph notype extr me concentre des variants
rares fort effet (Barnett et al., 2013; Lee et al.,, 2014). Dans le cas de la MA, la s lection des
individus sur leur ge de d but, avant 5 ans pour les formes pr coces, permet de s’affranchir d’une
part de la composante environnementale. En effet, le principal facteur de risque dans la MA est I'age
avec lI'accumulation de multiples atteintes d’origine environnementale (Hirtz et al., 2007). On estime
ainsi que les facteurs stochastiques impliqu s dans la MA repr sentent une part plus limit e dans les
formes pr coces de MA. Par cons quent, la part attribuable aux facteurs g n tiques est
n cessairement plus grande. De plus, il est estimé que I'hétérogénéité génétique des maladies
complexes serait moins importante chez les patients pr sentant un ph notype extr me commun
(Barnett et al., 2013). En se focalisant sur ces ph notypes extr mes de MA, cette strat gie nous a
permis de d tecter une association de variants rares de SORL1 dans des formes pr coces familiales

de la maladie d’Alzheimer (Nicolas et al., 201 b).
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Sélection des controles

La s lection des contr les est galement tr s importante dans les tudes d’association g n tique.
Premi rement, faut-il utiliser des contrbles de la population générale (appariés pour I'age) ou des
super-controbles, c’est dire des sujets ayant travers la p riode risque pour la maladie en tant
indemne ? Dans le cadre de la MA, il a ainsi t propos d’utiliser des centenaires comme contr les
(Garagnani et al., 2013). En th orie, cette strat gie doit augmenter la puissance mais cette m thode
peut s’avérer dangereuse. En effet, des individus tr s g s pr sentent une r sistance plusieurs
pathologies et donc une association mise en vidence partir de ces sujets peut traduire la pr sence
de facteurs protecteurs n’ayant aucun rapport avec la MA.

Deuxiémement, il est trés important de considérer I'origine ethnique de nos cas et de nos controles.
Si ceux-ci ne sont pas appari s, on introduit un biais dit de stratification de telle sorte que la variation
de fréquence constatée entre des cas et des témoins n’est pas due a la présence de la maladie mais
résulte d’une structure génétique différente de chaque population (Lee et al., 2014; Wang et al.,
2015a).

Troisi mement, les groupes de t moins pourraient tre constitu s partir des individus pr sents
dans les diff rentes bases de donn es cit es pr ¢ demment. Ces bases de donn es peuvent
repr senter un int r t majeur notamment en termes de co ts vitant de s quencer des individus
contr les en parall le des patients. Cependant, des probl mes suppl mentaires apparaissent. Tout
d’abord, les informations obtenues partir de ces bases de donn es sont des donn es de fr quence,
il n’est donc pas toujours possible de déterminer quels sont les individus porteurs de variations. Cela
emp che alors les analyses a I’échelle du géne qui considérent le nombre de porteurs de variants et
non le nombre de variants absolu. Par ailleurs, il n’est pas possible de définir le taux de données
manquantes pour chaque position partir de ces bases de donn es bien que les profondeurs
moyenne soient indiqu es. Par cons quent, le r sultat peut tre biais par une absence de variants
due des probl mes de qualit de s quencage (kit de capture diff rent, profondeur de couverture
etc.).

Pour viter ces biais, il est plus appropri de s quencer des individus contr les appariés pour I'age et
I'origine ethnique en parall le des individus malades (Lee et al., 2014). De cette fagon, la s lection
des t moins est faite partir des pr requis sp cifiques n cessaires aux diff rentes analyses. Dans le
cas de nos tudes, nous avons pu b n ficier du French Exome Project (FREX, France g nomique, E
Génin, JF Deleuze, R Redon, JC Lambert, D Campion) qui regroupe aujourd’hui environ 600 contrdles

n sen France de parents n s en France.
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b. Agrégation des variants a I’échelle du gene

Devant I'extréme rareté de chaque variant, il est nécessaire d’agr ger ces variants a I'échelle du gene
afin d’augmenter notre puissance statistique en cumulant les MAFs de chaque variant. En effet, cela
peut permettre de cumuler I'effet de plusieurs variants sur un méme géne. Ces études d’association
al’ chelle du g ne requi rent cependant de consid rer diff rents param tres. En effet, lorsque I'on
r alise des tests a I"échelle du gene il est nécessaire de corriger le seuil de significativit par le
nombre de g nes tudi s soit 0,05/20 000=2,5x10 (Lee et al., 2014; Wang et al., 2015a). De plus, en
fonction du type de variations tudi le test utilis sera diff rent. Dans le cas de nos tudes, nous
avons principalement ax nos recherches sur les variants PTVs et les variants faux sens pr dits
pathog nes par les trois logiciels de pr diction de pathog nicit (Mutation Taster, SIFT et Polyphen-
2) (paragraphe A.4.c) dans une hypoth se de perte de fonction. Par cons quent, en comparant les
cas et les t moins nous cherchions d tecter des variants rares ayant une MAF cumul e plus forte
chez les cas que chez les contr les. Les tests statistiques les plus appropriés dans ce type d’analyse
sont les tests de Burden ou Collapsing test qui cumulent ces MAFs sans distinction entre les variants
gu’ils considérent tous comme ayant le m me effet sur la prot ine (Lee et al., 2014). Cependant,
certaines variations d’'un g ne peuvent tre protectrices quand d’autres peuvent étre risque et par
cons quent les effets au niveau des MAFs cumul es chez les cas et chez les contr les s’annuleront,
refl tant ainsi la surrepr sentation de variants rares protecteurs chez les contr les et de variants
risque chez les cas. Certains tests reposant sur les variances permettent de prendre en compte la
pr sence de variants protecteurs ou risque tel que le test SKAT (Lee et al., 2014).

Cependant, la stratégie d’association a I'échelle du géne, restreinte a des phénotypes extr mes et
des individus contréles correctement sélectionnés, analysée a l'aide tests statistiques appropriés
n’est pas toujours suffisante et une part de la composante génétique de nombreuses maladies

complexes reste encore incompl te.

c. De I’échelle du gene a I’échelle d’une liste de génes

Afin de contourner le probl me de puissance statistique insuffisante, I'association a I'échelle d’une
liste de g nes peut permettre | encore d’agréger |'effet d’'un plus grand nombre de variants.
Cependant, cette analyse ajoute un niveau de complexit car elle demande de prendre en

consid ration I'effet de chaque g ne, contenu dans cette liste, dans la maladie.

Association a I'échelle d’une liste de génes
Cette analyse |’échelle d’une liste de genes se r v le nécessaire quand les analyses a I'échelle du
g ne ne permettent pas d’obtenir des r sultats significatifs avec des variants tr s rares. Cette

strat gie permet d’augmenter ainsi la puissance statistique en agrégeant un nombre plus important
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de variants. Ces analyses a I'échelle d’une liste de génes ont notamment t utilis es dans la
schizophr nie grace a une étude d’association cas-contr les (Genovese et al., 201 ) mais galement
a partir de I'analyse de trios (Fromer et al., 2014).
De nombreuses bases de donn es permettent de d finir des listes de g nes 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 donn es ne sont pas
exhaustives et ne sont pas r guli rement mises jour. C'est galement le cas pour les termes de
Gene Ontology (GO) qui distinguent par exemple les prot ines gr ce leur localisation cellulaire ou
par leur fonction catalytique.
Dans le cadre de cette th se, une liste de g nes a t construite a partir d’'une bibliographie
extensive centr e sur le peptide amylo de et excluant les g nes dont la caract risation fonctionnelle
serait trop impr cise. A partir de cette liste de g nes, nous avons notamment r ussi mettre en
vidence un enrichissement de variants de novo et un exc s de CNVs chez des patients atteints de
formes pr coces de MA (Le Guennec et al., 201 ; Rovelet-Lecrux et al., 2015). Cependant, cette liste
de g nes, r guli rement mis jour, n'est pas forcément exhaustive et restreint nos analyses aux
voies biologiques connues. Il n’est donc pas possible a partir de cette liste de détecter de nouvelles

voies biologiques potentiellement impliqu es dans la MA.

Quels tests statistiques ?

Dans le cadre des tudes d’association a I’échelle d’une liste de génes, il est nécessaire de déterminer
le test statistique  utiliser ainsi que le seuil de significativit . En effet, la significativit de
I'association a I'échelle du gene est corrigée sur le nombre de g nes pr sents dans le g nome
humain soit 20 000. Lorsqu’on étudie une liste de génes, les principales tudes corrigent le seuil de
significativité par rapport au nombre de listes de génes qu’ils testent. A titre d’exemple, une étude
r alis e sur plus de 11 000 patients schizophr nes compar s plus de 1 000 contr les a test 134
listes de g nes diff rentes et donc corrig e leur significativit en fonction de ces 134 tests
(Pocklington et al., 2015). La détermination du seuil de significativité a partir d’'une liste de genes
n‘est, ce jour, pas clairement d finie dans la communaut scientifique (pour revue voir (Mooney
and Wilmot, 2015)). Les associations a I’échelle d’une liste de genes soulévent également un
probl me majeur car elles peuvent potentiellement diluer I'effet de variants portés par quelques
génes qui se retrouvent confondus avec d’autres génes ne portant pas de variations a risque ou

protectrices.
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d. Quel seuil de significativité pour les CNVs ?

