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Résumé

Au cours des 20 derniéres années, I'évolution des nouvelles technologies a révélé la grande variabilité
de notre génome depuis la simple substitution jusqu'aux réarrangements chromosomiques. Les
technologies de séquencage a haut débit ont particulierement amélioré lidentification et
I'interprétation des variations de petite taille tout en offrant I'opportunité d’explorer les variations de
structure avec une résolution supérieure a celle disponible grace aux analyses pangénomiques sur
puces. Néanmoins, l'identification des variations de structure, et plus particulierement des variations
du nombre de copies (CNV) a partir de données de séquencage par capture, a été sous exploitée et
peu évaluée. Notre objectif principal était de mettre en place un pipeline bioinformatique basé sur la
profondeur de lecture pour l'identification des CNV, puis de I'appliquer a une études cas-témoins
d’exome dans le cadre de la recherche sur la maladie d’Alzheimer.

La maladie d’Alzheimer (MA) est la maladie neurodégénérative la plus fréquente. Les facteurs
génétiques individuels jouent un réle important dans son déterminisme et de multiples facteurs de
risque ont été identifiés, essentiellement des substitutions et petites insertions/délétions. Pourtant,
des variations de structure ont déja été identifiées dans des formes monogéniques de MA, comme les
duplications complétes du gene APP. Les CNV restent tres peu étudiés dans la MA et nous avons
souhaité appliquer une approche cas-témoins a partir de données massives d’exomes pour détecter
des CNV contribuant au risque de MA.

Dans un premier temps, nous avons établi une stratégie d'analyse basée sur le logiciel CANOES afin de
détecter les CNV a partir de données de NGS issues d’une capture (panel, exomes). Cette approche a
été validée a travers deux grands jeux de données de panels et d’exomes comparés a des techniques
indépendantes. Dans le premier jeu de données (panels), la sensibilité et la spécificité étaient de 100%
et nous obtenons une sensibilité de 87,25 % et une valeur prédictive positive de 88,5% sur la détection
de CNV sur les données de séquencage d'exomes.

Par la suite, nous avons appliqué cette approche aux données d’exomes issues des consortium ADES
(Alzheimer Disease Exome Sequencing) et ADSP (Alzheimer Disease Sequencing Project), regroupant,
aprés un contréle qualité extensif développé dans le cadre de ces travaux, 22 094 individus répartis
entre 4077 formes précoces de MA, 8458 formes tardives et 9559 témoins. Nous avons mis au point
des analyses au niveau des transcrits et appliqué une méthode statistique basée sur les dosages
appliguée aux formes précoces et aux témoins. Nous avons pu identifier plusieurs potentiels nouveaux
facteurs de risque dont la région du chr22q11.21, déja impliquée dans les troubles du
neurodéveloppement (p=3,8x10-4). De plus, nous avons identifié des délétions tres rares dans les
génes ABCA1 et ABCA7 dont les variations perte de fonction sont connues comme facteurs de risque
de MA depuis peu, et nous avons réalisé une analyse conjointe des délétions et des variations perte
de fonction de petite taille.

En conclusion, nous avons montré que la détection de CNV issus de données d’exome est fiable et nous
en avons mesuré les performances et les limites avant de les appliquer a un grand jeu de données afin
d’identifier de nouveaux mécanismes contribuant au développement de la maladie d’Alzheimer.

Mots clef : Maladie d’Alzheimer, CNV, études d’association, séquence d’exome



Summary

Over the past 20 years, the evolution of new technologies has revealed the great variability of our
genome, from simple substitutions to chromosomal rearrangements. High-throughput sequencing has
particularly improved the identification and interpretation of small variations, while offering the
opportunity to explore structural variations with a higher resolution than that available with genome-
wide microarray analyses. Nevertheless, the identification of structural variations and more specifically
copy number variations (CNVs) from capture sequencing data, has been under exploited and under
evaluated. Our main objective was to develop a read depth based bioinformatics pipeline for CNV
identification, and then apply it to a case-control exome study in Alzheimer’s disease research.