Si les diff rents seuils de significativit ont pu tre tablis en ce qui concerne les tudes de GWAS
(5x10° ) ainsi que pour les associations a I'échelle du géne (2,5x10° ) pour les variants et indels, le
seuil de significativit a I’échelle des CNVs rares est difficile d terminer. La principale limite est, de
nouveau, de d terminer le nombre de tests effectu s et donc la correction statistique appliquer. En
effet, cause des limites technologiques qui ne d finissent pas correctement les diff rents points de
cassure des CNVs, le nombre de CNVs diff rents analys s dans une tude est toujours impr cis. Afin
de traiter cette question, les études d’association tentent de grouper les CNVs gr ce  deux
strat gies. La premi re consiste regrouper les CNVs lorsqu’ils partagent une m me partie de
s quence g nomique. La seconde strat gie regroupe les CNVs lorsqu’ils touchent le m me g ne.
Malgr de nombreuses approximations, Levinson et al. parviennent la conclusion que cela revient

r aliser 2000 tests diff rents (Levinson et al., 2011). Par cons quent, le principal seuil de
significativit retenu pour associer un CNV  une maladie dans une tude cas-contr lesa t corrig

2.5x107 puis arrondi 107,



C. Maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est un exemple de pathologie au d terminisme g n tique h t rog ne. La
composante g n tique de cette maladie est expliqu e par des variants nucl otidiques, des indels et
des variations structurales, rares ou fr quents (Cacace et al., 201 ; Cuyvers and Sleegers, 201 ). A
travers cette partie, j'aborderai les aspects pid miologiques et cliniques ainsi que les principaux
m canismes physiopathologiques de la maladie d’Alzheimer et d crirai ensuite les diff rentes causes

et facteurs de risque g n tiques de cette maladie.

1. Epidémiologie et aspects cliniques

Pour la premi re fois d crite par Alos Alzheimer en 1907, la maladie d’Alzheimer est la maladie
neurod g n rative la plus fr quente dans le monde touchant aujourd’hui plus de 30 millions de
personnes. La MA se caract rise initialement par des troubles de la m moire associ s un fort
impact sur I'autonomie. Elle conduit g n ralementaud c s entre 3 et 15 ans apr s le diagnostic. Le
principal facteur de risque est I’age avec une incidence qui double tous les 5 ans aprés 65 ans (Hirtz
et al., 2007).

Au sein de la maladie d’Alzheimer, on distingue les formes pr coces avec un ge de d but avant 5
ans et les formes tardives (Figure 13 page 50). Parmi les formes pr coces, une minorit des cas
r pond un d terminisme mend lien de transmission autosomique dominante (Autosomal
Dominant Early-Onset Alzheimer Disease : ADEOAD). La vaste majorit des cas sont donc atteints de
MA sporadiques ou avec ant ¢ dents familiaux mais sans transmission mend lienne. La d couverte
des g nes responsables des formes mend liennes de MA a permis de formuler des hypoth ses
physiopathologiques.

D’un point de vue clinique, le diagnostic de la maladie d’Alzheimer est tabli partir de diff rents
crit res tablis par le NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Strokes — Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association) (McKhann et al.,
2011). Ces crit res reposent sur des examens neuropsychologiques standardis s, des examens
d’imagerie c r brale, des analyses de biomarqueurs du liquide ¢ phalo-rachidien (LCR) et sur des
analyses anatomopathologiques post-mortem permettant ainsi de différencier une MA d’Alzheimer
possible, d’'une MA probable ou certaine (par ordre de certitude).

L'analyse anatomopathologique post-mortem du cerveau des patients reste le seul examen qui

permet avec certitude d’établir le diagnostic.
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rd N\
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Figure 13 : Hétérogénéité génétique de la maladie d’Alzheimer

La majorité des patients atteints de MA, qu’il s’agisse de formes précoces (EOAD) ou tardives (LOAD), répondent a un
déterminisme multifactoriel dont le principal facteur de risque génétique est I'allele €4 de I’APOE. Une minorité des cas
sont des formes précoces a transmission autosomique dominante (ADEOAD, Autosomal Dominant Early-Onset Alzheimer
Disease). Les mutations d’APP, PSEN1 et PSEN2 sont responsables d’environ 85 % de ces cas (Campion et al., 1999 ; Wallon
etal., 2012).
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2. Lésions anatomopathologiques

a. Lésions macroscopiques

Au niveau macroscopique, les principales | sions dans la MA consistent en une atrophie globale du
cerveau accompagn e d’une dilatation des ventricules cérébraux, d’un élargissement des sillons
corticaux ainsi que d’une perte neuronale diffuse (Duyckaerts et al., 19 5; Whitehouse et al., 19 1).
Cependant, ces caract ristiques macroscopiques ne sont pas suffisamment discriminantes pour
caract riser une MA. L'examen microscopique est donc indispensable et met en vidence les | sions
caract ristiques de la maladie d crites par Alois Alzheimer au d but du si cle dernier (Alzheimer et

al., 1995 (version en anglais)).

b. Lésions microscopiques
Au niveau microscopique, les d g n rescences neurofibrillaires et les plagues s niles sont les deux

types de | sions d finissant une MA.

Figure 14 : Plaques amylo des ( gauche) etd g n rescences neurofibrillaires ( droite)

c. Les dégénérescences neurofibrillaires

Les d g n rescences neurofibrillaires (DNF) sont des | sions intraneuronales constitu es de
protéines Tau hyper et anormalement phosphorylées qui s’associent en paire de filaments
h lico daux (Figure 14 page 51). Ces | sions sont caract ristiques de la MA bien gqu’elles ne soient pas
sp cifiques de cette derni re. En effet, de telles | sions ont t galement retrouv es dans de
nombreuses maladies sans pathologie amylo de regroup es sous le terme de tauopathies: les
d g n rescences lobaires fronto-temporales, les paralysies supranucl aires progressives, la
d g n rescence cortico-basale ou encore la maladie de Pick (Kovacs, 2015). Contrairement ces
tauopathies, les DNFs retrouv es dans les cerveaux de malades Alzheimer sont constitu es de deux
isoformes de Tau nomm es 3R et 4R (Espinoza et al., 200 ). Le g ne MAPT (Microtubule-associated

protein tau) code pour isoformes de la prot ine Tau et se diff rencie par I'épissage alternatif des
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exons 2, 3 et 10 (NM_005910) qui contiennent les s quences des domaines de liaisons aux
microtubules (MT) (Figure 15 page 52). Ces deux isoformes de Tau different par I'inclusion (4R,
guatre domaines de liaisons aux MT) ou non (3R, trois domaines de liaisons aux MT) de I'exon 10
(Wang and Mandelkow, 201 ). Les autres tauopathies cit es pr sentent des inclusions de Tau 3R ou

Tau 4R (Kovacs, 2015).

Exons
12 HE—THH -2}

Number of Clone Splicing

’

\ . o Y AT g _,__’:({ " amino acids name name
[ CNL] N2 | | 441 htau40 2N4R
{ LN} ] LR Rz [ R3 [ R4 | | 412 htau34 1N4R
I { [CRT[ Rz [CR3--Ra-] | 383 htau24 ON4R
| LNT [ N2 | [LR1.} I | 410 htau39 2N3R
| LN | { LRI} CRECRA | 381 htau37 1N3R
I { R CR3 [ R4 | 352 htau23 ON3R

Figure 15 : Les six isoformes de Tau

Figure issue de la revue de Wang et al., 201 .

Les 6 isoformes de Tau dépendent de I'épissage alternatif des exons 2, 3 et 10. L'inclusion des exons 2 et 3 définit les formes ON,

1IN ou 2N tandis que I’exon 10 définit le nombre de domaines de liaisons aux MT 3R ou 4R.
Primary Age-Related Tauopathy
De facon notable, ces DNFs sont retrouv es de facon quasi constante au cours du vieillisement au
niveau du cortex entorhinal et de I’hippocampe. Le terme de Primary Age-Related Tauopathie (PART)
a t propos par Crary et collaborateurs pour d crire ce type de | sions chez des individus g s,
g n ralement asymptomatiques (Crary et al., 2014). Les DNFs sont similaires celles retrouv es dans
la maladie d’Alzheimer, composées d’une accumulation de formes 3R et 4R de Tau. De plus, les
individus ne portent pas ou peu de plaques amylo des et ne peuvent donc pas tre class s comme
malades Alzheimer. Le terme PART d finit en r alit un continuum qui inclut des individus g s
pr sentant des DNFs mais cognitivement sains jusqu’ des patients atteints de d mences
couramment nomm es «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 majorit des sujets, les | sions restent confin es dans les zones entorhinales et

hippocampiques. Toutefois, lorsque des dépots de peptide AR sont pr sents dans les r gions
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corticales, les DNFs envahissent progressivement le neocortex selon une progression st r otyp e
entre des neurones connect s synaptiquement, on est alors dans le cadre d’'une MA (Braak and
Braak, 1991; Thal et al., 2002). Les diff rents stades de la progression des DNFs sont d crits par les
stades de Braak (Braak and Braak, 1991; Delacourte et al., 1999) (Figure 1 page 55). La premi re
structure touch e par les DNFs est le cortex trans-entorhinal (state | et Il de Braak). La deuxi me
structure affect e est I'hippocampe (stade Ill et IV de Braak). Ces | sions sont observ es
indistinctement chez des individus sains et malades. Enfin, les deux derniers stades V et VI de Braak
ne sont jamais observ s chez des individus cognitivement sains et décrivent I'atteinte par les DNFs du
cortex. Ces diff rents stades corr lent avec le d veloppement de la maladie: une absence de
sympt mes (I, 1l) puis des troubles cognitifs mod r s (MCl: Mild Cognitive Impairment) (lll, 1V)

jusqu’a la maladie lorsque les zones corticales sont touchées (V et VI).