Alzheimer’s disease (AD) is the most common neurodegenerative disorder. Individual genetic factors
play an important role in its determinism, and multiple risk factors have been identified, mainly
substitutions and small insertions/deletions. However, structural variations have already been
identified in monogenic forms of AD, such as complete duplication of APP gene. CNVs remain largely
unstudied in AD, we set out to apply a case-control approach using massive exome data to detect CNVs
contributing to AD risk.

As a first step, we established an analysis strategy based on CANOES software to detect CNVs from
NGS data derived from a capture (gene panels, exomes). This approach was validated using 2 large
gene panels and exome datasets, compared with independent targeted techniques. In the first dataset
(gene panels), sensitivity and specificity were 100%, and we obtained a sensitivity of 87.25% and a
predictive positive value of 88.5% for CNV detection in whole exome sequencing data.

We then applied this approach to whole exome data from the ADES (Alzheimer Disease Exome
Sequencing) and ADSP (Alzheimer Disease Sequencing Project) consortia, grouping, after extensive
quality control developed as part of this work, 22,094 samples divided between 4077 early onset cases,
8458 late onset and 9559 controls. We developed transcript-level analyses and applied a statistical
method based on dosage applied on early onset cases and controls. We were able to identify several
potential new risk factors, including the 22q11.21 regions, already implicated in neurodevelopmental
disorders (p=3,8x10-4). In addition, we identified rare deletions in ABCA1 and ABCA7 genes, whose
loss-of-function variations have recently been identified as risk factors for AD, and carried out a joint
analysis of deletions and small loss-of-function variations.

In conclusion, we have shown that CNV detection from exome data is reliable, and we have measured
its performance and limitations before applying it to a large dataset to identify new mechanisms
contributing to the development of Alzheimer's disease.

Keywords: Alzheimer disease, CNV, association study, whole exome sequencing
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Avant-propos

Depuis la premiéere publication de la séquence du génome humain au début des années 2000, les
techniques permettant d'explorer notre ADN n’ont cessé d'évoluer. L'apport des nouvelles
technologies, depuis les puces pangénomiques jusqu’aux technologies de séquencage a haut débit, a
permis |'exploration de la diversité interindividuelle jusqu'alors sous-estimée. Tout ceci a permis de
mettre en lumiére la grande complexité de notre génome, sa mutabilité, mais aussi de développer nos
connaissances sur les genes et leurs fonctions et bien slr leur lien avec les différentes pathologies. En
associant toutes ces connaissances, il a été possible d'identifier I'impact des variations rares et
fréquentes dans des maladies complexes et de découvrir un nombre exponentiel de génes causant des
maladies mendéliennes qui ne pouvaient étre diagnostiquées jusqu'a récemment et restaient ainsi

orphelines.

Parmi les différents types de variations, les événements impactant de grandes portions du génome,
aussi appelés variants de structure, restent complexes a identifier et a interpréter. Lors de mes travaux
de these, je me suis concentré sur l'identification des variations du nombre de copies (ou CNV — Copy
Number Variation) rares a partir de données de séquencage a haut débit, approche souvent sous-
exploitée. Ces CNVs rares ont potentiellement un impact fort dans certaines pathologies. L'objectif de
mon travail a consisté a la mise en place d'un pipeline de détection et de filtration de CNV a appliquer
sur un jeu de données important et hétérogene d'exomes dans le cadre d'une étude cas-témoins

portant sur la maladie d'Alzheimer.

Nous commencerons par décrire la structure de notre génome et sa complexité, en rappelant que tout
ceci a été possible grace a des grands projets de séquencgage de population et aux bases de données
qui y sont associés. Nous essayerons ensuite de comprendre comment se produisent ces différents
événements et leur impact a la fois évolutif et pathologique. Pour conclure cette premiéere partie je
présenterai les méthodes qui nous permettent d'identifier et de valider les différents variants de
structure, a la fois par les approches moléculaires et bioinformatiques. Par la suite je présenterai la
maladie d'Alzheimer, son origine génétique et sa complexité. Je terminerai en présentant les travaux

effectués au cours de ma these et les différents résultats.



1. Introduction

1.1. Structure et variabilité du génome humain

1.1.1. Le séquencage du génome humain et sa structure

C’est en 2001 que les consortiums du Human Genome Project (Lander et al. 2001) et Celera Genomics
(Venter et al. 2001) ont publié les premieres séquences brutes du génome humain, qui conduiront a
I’obtention en 2004 d’une premiére version de sa séquence (International Human Genome Sequencing
Consortium 2004; Istrail et al. 2004). Cette premiére version, bien qu’incompléte, a permis de mettre
en évidence la taille du génome (environ 3 Milliards de paires de bases - pb) et la composition de ce
dernier, dévoilant qu’une faible proportion du génome correspond a des régions codantes. En effet, si
les génes couvrent environ 25% de notre génome, seul 1,5% de ce dernier correspond a des régions
codantes, le reste étant composé de régions exoniques non traduites (UnTranslated Regions - UTR) et

des introns. Les 75% restants de notre génome correspondent a des régions intergéniques.

Une caractéristique marquante du génome humain est sa composition a plus de 50% par des
séquences répétées (de Koning et al. 2011). Ces séquences peuvent varier selon le type de répétition,
leur quantité ou leur localisation et peuvent médier des remaniements de structure, qui font I'objet

de ces travaux de these.

Le premier type de répétition correspond aux séquences répétées en tandem pour environ 6,5% de
notre génome. Ces répétitions sont classées en fonction de la taille de la séquence répétée. On
retrouve I’ADN micro-satellitaire constitué de répétitions entre une et 5 paires de base (pb) pouvant
étre répétées jusqu'a 5000 fois. Ces microsatellites ont été localisés dans toutes les régions du génome
gue ce soit dans les régions codantes ou non codantes. On retrouve ensuite I'ADN mini-satellitaire
constitué de séquences entre 10 et 25 pb répétées entre 1000 et 2000 fois. Ces minisatellites sont
retrouvés majoritairement dans les régions télomériques. Enfin, I'ADN satellitaire est constitué de
séquences de 100 et 500 pb formant des régions pouvant aller jusqu'a plusieurs millions de pb. Ces
ADN satellites constituent majoritairement les régions centromériques et para centromériques. Les 40
a 45% de régions répétées restantes correspondent a des éléments répétés dispersés aussi appelés
éléments mobiles. Les séquences composant ces éléments mobiles peuvent étre classées en plusieurs
catégories. On y retrouve les SINE et LINE (Short/Long Interspersed Elements) (Liang et Fu 2021;
Richardson et al. 2015) avec une limite de taille entre les deux types d’éléments situés a 500 pb. Parmi

les SINE, la famille la plus répandue est celle des séquences Alu (Batzer et Deininger 2002). D’une taille
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moyenne d’environ 300 pb, ces séquences comptent plus d’'un million de copies dans notre génome,
représentant 10% de ce dernier. Il est possible de retrouver ces différents éléments répétés dans des
structures plus complexes, tel que les SVA (SINE-VNTR-Alu) (Gianfrancesco et al. 2019; H. Wang et al.

2005) correspondant a des rétrotransposons.

Lorsque ces éléments répétés, qu’ils soient en tandem ou dispersés, sont organisés dans des structures
de plus de 1 kb et avec un niveau d'identité de plus de 90%, on parle alors de régions de duplication
segmentaire (ou LCR - Low Copy Repeats). Ces structures complexes ont un réle trés important dans
la variabilité et I'évolution de notre génome en étant impliquées dans certains mécanismes de

recombinaison comme nous le verrons par la suite.

Tous ces éléments répétés ont pendant longtemps limité la possibilité d'obtenir une séquence
compléte de notre génome. La majorité des techniques permettant le séquencage complet de notre
génome utilisaient jusqu'a maintenant des fragments courts (entre 75 et 150pb) qui ne permettaient
pas d'obtenir une séquence précise des éléments de faible complexité tel que les répétitions en
tandem longues, mais aussi de certaines régions de duplication segmentaire. Ce n’est que tres
récemment qu’une version entiere du génome a été obtenue dans le cadre du Consortium T2T
(Telomere To Telomere) (Nurk et al. 2022). Ceci a été rendu possible par I'utilisation des nouvelles
technologies de séquencage de longues molécules permettant de séquencer des molécules pouvant
atteindre plusieurs centaines de kb. Grace a cela, il a été possible de séquencer entierement des
régions jusqu'alors inaccessibles tels que les télomeéres et les centroméres, mais aussi les bras courts
des chromosomes acrocentriques. Toutes ces régions, qui étaient restées inexploitées jusqu'a

maintenant, correspondent a environ 8% du génome humain.