Mécanismes neurotoxiques de Tau
Tau est une prot ine soluble associ e aux MT (MAP : Microtubules-Associated Protein). Il a t
initialement prouv qu’elle intervenait dans la stabilisation du r seau de MT (Cleveland et al., 1977;
Weingarten et al., 1975). Toutefois, Tau est majoritairement localis e au niveau axonal mais est
galement retrouv e au niveau dendritique (Wang and Mandelkow, 201 ). Cette localisation axonale
et dendritique a permis d’'impliquer Tau dans les mécanismes de maturation neuronale et de
plasticit synaptique. Dans un m canisme pathologique, Tau est hyper et/ou anormalement
phosphoryl e. Cette conformation anormale de Tau caus e par des mutations est suffisante pour
d clencher 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’abord été suggéré que la neurotoxicit des formes hyperphosphoryl es de Tau serait due une
perte de fonction de la prot ine. La prot ine Tau hyper et anormalement phosphoryl e se
d tacherait des MT et entrainerait une d stabilisation du r seau de MT (revue (Wang and
Mandelkow, 201 )). Cette perte de fonction aurait pour principale conséquence d’altérer la structure
des neurones et leur activit synaptique. Cependant, Tau n’est pas la seule protéine a se lier aux MT
et plusieurs tudes ont d montr que cette perte de fonction de Tau pouvait tre compens e par
d’autres MAPs (Dawson et al., 2001; Fujio et al., 2007; Harada et al., 1994; Tucker et al., 2001).
Il a ensuite t sugg r que Tau hyperphosphoryl e agirait par un gain de fonction toxique. En effet,
Tau hyper et anormalement phosphoryl e est d croch e des microtubules et poss derait alors des
propri t s biophysiques favorisant son agr gation. Cette agr gation initierait la formation des DNFs,
| sions 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., 200 ).
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Ces derni res ann es plusieurs pointsont t tablis, renouvelant la compr hension de la pathologie
Tau. Premi rement, Tau dendritique joue un r le important dans les m canismes de plasticit

synaptique (Frandemiche et al., 2014). Deuxi mement, Tau hyper et anormalement phosphoryl e se
comporte comme une prot ine prion capable de (i) changer par contact la conformation d’une
prot ine native pour favoriser son agr gation (seeding) et (ii) d’étre transférée de cellules cellules

(spreading) (Holmes and Diamond, 2014).

d. Les plaques séniles
D crites par Alois Alzheimer (Alzheimer et al., 1995 (version en anglais)), les plaques s niles sont des
| sions extracellulaires constitu es majoritairement de peptides amylo des ou AP agr g s en feuillet
B-pliss entour de neurites dystrophiques. Ce peptide fibrillogene, AB, purifié en 1984 (Glenner and
Wong, 19 4) est produit majoritairement sous deux formes AB40 et AB42 se différenciant par la
pr sence de 2AA suppl mentaires pour AB42. Les plaques s niles sont composées d’un coeur
hydrophobe de peptide AB42 entouré d’une couronne de peptide AP40 (Figure 14 gauche page 51).
Ces | sions extracellulaires sont sp cifiques de la MA.
Si les plaques séniles sont les plus fréquentes, d’autres types de plagues amylo des ont galement
t document s et notamment les cotton wool plaques. Ces | sions particuli res, associ es
certaines mutations de PSEN1, consistent en de larges d p ts sans coeur amylo de (Crook et al.,
199 ).
L'angiopathie amyloide est une lésion observée chez certains patients Alzheimer, notamment ceux
porteurs de duplication du g ne APP (Amyloid Precursor Protein) (Rovelet-Lecrux et al., 200 ), et
correspond a I'agrégation du peptide AB dans la paroi des vaisseaux cérébraux.
Par ailleurs, le développement d’anticorps dirigés contre AR a permis de mettre en évidence des
d p ts diffus de peptides amylo des pr sents indistinctement chez des patients et des individus
cognitivement sains (Duyckaerts et al., 1999).
La progression de ces d p ts diffus au sein du tissuc r brala t d crite par Thal et collaborateurs
(Thal et al., 2002). Contrairement la pathologie Tau, les d p ts diffus sont localis s initialement
dans les zones corticales pour ensuite atteindre les structures subcorticales comme le cortex

entorhinal et I’hippocampe.
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e. Amyloidogénése

Le peptide AB, composant majoritaire des plaques séniles et des dépbts amyloides est issu de son
précurseur I’Amyloid Precursor Protein (St George-Hyslop et al., 1987).

Au cours de sa maturation, cette protéine est soumise a différentes coupures enzymatiques
conduisant a deux voies distinctes : la voie amyloidergique et la voie non amyloidergique (Vetrivel

and Thinakaran, 2006).

Voie amyloidergique

Durant la voie amyloidergique, APP est successivement clivée par la B-sécrétase, qui correspond a
I’enzyme BACE1 (B8-site APP Cleaving Enzyme 1), puis par le complexe y-sécrétase composé de 4 sous-
unités distinctes : Presinilin (PSEN), Nicastrin (NCT), Anterior Pharynx defective 1 (APH-1) et PSEN
enhancer 2 (Pen-2). Ces clivages successifs aboutissent a la formation de trois fragments que sont le

fragment APP soluble B, I’AICD (APP IntraCellular Domain) et le peptide AB (Figure 17 page 56).

Voie non-amyloidergique Voie amyloidergique

A
A 4

o
@
o

3

o
=4
o

~0
=
8

/

AICD AICD

Figure 17 : Métabolisme d’APP

Figure adaptée de Vetrivel and Thinakaran, 2006.

APP suit deux voies métaboliques distinctes : la voie non-amyloidergique (A) et la voie amyloidergique (B). La
voie non-amyloidergique permet le clivage d’APP par I'a-sécrétase et le complexe y-sécrétase entrainant la
production du fragment sAPPa, le peptide p3 et I'AICD. Au cours de la voie amyloidergique, APP est
successivement clivée par la B-sécrétase (BACE1) et le compexe y-sécrétase produisant le fragment sAPPB, le
peptide AB et I’AICD.
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Bien qu’ubiquitaire, I'’enzyme BACE1 est majoritairement exprim e dans le cerveau et le pancr as
(Vassar, 2004). Cette enzyme peut g n rer diff rents fragments car elle peut cliver APP en deux
positions distinctes : au niveau de I'acide aspartique 1 (Asp-1), le premier acide amin du peptide
amyloide ou au niveau de I'acide glutamique 11 (Glu-11) (Vassar et al., 1999). La coupure au niveau
de I'Asp-1 est majoritaire et g n re le fragment C99 aussi appel APP-CTFB (APPB C-terminal
fragment) et le fragment APP soluble B. La coupure au niveau de Glu-11 est plus minoritaire et
entraine la formation d’un fragment APP-CTF( plus court et par conséquent d’un peptide amylo de

plus court (Vassar, 2004).

Complexe y-sécrétase

Le fragment C99, majoritairement produit, est ensuite pris en charge par le complexe y-s cr tase qui
aboutit a la formation de I'AICD et du peptide ApB.

Il existe deux homologues de la pr seniline, PSEN1 et PSEN2. Durant leur maturation, ces deux
protéines d’environ 50 kDa sont cliv es en deux fragments d’environ 30 et 20 kDa g n rant
respectivement le fragment NTF (Amino-terminal fragment) et CTF (Carboxy-terminal fragment)
(Thinakaran et al., 199 ) tous deux impliqu s dans la formation du complexe. Plusieurs tudes ont
r ussi d montrer que la pr s niline tait la sous-unité responsable de l'activité catalytique du
complexe y-s cr tase (De Strooper et al., 199 ; Wolfe et al., 1999). Cependant, cette enzyme ne peut
agir seule et n cessite le recrutement des autres sous-unit s que sont NCT, Pen-2 et APH-1 (Figure 1
page 5 ) (Bai et al., 2015).