1.1.2. Variabilité du génome humain

L'apparition des technologies de séquencage massif en paralléle ou séquencage de seconde ou de
« nouvelle » génération (Next Generation Sequencing - NGS), permettant la lecture simultanée de
plusieurs millions de courts fragments d’ADN (ou reads) en une seule opération, et ce a un co(t réduit,
a permis la multiplication du séquengage d’individus dés les années 2010. La technologie produite par
Illumina s’est progressivement imposée en tant que référence pour le séquengage de fragments courts
(ou “Short read”) entre 75 et 150 pb. Aujourd’hui, de nouvelles technologies émergent et viennent

concurrencer lllumina sur les approches short reads, telles que la société BGI/MGI (MGl tech Co., Ltd.)
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se basant sur une technologie similaire a celle d’lllumina pour ses séquenceurs, ou encore la société
PacBIO et son nouveau séquenceur Onso, parmi d’autres concurrents qui arrivent actuellement sur le

marché et contribuent a réduire les colts de séquencage.

L'avenement de ces technologies a permis le séquencage d’un grand nombre d’individus, qui lui-méme
a mis en évidence un large spectre de type de variations génétiques depuis la simple substitution
nucléotidique au réarrangement de grande taille. Les variations sont dichotomisées en deux grandes

classes en fonction de la taille de I'événement.

D’une part, on retrouve les variations de petite taille, constituées a la fois des substitutions d’un
nucléotide (ou SNV — Single Nucleotide Variant) et les petites insertions / délétions (ou indels),
généralement avec une limite de taille fixée a 50 pb. Leur nombre est estimé entre 3 et 5 millions par
individu en comparaison a un génome de référence du méme sexe. Ces événements peuvent survenir
dans toutes les régions du génome et représentent la plus grande variabilité en termes de nombres
d’événements. Pour exemple, la base de données gnomAD v3.1 contient actuellement 76 156
génomes d’individus non apparentés et a identifié plus de 640 millions de variants différents de haute
qualité dont plus de 60% sont présents a moins de 1%(Karczewski et al. 2020). Il est important
d’observer que, plus on séquence d’individus, plus le nombre de singletons (événement unique a un
individu au sein d’un jeu de données) augmente lui aussi, permettant de mettre en lumiére une

variabilité inter-individus trés importante (Figure 1).
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Figure 1 : Evolution du nombre de transition et de transversion en fonction du nombre d’individus

A: Nombre total de variants différents en fonction de la taille de I'échantillon. B: Pourcentage du
nombre de variants totaux observés en fonction de la taille de I’échantillon. Figure issue de Karczewski
et al., 2020.



D’autres part, on retrouve les événements de grande taille qui constituent les variations de structure
(ou SV —Structural Variant). La limite de 50 paires de bases entre les indels et les variations de structure
provient principalement du fait que les logiciels permettant d’identifier I'un ou I'autre des événements
ne sont pas les mémes. En effet, les petites insertions/délétions sont généralement identifiées par les
mémes logiciels et technologies que les substitutions, alors que les variations de structures sont
identifiées par d’autres logiciels ou technologies. Ces événements sont beaucoup plus rares que les

SNV et indels, mais affectent de grandes proportions du génome.

Les variations de structure sont classées en deux catégories en fonction de I'impact sur la quantité
d’ADN (Figure 2). Dans le cas ou la quantité d’ADN reste constante, on parlera de variation équilibrée.
On retrouvera dans cette catégorie 3 types d’événements: les inversions d’une portion d'un

chromosome, les translocations et les insertions de nouvelles séquences (tels que les rétrovirus).

Réarrangements équilibrés Réarrangements déséquilibrés
A B A B
. z o r
Inversion Délétion
B A AlIB
A A B
Référence Référence
Insertion Duplication
A A en tandem A A B
AB A B
s | Référence
RN e o ——
cD Duplication
) AD a distance N B A B
Translocation N
réciproque N

CcB
Figure 2 : Représentation des différents types de variation de structure
Les variations de structure sont catégorisées entre réarrangements équilibrés et déséquilibrés. Sur
chaque schéma est représenté dans la partie supérieure la séquence de référence et dans la partie
inférieure I'événement chez un individu.