Le clivage du fragment C99 par le complexe y-sécrétase s’effectue en deux temps. Le premier clivage,
également appelé clivage endopeptidase (e-clivage) lib re I’AICD ainsi que le peptide AB de 48 (AB48)
ou 49 (AP49) AA selon la position exacte de la coupure (Takami et al., 2009). Apr s ce premier
clivage, I'activité du complexe y-s cr tase prend en charge le long peptide amylo de et raccourcit
cons cutivement celui-ci selon deux voies distinctes : AB49-> AB46-> AB43-> AB40 ou AB48-> AB45->
AB42-> AB38 (Takami et al.,, 2009). Suite ce clivage carboxypeptidase-like, les deux formes
majoritairement produites sont les peptides AB40 et AB42 (Figure 19 page 5 ).
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Figure 18 : Structure tridimensionnelle du complexe y-sécrétase

Figure issue de Bai et al., 2016.

PS1: Presenilin 1 ; NCT : Nicastrin ; Aph-1 : Anterior Pharynx-defective ; Presenilin enhancer 2 (Pen-2)

Clivage endopeptidase

|DAEFRHDSGYEVHHQKLYFFAEDVGSNKGAUIGLUVGGVVIATVIVIT ; AICD

Clivage carboxypeptidase

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIATVIVI I A 348

A

IpaErRHDsGYEVHHaKLVEEAEDVGSNKGAGLIIVGGWIATE  AB45

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVIA | AB42

Y

| DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVG | AB38
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AB49
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AB43 FRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVIA

A

AB40 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGV]

Figure 19 : Clivage endopepetidase et carboxypeptidase d'APP par le complexe y-sécrétase

Le clivage endopeptidase permet de libérer un peptide AR de 48 ou 49 acides aminés ainsi que I"AICD (APP
Intracellular Domain). Le peptide Amyloide est ensuite successivement raccourci grace au clivage carboxypeptidase.
Les deux formes majoritairement produites sont les peptides AB40 et AR42.
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Voie non-amyloidergique

La voie non-amylo dergique est la voie majoritaire de maturation d’APP et aboutit la formation de
trois produits distincts : le fragment APP soluble a, I'AICD et le peptide p3. Ces produits sont formés
grace a l'activité successive de deux enzymes : I'a-s cr tase et le complexe y-s cr tase (Figure 17
page 5 ).

L'activit a-s cr tase a été attribuée a différentes protéines mais il semblerait que l'acteur
majoritaire soit la prot ine ADAM10 (Kuhn et al., 2010). Ce clivage s’effectue entre les résidus Lys-1
et Leu-17 du domaine AP et produit deux fragments: C 3 ou APP-CTFa (APPa carboxy-terminal
fragment) et le fragment APP soluble a (Sisodia et al., 1990). Le fragment C 3 est alors cliv par le

complexe y-s cr tase lib rant ainsi le peptide p3 et I'AICD.

Trafic cellulaire d’APP

Les diff rentes tapes conduisant la formation du peptide amylo de partir de son pr curseur
prot ique sont localis es dans des r gions subcellulaires particuli res (pour revue (Haass et al.,
2012)). La production d’AB a essentiellement lieu au niveau du systeme endosomal bien que
certaines tudes la fin des ann es 90 aient document une pr sence d’AB au niveau du reticulum
endoplasmique et du r seau trans-golgien (Greenfield et al., 1999; Hartmann et al., 1997).

Apr s maturation d’APP au sein du reticulum endoplasmique et de I'appareil de golgi, APP suit la voie
de s cr tion et est adress e la membrane plasmique. ce niveau, APP suit majoritairement la voie
non-amylo dergique et est cliv e successivement par |'a-sécrétase et le complexe y-s cr tase.
Cependant, la présence de la séquence consensus YENPTY dans le domaine intracellulaire d’APP
permet galement son endocytose dans les endosomes pr coces. ce niveau, APP peut tre
redirig e vers la voie non-amylo dergique en empruntant la voie de recyclage vers la membrane
plasmique ou le r seau trans-golgien via le complexe du r trom re (Seaman, 2012). Ler trom re est
constitu d’une combinaison de cing protéines différentes dont un trimére de prot ine appel VPS
(Vacuolar Protein Sorting VPS35, VPS2 et VPS29) et de deux sous-unit s SNX (Sorting Nexin SNX1,
SNX2, SNX5 ou SNX ) (Seaman, 2012). SORL1 est un acteur majeur de cette voie de recyclage. En
effet, il permet de faire le lien entre APP et le r trom re (pour revue (Reitz, 2015)). Ainsi, APP est
recycl e, retourne la membrane plasmique ou au niveau du r seau trans-golgien pour suivre la voie
non-amylo dergique. Dans le cas contraire, APP est d livr e aux endosomes pr coces, organelles
majeurs, gr ce leur pH acide, pour I'activité de la B-s cr tase qui clive alors APP et lib re le C99. Le
fragment C99 est ensuite dirig depuis les endosomes pr coces vers les endosomes tardifs puis les
lysosomes. Le lieu précis d’activité du complexe y-sécrétase n’est pas clairement d fini mais
interviendrait principalement dans les endosomes tardifs et/ou lysosomes. Le peptide amylo de est

ensuite s cr t au niveau extracellulaire (Figure 20 page 0) (pour revue (Haass et al., 2012)).
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Figure 20 : Trafic cellulaire d’APP

Figure issue de Campion et al., 2016.

APP suit un parcours précis au sein de la cellule. Aprés maturation dans le reticulum endoplasmique et I'appareil de
Golgi, la protéine APP est adressée a la membrane plasmique par la voie de sécrétion. Au niveau de la membrane
plasmique, APP peut suivre la voie non-amyloidergique et étre clivée successivement par I'a-sécrétase puis la y-
sécrétase. Elle peut également étre endocytée dans les endosomes précoces. Le complexe du rétromeére, via SORL1,
peut lier APP dans ces endosomes pour le recycler vers le réseau trans-golgien ou la membrane plasmique prévenant
ainsi le clivage amyloidergique. Dans le compartiment endosomal et lysosomal, APP est successivement clivé par la B-
sécrétase puis la y-sécrétase aboutissant a la production et sécrétion du peptide amyloide dans le milieu extracellulaire.
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Clairance dégradation
Afin de pr venir son agr gation en plaques s niles, le peptide amylo de peut tre limin par
diff rentes voies : par prot olyse extracellulaire gr ce diff rentes enzymes (MME, IDE, MMP2 et
MMP9, CTSB, BACE2..), par transport  travers la barri re h mato-enc phalique (BHE), par
endocytose puis d gradation dans le syt me endosomal-lysosomal ou encore par phagocytose gr ce
la microglie. La clairance d’AB a travers la BHE s’effectue grace a plusieurs molécules. L'APOE, la
clusterin (CLU) ou encore I'a-2-macroglobulin (A2M) peuvent se lier APOE pour le d livrer la BHE.
Les complexes ainsi form s se lient aux r cepteurs LRP1 (low density lipoprotein receptor-related
protein-1) ou LRP2 permettant le passage du peptide amylo de travers la BHE. Ces voies seront

d crites plus en d tails dans les r sultats partie 2.

Agrégation

L'agrégation physiopathologique du peptide amylo de peut r sulter de plusieurs dysfonctions dans
les diff rents m canismes voqu s pr ¢ demment. Les plaques s nilesont t les premi res| sions
d crites et ne sont retrouv es que dans les cerveaux de patients Alzheimer. Cependant, le paradigme
actuel consid re que les oligom res d’AB sont les responsables de la toxicit physiopathologique
observ e dans la MA et non les fibrilles retrouv es dans les plaques s niles (Benilova et al., 2012) Ces

voies seront d crites plus en d tails dans les r sultats partie 2.

f. Mécanismes neurotoxiques du peptide amyloide

La toxicité d’Ap serait médiée par différentes voies affectant la plasticité synaptique (Laur n et al.,
2009; Li et al., 2011; Shankar et al., 200 ). La capacit des neurones maintenir une hom ostasie
synaptique serait fortement corrélée aux fonctions de mémoires et d’apprentissage. Les deux
principaux m canismes de cette plasticit synaptique sont la LTP (Long Term Potentiation) et LTD
(Long —Term Depression). |l est maintenant majoritairement admis que les oligomeres d’AB ont la
capacit de bloquer la LTP (Li et al., 2011) et il semblerait qu’ils soient capables d’entrainer la LTD
(Guntupalli et al., 201 ; Shankar et al., 200 ). Les oligomeéres d’Ap seraient capables de se lier a
plusieurs r cepteurs cellulaires tels que PrP®(cellular prion protein) (Laur n et al., 2009), ou CHRNA7
(Cholinergic Receptor Nicotinic Alpha 7 Subunit) (Wang et al., 2000) mais seraient galement capable
de s’agréger a la surface cellulaire au niveau des rafts lipidiques cr ant ainsi des pores membranaires
(Kawarabayashi et al., 2004; Nisbet et al., 2015). L’interaction des oligoméres avec ces récepteurs
auraient plusieurs cons quences. Elles aboutiraient in fine a I'internalisation des récepteurs NMDA
(N-methyl_D-aspartate) et AMPA (a-amino-3_hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) entrainant
un m canisme de LTD et en cons quence un r tr cissement et une r traction des pines

dendritiques (voir revue Nisbet et al., 2015). De maniére intéressante, le processus d’internalisation



des r cepteurs AMPA serait m di par une activation des r cepteurs NMDA induite par les
oligomeres d’AB permettant une entr e massive de calcium qui entrainerait plusieurs cascades de
r gulation impliquant des phosphatases (Calcineurine, PP1 and STEP 1) et des kinases (CDKS5, PKC et
GSK3B) (Guntupalli et al., 201 ). Les phosphatases calcineurine et PP1 entraineraient I'internalisation
des r cepteurs AMPA en d phosphorylant la serine 45 de la sous-unit GIuAl de ce r cepteur,
(Beattie et al., 2000; Ehlers, 2000), site crucial dans le maintien de la stabilit de ces r cepteurs au
niveau de la synapse ainsi que la LTP (He et al., 2009; Oh et al., 200 ). En résumé, les oligomeres d’AB
entraineraient de maniéere indirecte une activation des récepteurs NMDA entrainant I'internalisation
des r cepteurs AMPA via une entr e de calcium intracellulaire et une d phosphorylation de ces
récepteurs entrainant un mécanisme de LTD. AP aurait donc un réle majeur dans le maintien de
I’'homéostasie synaptique en prévenant un excés d’activité synaptique qui serait néfaste pour la
cellule. D’autre part, ces oligom res auraient galement la capacit via leur liaison CHRNA7 et PrP¢
d’augmenter l'internalisation des récepteurs NMDA (Snyder et al., 2005). Ce processus serait m di

notamment par I'activation de la kinase Fyn qui augmente la phosphorylation de la sous unité NR2b
des r cepteurs NMDA entrainant de mani re transitoire leur activation (revue (Guntupalli et al.,
201 )). Cette activation des récepteurs NMDA serait rapidement suivie d’une augmentation des
niveaux de la phosphatase de STEP 1 qui d phosphoryle la sous-unit NR2B et entraine
I'internalisation de ces récepteurs. En résumé, les mécanismes de régulation synaptique induits par
le peptide amylo de semblent extr mement complexes et impliquent plusieurs voies qui tentent

d’établir une homéostasie synaptique (Figure 21 page 4).

g- Interaction Tau-Af

La spécificité des plaques amyloides dans la maladie d’Alzheimer et la forte corrélation des DNFs
avec les sympt mes cliniques de la maladie ont longtemps aliment la controverse pour d finir qui

tait le d clencheur de la pathologie (Morris et al., 2014). Le paradigme majoritaire actuel consiste

d finir, de fagon imag e, AB comme la gachette et Tau la balle qui tue les neurones (Bloom, 2014). La
toxicité entrainée par AB aurait des cons quences post-traductionnelles sur Tau changeant ainsi sa
conformation et son d crochage physiologique des MT et facilitant ainsi son agr gation sous formes
de DNF pour aboutir la mort neuronale (Nisbet et al., 2015). Les m canismes intrins ques reliant le
peptide amylo de la prot ine Tau ne sont pas encore totalement lucid s. De mani re int ressante,
le cortex trans-entorhinal est la premi re zone touch e par les DNFs et sont observ es la fois chez
les individus cognitivement sains et atteints de MA (Braak and Braak, 1991). La progression de ces
DNFs peut méme atteindre I'hippocampe chez certains individus agés ne présentant pas de
pathologie amylo de (PART) (Crary et al., 2014). D’autre part, les dépots diffus de peptides amylo des

sont observ s 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 limit e des DNFs au
sein du cerveau de personnes saines s'accompagne en paralléle de la production de dép6ts diffus
dans des zones physiquement loign es. Dans un processus physiopathologique, on imagine que ces
deux ph nom nes finissent par se rencontrer favorisant r ciproquement leurs activit s
d g n ratives.

Plusieurs études ont essayé de comprendre cette interaction pathogéne entre Tau et AB. Les
premieres études ont permis de démontrer que la toxicité d’AB était dépendante de Tau. En effet,
I’exposition de neurones hippocampiques de souris transgéniques a des fibrilles d’AB aboutissait a
une d g n rescence des neurones (Rapoport et al., 2002). Cependant, cette d g n rescence n’était
pas observ e lorsque les cellules n’exprimaient pas la protéine Tau (Rapoport et al.,, 2002). Les
m canismes intrins ques de cette relation entre AP et Tau ont fait I'objet de nombreuses études
(pour revue Nisbet et al., 2015).

Dans la MA et d’autres tauopathies, I’hyperphosphorylation de Tau entrainerait son d crochage des
MT, alt rant sa localisation subcellulaire et facilitant son agr gation. Cette hyperphosphorylation de
Tau dépend de nombreuses kinases telles que GSK3B, CDK5, AMPK, ou encore les MARKs (revue
Guntupalli et al.,, 201 ). Lors de la r gulation synaptique, 'activation des récepteurs d’AB induit
plusieurs kinases impliqu es dans I’hypersphosphorylation de Tau (Hartigan and Johnson, 1999; Lee
et al., 2000; Mairet-Coello et al., 2013; Yu et al., 2012) participant finalement son d crochage des
MT et accompagnant ainsi la r traction des pines dendritiques initiée par l'internalisation des
r cepteurs AMPA et la LTD. On peut alors mettre I’hypothése que cette disparition progressive des
dendrites en condition pathologique, induite par les oligoméres d’AB, entrainerait in fine une perte
de la synapse (Shankar et al., 2007). Ce m canisme physiologique permettant de r guler I'excitabilité
d’une synapse serait d stabilis en condition pathologique aboutissant une perte massive des
synapses accompagn e d’'une hyperphosphorylation et d’'une agr gation de la prot ine Tau

conduisant terme la mort des neurones.
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Figure 21: M canismes neurotoxiques du peptide amylo de

Figure adapt e de la revue Guntupalli et al., 201

Les oligom res solubles du peptide amylo de activent les r cepteurs NMDA entrainant I'augmentation du calcium (Ca’")
intracellulaire. Lentrée du Ca’* dans la cellule active de nombreuses cascades de transduction impliquant des kinases et
des phosphatases qui modulent I'état de phosphorylation des récepteurs AMPA. L’activation de ces voies, en lien avec les
m canismes de LTD, entrainent I'internalisation des AMPARs et une dépression synaptique.

Les fl ches en pointill indiquent les voies de signalisation d coulant des tudes sur la LTD mais qui ne sont pas
directement activées par AB. Les fleches continues sont les voies biologiques courantes.



3. Génétique de la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer répond dans une majorité des cas a un déterminisme multifactoriel dont le
principal facteur de risque est I'age (Hirtz et al., 2007). Cependant, une forme mend lienne rare
transmission autosomique dominante de MA touche environ 1 000 personnes en France. La
caractérisation des génes responsables de cette forme de MA a permis de formuler I’hypothése de la

cascade amylo de et a plac le peptide amylo de au centre du processus physiopathologique.

a. Formes mendéliennes de la MA

Mutations et duplication d’APP

ce jour, 27 variations pathog nes du g ne APP sont recens es dans la base de donn es de
mutations d’Alzforum (Figure 22 page 7). La plupart des mutations d’APP sont des variations faux-
sens retrouv es dans les exons 1 et 17 qui codent pour le peptide amylo de. Les principales
cons quences de ces variations sont multiples. Elles peuvent entrainer une augmentation de
production du peptide amylo de en favorisant le clivage B-s cr tase (Cai et al., 1993; Citron et al.,
1992). D’autres variations aboutissent a une augmentation des capacités d’agrégation du peptide
amylo de en alt rant le clivage y-s cr tase favorisant la production de peptides amylo des plus longs
(De Jonghe et al., 2001). De la m me mani re, des mutations dans la s quence codante du peptide
AB entra nent galement des modifications des propri t s biophysiques du peptide favorisant son
agr gation (Nilsberth et al., 2001).
Les duplications d’APP d crites pour la premi re fois en 200 (Rovelet-Lecrux et al., 200 ) entrainent
une augmentation d’expression d’APP et in fine une surproduction du peptide amylo de (Pottier et

al., 2012a).