Si la quantité d’ADN génomique est modifiée par la variation, on parlera alors d’événements
déséquilibrés, que I'on retrouve aussi sous le nom de variations du nombre de copies ou CNV (Copy
Number Variation). Ces variations regroupent les délétions et les duplications, ces derniéres pouvant

étre soit en tandem, soit a distance.



Les chiffres les plus récents issus de la base de données gnomAD (R. L. Collins et al. 2020) révélent un
nombre médian de 7 439 variants de structure par génome nucléaire humain, dont 49,8% sont des
singletons dans la base de données parmi 14237 individus (Figure 3.A). Parmi les événements les plus
fréguemment identifiés, on retrouvera les insertions d’éléments répétés tels que les séquences Alu,
les SVA et les LIINE1 (Figure 3.B). Toutes ces informations sur la grande variabilité de notre génome et
la complexité de ce dernier n"auraient pas pu étre mises en évidence sans la mise en place de projets

de séquencage massif de populations.
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Figure 3 : Les variations de structure dans la base de données gnomAD

A - Classification des différents types de variations de structure. Dans la partie supérieure sont
représentés les événements de base, et dans la partie inférieure les différentes compositions
complexes possibles. Sont associés a chaque événement le nombre et la distribution de la taille chez
12 549 individus séquencés en génome issus de la base de données gnomAD. B — Distribution de la
taille des événements en fonction du type de variation. Figure extraite de Collins et al., 2020.
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1.1.3. Les grands projets de séquencage

Aprées le premier séquencage du génome humain, plusieurs grands projets ont été menés afin de
caractériser génétiquement de grandes populations. Certains projets se concentrent sur la production
de données de séquencage en effectuant une sélection des individus sur différents critéres
(population, pathologie) et vont associer aux données de séquengage des données phénotypiques.
D'autres projets visent a agréger les données issues d'autres projets afin de pouvoir combiner les

différentes informations et ainsi apporter une plus-value supplémentaire.

Les deux premiers projets historiques se sont basés sur deux approches légérement différentes pour
I"analyse des populations. Le premier consortium du “1000 Genomes Project” a visé a séquencer plus
de 1000 individus issus de 14 populations différentes dans le monde (1000 Genomes Project
Consortium et al. 2012; 2010) en combinant a la fois du séquencage de génome peu profond et du
séquencage d’exome, complétant I'analyse a I'aide de puces de génotypage. Ce projet a évolué pour
séquencer au final plus de 2500 individus, permettant d’avoir une cartographie mondiale de 26
populations, a la fois pour les variations ponctuelles (1000 Genomes Project Consortium et al. 2015)

mais aussi pour les variations de structure (Sudmant et al. 2015).

Le second projet est celui de I'Exome Sequencing Project (ESP) mené par le National Heart, Lung, and
Blood Institute (NHLBI). Celui-ci s’est concentré uniquement sur le séquencgage d’exomes de personnes
nord-américaines, mais en atteignant un effectif de plus de 6500 individus (Fu et al. 2013) classés en

European-Americans et African-Americans.

En paralléle de ces deux premiers projets, le National Institute of Health (NIH) a mis en place une base
de données visant a regrouper I'ensemble des variations connues et d’y associer un identifiant unique
commengant par « rs », afin de faciliter les échanges. Cette base de données de référence dbSNP a
évolué afin de devenir le projet ALFA (Allele Frequency Aggregator) qui conserve la méme idée

d'agrégation de données et d'identifiant unique.