Mutations et délétions de PSEN1

Avec 221 variations pathog nes, PSEN1 est le g ne majoritairement impliqu dans les formes
mend liennes de MA (Figure 22 page 7).l repr sente luiseul 4 des variations responsables de
ces formes mend liennes de MA dans notre chantillon comportant 170 familles ADEOAD
(Lanoisel e et al., 2017). On retrouve principalement des variations faux-sens mais galement des
d | tions de I'exon 9 résultant d’'un réarrangement génomique et d’'une mutation ponctuelle
affectant I'épissage (Crook et al., 199 ; Dumanchin et al., 200 ; Perez-Tur et al., 1995; Rovelet-Lecrux
et al., 2015; Sato et al., 199 ; Smith et al., 2001). Les variations se r partissent sur 'ensemble de la
s quence de PSEN1 mais ont pourtant toutes la méme conséquence fonctionnelle sur I'activité y-
s cr tase (Ch vez-Guti rrez et al.,, 2012; Szaruga et al., 2015; Veugelen et al., 201 ). En effet, si

seulement certaines affectent le clivage endopeptidase, il semble que I'ensemble des variations
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pathog nes de PSEN1 affectent le clivage carboxypeptidase(Figure 19 page 5 ) (Ch vez-Guti rrez et
al., 2012; Szaruga et al., 2015; Veugelen et al., 201 ). Cette dysfonction du complexe y-s cr tase est
donc caract ris e par une perte de fonction de [l'activité carboxypeptidase entrainant une
augmentation de la production de formes plus longues d’AB tels que les peptides amyloides 42 ou
43. Concr tement, le raccourcissement successif du peptide amylode r alis par le clivage
carboxypeptidase s’arréte pr cocement produisant ainsi des formes plus longues de peptides
amylo des (Ch vez-Guti rrez et al., 2012). Cette dysfonction peut tre valu e par I'analyse des
ratios AB40/AP43 ou AP38/AB42. L'effet des variations pathogénes PSEN1 sur le complexe y-
sécrétase caractérisé par une perte de fonction a fait I'objet de controverses au sein de la
communaut scientifique sp cialiste de cette enzyme (Ch vez-Guti rrez et al., 2012; Kelleher and
Shen, 2010; Shen and Kelleher, 2007; Veugelen et al., 201 ; Xia et al., 201 ). En effet, des souris
knock-in contenant des mutations de PSENI1 responsables d’EOAD présentaient un phénotype
similaire  celui de souris d ficientes pour PSEN1 (Xia et al., 2015). Le complexe y-s cr tase clive
d’autres prot ines telles que le r cepteur Notch (Logeat et al., 199 ). Ce r cepteur joue unr le dans
la fonction neuronale et le d veloppement (Xia et al., 2015). Ces tudes sugg rent donc un
m canisme physiopathologique en faveur d’'une perte de fonction globale de PSEN1 et peut amener
a considérer 'agrégation du peptide amyloide comme un épiphénomeéne (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’'une autre pathologie dermatologique sans lien avec une maladie
neurod g n rative nomm e acn invers e (Wang et al.,, 2010). Par ailleurs, les mutations et
duplications d’APP affectent directement le peptide amyloide sans conséquence sur |'activité globale
du complexe y-s cr tase. L’hypothese centrée sur I'accumulation du peptide amylo de plut t 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 18 a I'heure actuelle (Figure 22 page 7)
d’apres la base de données Alzforum. De la m me mani re que pour PSEN1 ces variations semblent
entrainer une augmentation de production des formes plus longues tablie par le ratio AB42/AB40
qui bien qu’incorrect d’un point de vue fonctionnel (les ratios AB40/AR43 ou AB3 /AB42 sont plus
appropri s) traduit une dysfonction du clivage carboxypeptidase du complexe y-s cr tase (Citron et
al.,, 1997; Oyama et al., 199 ; Sawamura et al., 2000; Scheuner et al.,, 199 ). Une tude r cente a
montr que PSEN2 tait localis majoirtairement au niveau du compartiments endosomal tardif et
du compartiment lysosomal contrairement PSEN1 qui est plus largement distribu e dans la cellule

(Sannerud et al., 201 ). Cette localisation subcellulaire spécifique entrainerait la formation d’un pool



intracellulaire d’AB qui pourrait tre un v nement pr coce dans la cascade physiopathologique de

la MA.
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Figure 22 : Les variations d’ APP, PSEN1 et PSEN2

Figure issue de la base de donn es Alzforum
Ensemble des variations pathog nes (en rouge), non pathog nes (en vert), protectrices (en jaune) et de signification inconnue (en

bleu) dans APP, PSEN1 et PSEN2



b. Facteurs de risque fréquents

Les mutations des genes responsables d’EOAD ne permettent pas de caractériser I'ensemble de
I’'hétérogénéité génétique de la maladie d’Alzheimer. Une part de la composante génétique de la MA
est attribuée a des facteurs de risque fréquents. Les variants fréquents conférent principalement un
risque faible de développer la maladie. De maniére exceptionnelle, un facteur de risque fréquent,

I'allele €4 de I’APOE, est associé a un risque important de développer la MA.
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Figure 23 : Répartition de I'allele €4 de ’APOE

La fréquence de 'allele €4 de I’APOE a été calculée a partir d’'un échantillon de 7 351 patients atteints de MA et

d’un échantillon de 10 132 controdles sains.(Génin et al., 2011.)
APOE
L'allele €4 de I'apolipoprotéine E (APOE) est le facteur de risque majeur de la maladie d’Alzheimer.
Initialement détecté en 1987 (Schellenberg et al., 1987), cet alléle est caractérisé par deux SNPs en
déséquilibre de liaison sur APOE (NM_000041)(rs429358 (c.388T>C) et rs7412 (c.526C>T)). Ces deux
polymorphismes définissent ainsi 3 alléles différents : €2 (rs429358-T ; rs7412-T), €3 (rs429358-T ;
rs7412-C) et €4 (rs429358-C ; rs7412-C). L'alléle 4 est relativement fréquent en population générale
avec une MAF de 12,3 % (Lambert et al., 2013a) (Figure 23 page 68). Cet alléle est donc un exemple
exceptionnel de variant fréquent conférant un risque élevé de développer la maladie. Le risque
associé aux porteurs homozygotes e€d4e4 et hétérozygotes €3e4 par rapport aux porteurs
homozygotes €3€3 est respectivement de OR=14,4 et de OR=3,63 (Genin et al., 2011). De plus, si 'on
ne considére pas le génotype APOE le risque de développer la maladie a 85 ans est de 11 % pour les

hommes et de 14 % pour les femmes par contre il est de 23 % et 31 % pour les porteurs
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h t rozygotes e3e4 et de 51 et 0 pour les porteurs homozygotes (Genin et al., 2011). Il est
intéressant de noter également que l'allele €2 est protecteur atteignant un OR de 0,5 . Les tudes
pour relier le génotype d’APOE a la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer sont extr mement
nombreuses. La caractérisation extensive de ce transporteur lipidique a permis de I'impliquer dans
diff rentes voies m taboliques impliquant le peptide amylo de. Il interviendrait ainsi principalement
dans son agr gation, sa clairance (pour revue voir (Yu et al., 2014) et galement dans la maturation
d’APP et la sécrétion d’AB (Huang et al., 2017). APOE jouerait galement un r le dans divers
m canismes ind pendants du peptide amylo de : la plasticit synaptique, la neuroinflammation, la
neurotoxicit , le m tabolisme des lipides, la dysfonction mitochondriale etc. (pour revue (Yu et al.,
2014)). Le nombre de fonctions attribu es APOE complexifie la d finition de sonr le pr cis dans le

m canisme physiopathologique de la MA.

Etude de GWAS
Les tudes de GWAS ont permis de mettre en vidence plus de 20 Joci associ s avec la MA (Harold et
al., 2009; Hollingworth et al., 2011; Jun et al., 201 ; 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 significativit
pang nomique (5.10" ). Cependant, les odds ratio compris entre 1,0 et 1, sont sans commune
mesure avec celui de 'APOE (OR APOE €34 =3,63 et OR e4¢e4 =14,4). Ces facteurs de risque d finis
par les loci sont majoritairement des polymorphismes interg niques ou introniques reli s avec le
g ne le plus proche. Des études fonctionnelles ont permis de documenter ['implication
physiopathologique des g nes associ s aux loci des tudes de GWAS (Chapuis et al., 201 ; Delay et
al.,, 201 ; Dourlen et al.,, 201 ; Sottejeau et al., 2015; Ubelmann et al., 2017; pour revue Van
Cauwenberghe et al,, 201 ). Les g nes interagissant avec Tau, APP ou les deux la fois sont indiqu s
dans le Tableau 1 (page 5). Bien que ces variants fr quents repr sentent individuellement un risque
faible de d velopper la maladie, leur addition chez un m me individu peut repr senter un risque
important notamment si les interactions g n tiques de ces variants sont synergiques. De mani re
int ressante, certains g nes tels que SORL1 et ABCA7 associ s des facteurs de risque fr quents ont
galement t impliqu s dans les études d’association de variants rares. Néanmoins, des facteurs de
risque fr quents ne peuvent tre en d s quilibre de liaison avec des variants rares. On estime donc
qgue la part attribu e aux facteurs de risque fréquents sur ces génes n’est pas la méme que celle

attribu e aux variants rares.



SNP FAR Geéne associé Localisation OR P valeur
rs6733839 0,41 BIN1 intergénique 1,22 [1,18-1,25] 6,9.10
rs10792832 0,64 PICALM intergénique 1,15[1,12-1,18] 9,3.10%°
rs9331896 0,62 CLU intronique 1,16 [1,12-1,19] 2,8.10%
rs6656401 0,20 CR1 intronique 1,18 [1,14-1,22] 5,7.10%
rs983392 0,60 MS4A6A intergénique 1,11[1,08-1,15] 6,1.10™"°
rs4147929 0,19 ABCA7 intronique 1,15[1,11-119] 1,1.107"°
rs11218343 0,60 SORL1 intronique 1,30[1,22-1,39] 9,7.107"°
rs28834970 0,37 intronique 1,10[1,08-1,13] 7,4.10"
rs11771145 0,66 intergénique 1,11 [1,08-1,15] 1,1.10"
rs9271192 0,28 HLA-DRB5 intergénique 1,11[1,08-1,15] 2,9.10"
rs10948363 0,27 CD2AP intronique 1,10[1,07-1,13] 5,2.10™
rs1476679 0,61 ZCWPW1 intronique 1,10[1,07-1,13] 5,6.10™"°
rs75002042 0,92 FBXL7 intronique 1,66 [1,43-1,96] 4,7.10°
rs2718058 0,63 NMES intergénique 1,08 [1,05-1,11] 4,8.10°
rs10498633 0,78 SLC24A4/RIN3 intronique 1,10[1,07-1,13] 5,5.10°
rs2732703 0,87 intergénique 1,37 [1,23-1,53] 5,8.10°
rs17125944 0,09 FERMT2 intronique 1,14 [1,09-1,19] 7,9.10°
rs10838725 0,31 intronique 1,08 [1,05-1,11] 1,1.10°%
rs7274581 0,92 intronique 1,14 [1,09-1,19] 2,5.10°
rs35349669 0,49 INPP5D intronique 1,08 [1,05-1,11] 3,2.10°
rs190982 0,59 MEF2C intergénique 1,08 [1,05-1,11] 3,2.10°

Tableau 1 : Génes identifiés par les études de GWAS

Ce tableau a été créé a partir de la base de données GWAS catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas/).

SNP : Single nucleotide plymorphism ; FAR : Fréquence de I'alléle a risque ; OR : odds ratio. Genes en lien avec le
peptide AB (en rouge), en lien avec Tau (orange) et lien avec AB et Tau (en bleu).

c. Facteurs de risque rares

A c6té de ces études de GWAS qui ont permis d’associer des variants fréquents avec la MA, le
développement des techniques de séquencage haut débit a permis d’étudier I'implication de variants
rares dans cette pathologie. Différentes études d’associations ont ainsi mis en lumiére une partie de
la composante génétique de la maladie d’Alzheimer médiée par des variants rares et qui conférent
un risque intermédiaire a élevé de développer la maladie. En fin d’année 2012, deux articles ont
démontré I'association d’un variant rare a risque de TREMZ2 (Triggering Receptor Expressed on
Myeloid cells 2) (Guerreiro et al., 2013; Jonsson et al., 2013) qui faisait suite a la découverte d’un
variant protecteur d’APP (Jonsson et al., 2012). Les études menées sur la population islandaise qui
ont permis de détecter des associations significatives sur ces deux variants (Jonsson et al., 2012,
2013) ont également pu, grace a une analyse singuliére, impliquer des variants pertes de fonction
cette fois-ci a I'échelle du géne codant la protéine ABCA7 (Steinberg et al., 2015). En paralléle, notre
équipe était la premiére a identifier des variants rares de SORL1 comme contribuant probablement

au déterminisme de la MA du sujet jeune (Pottier et al., 2012b).

70



TREM2
Deux tudes ont rapporté en méme temps l'association d’un variant rare de TREM2 p.R47H comme
facteur de risque associ la MA (Guerreiro et al., 2013; Jonsson et al., 2013). Bien qu’utilisant des
techniques de NGS, les deux tudes ont appliqu des strat gies diff rentes. La premi re tude
r alis e par |’ quipe islandaise est la plus complexe. Dans un premier temps, ils ont d tect 191 777
variants non-synonymes, frameshifts ou affectant les sites canoniques d’épissage partir de donn es
de s quencage de g nomes de 2 2 1 islandais contr les. Dans un second temps, ils ont imput ces
191 777 variants chez 3 550 patients atteints de MA et plus de 100 000 contr les. Cette strat gie a
permis de mettre en vidence deux variants associ s avec la MA. Le premier est situ surlas quence
codante d’APP (A 73T) et est protecteur atteignant un OR de 0,23 quand I'analyse est réalisée a
partir de I'’ensemble de la population contr le et 0,1 9 quand elle est restreinte aux individus g s de
plus de 5 ans. Au niveau fonctionnel, ce variant affecte la production de peptide amylo de en
défavorisant le clivage B-s cr tase diminuant ainsi de pr s de 40 la production de peptide
amylo de dans un mod le in vitro (Jonsson et al., 2012). Le second variant est une variation faux-sens
du g ne TREM2 (p.R47H) qui conf re un risque de d velopper la MA atteignant un OR de 2,92,
lorsque I'on considere I'ensemble des individus contr les, et de 4,66 quand I'analyse est restreinte
aux individus contr les de plus de 5 ans. L'étude de réplication dans une population européenne a
abouti un OR similaire de 2, 3. Cette association du variant rare de TREM2 a t d couverte au
m me moment par une quipe anglaise. Cette quipe, pilot e par John Hardy, a pu mettre en
vidence partir la fois de donn es de g nomes, d’exomes et de s quencage Sanger cibl sur
I’exon 2 de TREMZ2 une association de ce variant rare en comparant environ 1 000 cas et 1 000
contr les avec un OR de 4,51. Au sein du laboratoire, nous avions rapidement r pliqu ce r sultat
chez 72 EOAD et 7 3 contr les (OR=4,07) (Pottier et al., 2012b). D’autres études ont par la suite
confirm ce r sultat (Rosenthal et al.,, 2015 titre d'exemple) et certaines ont t capables de
d tecter une association a partir d’'un autre variant de TREM2, p.R 2H, ou encore en agr geant les
variants a I'échelle du géne (Jin et al., 2014). Cependant, ces deux derni res associations n cessitent
une r plication dans des tudes cas-contr les indépendantes. D’un point de vue fonctionnel, le
m canisme par lequel la prot ine TREM2 interviendrait dans la physiopathologie de la MA serait
multiple. Cette prot ine est un r cepteur pr sent la surface cellulaire des cellules microgliales et
jouerait un role dans la dégradation d’Ap en entrainant la phagocytose du peptide amylo de par ces
m mes cellules (Kleinberger et al., 2014). Le lien entre ce variant et la physiopathologie reposerait
sur une dysfonction microgliale. Cependant, les r sultats obtenus partir de diff rents mod les
souris de MA sont discordants. Certaines études n’observent aucun effet sur la charge en plaques
amylo des chez des mod les souris de MA d ficientes pour TREMZ2 alors que d’autres tudes

semblent indiquer le contraire (Jay et al., 2015; Ulrich et al., 2014; Wang et al., 2015b). R cemment,
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une tude a mis en vidence une fonction de protection de la microglie qui formerait une barri re
microgliale autour des plaques et d p ts amylo des favorisant leur compaction et pr venant ainsi
leur effet neurotoxique (Condello et al., 2015). L’haploinsuffisance de TREM?2 et les analyses de
cerveaux de patients malades porteurs de la variation R47H semble d montrer que cette barri re
protectrice est alt r e (Yuan et al., 201 ) (Wang et al.,, 201 ). TREM2 est aussi produit sous une
forme soluble qui favoriserait I'activation des cellules microgliales et l'inflammation, fonctions
alt r eslorsque la prot ine est mut e (Zhong et al., 2017). Toutes les tudes s’accordent a dire que
la variation p.R47H agirait comme une variation perte de fonction. Plus r cemment, une m ta-
analyse r alis e par Alzforum a permis de mettre en vidence une | vation des niveaux de formes
solubles de TREM2 dans le liquide c phalo-rachidien de patients malades permettant
éventuellement d’utiliser dans le futur ce biomarqueur pour établir le diagnostic de MA (Henjum et

al., 201 ; Heslegrave et al., 201 ; Piccio et al., 201 ; Su rez-Calvet et al., 201 ).

SORL1

Gr ce une strat gie de r currence, notre laboratoire a t le premier identifier des variants rares
de SORL1 chez des patients atteints de formes familiales pr coces de MA compatible avec un mode
de transmission autosomique dominant (Pottier et al., 2012b). R cemment, nous avons r alis une
étude d’association a partir de données d’exomes obtenues chez 4 4 cas EOAD et 49 contr les.
L'analyse de ces données a permis de valider les résultats initiaux r v lant un enrichissement de
variants rares assimil s des pertes de fonction dans le g ne SORL1 chez les cas, proche de la
significativit n cessaire en exome (OR=5,03, p-valeur=7,49.10®). L’analyse restreinte aux individus
pr sentant une forme familiale d’EOAD avait permis de franchir ce seuil de significativit (OR=, ,
p-valeur=3, .10”) (Nicolas et al., 201 b). Une autre étude d’association r alis e chez des patients
d’origine caribéenne-hispanique atteints de formes tardives de MA avait galement d tect un signal
similaire sur des variants de SORL1 mais sans franchir le seuil de significativité de I'exome (p-
valeur=9.10") (Vardarajan et al., 2015). Cependant, cette analyse d’association n’a pas été réalisée
uniquement a partir de données de séquengage d’exomes. En effet, seuls les variants de SORL1
d tect s chez diff rents cas familiaux avaient t g notyp s chez 49 contr les non-apparent s.
Cette analyse ne prend donc pas en compte les variants rares potentiellement port s par les
individus contr les qui pourraient entrainer un r quilibrage de la charge. Tr s r cemment, 3 cas
d’une méme famille, porteurs a I'état homozygote de l'alléle €4 d’APOE, portaient galement un
variant rare faux-sens de SORL1 (Louwersheimer et al., 2017). La co-occurrence de I'allele €4 d’APOE
et du variant rare de SORL1 influencerait I'dge de début chez ces patients. Cependant, cette

hypothése n’a été testée que dans une seule famille et n cessite d’étre répliquée.
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Au niveau fonctionnel, SORL1 (Sortilin Related Receptor 1) code pour une prot ine cargo impliqu e
dans le recyclage d’APP, via le complexe du r trom re, la membrane plasmique ou au niveau du
r seau trans-golgien favorisant ainsi la voie non-amylo dergique (Figure 20 page 0) (pour revue
(Andersen et al., 201 )). Des tudes men es sur des mod les de souris Alzheimer d ficientes pour
SORL1 ont permis de d montrer que cette perte de fonction exacerbait la pathologie amylo de
(Andersen et al., 2005; Dodson et al., 200 ). De fagon plus r cente, une quipe a impligu SORL1
dans I'adressage du peptide amyloide au lysosome favorisant sa dégradation (Caglayan et al., 2014;
Dumanis et al.,, 2015). Il existerait donc deux fonctions protectrices de SORL1 impliquant la
production du peptide amylo de. Ces tudes fonctionnelles sont en accord avec les tudes cas-
contr les qui associent les variants PTVs et les variants faux-sens assimil s comme tels avec le risque

de d velopper la MA (Nicolas et al., 201 b; Pottier et al., 2012a).

ABCA7

Suite a I'étude des variants rares d’APP et TREM2, la m thodologie de I'’équipe Islandaise, d tection
puis imputation, a permis d’associer des variants rares perte de fonction d’ABCA7 avec la
physiopathologie de la MA (Steinberg et al.,, 2015). Dans cette tude, aucun variant seul ne
franchissait le seuil de significativit n cessaire. Pour contourner ce probl me, la strat gie a consist
en l'agrégation des variants a I'échelle du gene en distinguant deux cat gories : les variations rares
PTV d’une part et les variations faux-sens et d’épissage en dehors des sites canoniques d’autre part.
Cette m thodologie permettait de s’approcher du seuil de significativité. Concernant les variants
perte de fonction, le risque estimé par 'OR tait de 2,0 avec une significativit approchant celle
pan-exomique (p-valeur=3, .10”). Le signal d’association obtenu grace a I'analyse statistique de
variance SKAT (p-valeur=2.10") tait en r alit largement d un seul variant d’épissage,
€.5570+5G>C (p-valeur=0,46 sans ce variant). L’analyse de I’ARN des patients porteurs a permis de
mettre en évidence que cette variation entrainait la rétention d’une partie de I'intron aboutissant a
I'inclusion d’un codon stop dans la séquence et a pu donc tre recat goris e en variant perte de
fonction. L’analyse ainsi réalisée a partir des variants perte de fonction et de ce variant d’épissage a
permis aux auteurs d’obtenir une significativité pan-exomique (OR=2,12, p-valeur=2,2.10"").
L'association a été galement r pliqu e en g notypant la population europ enne pr ¢ demment
utilis e dans les tudes sur TREM2 aboutissant un OR combin de 2,03 (p-valeur= , .10™"). Cette
tr s large population islandaise s quenc e permet d’obtenir une tr s grande puissance statistique.
Cependant, la méthodologie limite I'analyse a un nombre restreint de variants découverts dans leur

chantillon d’origine composé d’individus sains. Le s quencage cibl par techniques de NGS r alis

par une quipe belge a permis de mettre en évidence I'implication de I'ensemble des variants rares

PTV d’ABCA7 dans la MA (RR=4,03, p-valeur=2.10") (Cuyvers et al., 2015). Cette association n’est pas
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significative d’un point de vue de I'exome. Au cours de ma th se, nous avons alors tent de r aliser
une m ta-analyse en combinant nos donn es avec celles de I’ tude belge pour augmenter le nombre
d’individus et la puissance statistique de notre analyse afin de d tecter un signal significatif sur les
variants rares perte de fonction et faux-sens pr dits pathog nes (R sultats Partie 1).

ABCA7 (ATP-Binding Cassette transporter A7) est une prot ine exprim e dans le cerveau et
majoritairement dans les cellules microgliales et les neurones (Kim et al.,, 200 ). Cette prot ine
transmembranaire est impliqu e dans le transport de diff rents substrats (principalement des
lipides) travers la membrane plasmique et la membrane des organelles (Vasiliou et al., 2009). D’un
point de vue physiopathologique, la déplétion d’ABCA7 dans des souris modeles de MA exacerbe la
pathologie en doublant la quantité d’ApB insoluble et le nombre de plaques amylo des positives la
thioflavine-S (Kim et al., 2013). Cet effet protecteur d’ABCA7 pourrait étre expliqué par ses fonctions
de phagocytose du peptide amylo de (Fu et al., 201 ), son implication dans le transport des lipides
I'instar de son homologue ABCA1 (Koldamova et al., 2010) ou encore dans le processing d’APP (Satoh
et al., 2015). Toutes ces études convergent vers I'idée qu’une perte de fonction d’ABCA7 conduit a
une augmentation de la charge en AB et représente donc un risque dans un mécanisme

physiopathologique de MA.

PLD3

L'implication de variants rares de PLD3 dans la maladie d’Alzheimer est tres discutable. L'étude
initiale publi e dans Nature par Cruchaga et collaborateurs (Cruchaga et al., 2014) avait permis
d’établir la ségrégation d’un variant rare de PLD3 (p.V232M) dans 2 familles sur 14 atteintes de
formes tardives de MA. L’étude d’association réalisée chez 499 caset 35 contr lessugg rait que
ce variant rare tait risque (OR=2,1, p-valeur=2,93.10"). Le s quencage de la partie codante de
PLD3 chez 23 3 cas et 2024 contr les avait ainsi r v | un enrichissement de variants rares
I’échelle du géne chez les cas compar s aux contr les passant le seuil de significativit de I'exome
(OR=2,75, p-valeur=1,44.10"). Cependant, la majorit des tudes qui ont tent de r pliquer cette
association a I'échelle du variant ou du géne ont chou (Heilmann et al., 2015; Hooli et al., 2015;
Lambert et al., 2015; van der Lee et al., 2015). De plus, la m ta-analyse focalis e sur le variant
p.V232M réalisée par Hooli et collaborateurs incluant I’étude de Cruchaga et collaborateurs affaiblit
les r sultats de la premi re tude (OR=1, 2, p-valeur=3,47.10™). La m ta-analyse r alis e sans les
données de la premiére étude n’est pas significative (OR=1,29, 1C[0,93-1,79]). Une autre tude plus
r cente ar ussi r pliquer nominalement cette association a I'échelle du gene (Schulte et al., 2015)
mais uniquement chez les LOAD tandis qu’une autre étude d’association chez des EOAD a de
nouveau chou (Cacace et al., 2015). Une m ta-analyse plus récente regroupant I'ensemble de ces

tudes, soit environ 40 000 individus, détecte un signal d’association a I’échelle du gene de 5,03.10"
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avec un OR de 1,53 (Zhang et al., 201 a). Cependant, cette m ta-analyse inclut I’analyse
d’association initiale réalisée par Cruchaga et collaborateurs (Cruchaga et al., 2014). Il aurait t
int ressant de faire galement cette m ta-analyse sans les données de Cruchaga afin d’éliminer ce
biais potentiel.
Des tudes fonctionnelles r alis es par Cruchaga et collaborateurs ont d montr que la
surexpression ou l'inhibition de PLD3 dans un modele cellulaire diminuait et augmentait
respectivement les niveaux de sécrétion d’AB40 et AB42 (Cruchaga et al.,, 2014). Cependant, la
variation p.V232M en elle-m me n’avait pas fait I’objet d’analyses fonctionnelles. De plus, une tude
r cente a remis en cause cette corr lation entre le niveau de surexpression de PLD3 et la s cr tion
d’AB (Fazzari et al., 2017). Les auteurs ont ainsi pu démontrer que I'effet observé était un artefact da
la trop grande surexpression de PLD3. De plus, la d ficience de PLD3 dans des mod les souris de
MA n’affectent pas le processing d’APP et n’augmentent pas la charge en plaques amyloides (Fazzari
et al., 2017). Cependant, la perte de fonction de PLD3 pourrait influencer la structure des lysosomes.
Le m canisme pr cis reliant PLD3 la MA via les lysosomes reste encore d finir (Fazzari et al.,
2017).
L'ensemble des tudes g n tiques et fonctionnelles de PLD3 ne sont pas assez convaincantes pour
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