Parmi les projets majeurs d'agrégation de données figurent la base de données EXAC (Exome
Aggregation Consortium et al. 2016; Karczewski et al. 2020) et son évolution gnomAD (Genome
Aggregation Database) (S. Chen et al. 2022; Gudmundsson et al. 2022). Au-dela de la simple agrégation,
ces deux bases ont entrepris d'uniformiser au maximum les différents projets, une réanalyse bio-
informatique compléte a été mise en place et associée a un contréle qualité tres strict. Grace a cela,

ExAC puis gnomAD ont pu associer les données de plus de 130 000 individus (v2.1). Il est a noter que
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dans sa version la plus récente (v3), gnomAD se limite maintenant uniquement a des données issues
de séquencage de génome, la encore afin d’uniformiser au maximum les données.
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Figure 4 : Evolution des bases de données publiques

Comme on peut le voir sur la Figure 4, il existe un biais important dans l'origine ethnique des
populations séquencées. Afin de compenser cela, de nombreux projets nationaux et internationaux
ont émergé afin de caractériser différentes populations. On peut citer entre autres le projet chinois de
la Chinese Millionome Database (CMDB) (Li et al. 2023), le GenomeAsia 100K(GenomeAsial00K
Consortium et al. 2019), The African Genome Variation Project (Gurdasani et al. 2015) ou encore le
projet Qatari(Zayed 2016). En Europe, un projet de coordination international, le 1+million genomes
project, a pour vocation de coordonner les différents projets nationaux afin d’harmoniser et de
partager les technologies et les procédures. Ces projets ont aussi pour vocation de fournir des
populations témoin plus proches des patients qui sont nécessaires afin de mieux identifier des
polymorphismes de la population générale et de pouvoir mettre en avant des variations rares

potentiellement impliquées dans des pathologies.

Le plus grand projet de séquencage national est celui de la UK Biobank(R. Collins 2012; Littlejohns et
al. 2020) du Royaume-Uni et sa base de données Decaf(Halldorsson et al. 2022). Cette derniére associe
différentes données omiques (génomique, protéomique, puces) a des données biomédicales
(imagerie, préléevements sanguins, autres) pour plus de 500 000 individus. Cette base de données, en
plus d’'une quantité tres importante de données variées, offre aussi un suivi longitudinal des patients,

permettant de voir leur évolution au cours du temps.
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En France, le projet FREX (French Exome Project) a permis d'établir une premiére cartographie
nationale en séquencant I'exome de 600 individus, issus de 6 régions frangaises (Genin 2017). Ces
données de séquencage ont été complétées par des données de puces de génotypage (ou SNP-array).
Plus récemment, et dans la continuité du projet FREX, le projet POPGEN du plan France Médecin

Génomique 2025 a débuté, avec pour objectif le séquencage de 10250 individus.

Bases de données de variations de structure

Il existe un certain nombre de bases de données spécialisées dans les variations de structures. La plus
ancienne d'entre elles est la Database of Genomic Variants(DGV) (MacDonald et al. 2014). Elle héberge
actuellement environ 1 million de CNV distincts issus de 75 études et elle est limitée uniquement a des
individus sains. Cette base de données contient majoritairement des données issues d’analyses de
puces de CGH (Comparative Genomic Hybridation) ou de puces a SNP (voir le chapitre “Méthodes de
détection des réarrangements génomiques” pour plus de détailw sur ces approches). Les données dans
cette base étant tres hétérogenes et afin de pouvoir fournir une information fiable, une version “Gold
standard” existe, celle-ci se limitant aux événements détectés au moins 2 fois dans 2 études
différentes. Ceci permet de limiter au maximum les artefacts. Ceci a permis a la DGV d'étre utilisée

comme base de référence de fréquence des variations de structure dans la population.

Lors des différentes étapes de réanalyse du projet gnomAD, des étapes d'identification des variations
de structure ont été intégrées. Ceci a permis d'avoir sur une méme base a la fois les variations
ponctuelles et les variations de structure. L'intérét principal pour notre projet est que la détection des
variations de structure est effectuée a partir de données de séquencage et va donc se rapprocher au
plus prés de ce que nous allons obtenir. Ceci aura un impact important par la suite, car toutes les
approches, qu'elles soient bio-informatiques ou moléculaires, ne sont pas capables d'identifier les

mémes événements et, pour un méme événement donné, ne présenteront pas les mémes bornes.

De la méme maniere que pour les variations ponctuelles avec dbSNP et ALFA, le NIH a mis en place
une base de données spécialisée dans les variations de structure : dbVar. Chaque variant de structure

aura un identifiant unique, le ssv.

Enfin il existe des bases de données spécialisées dans un type de variation de structure, on peut citer
par exemple dbRIP (database of Retrotransposon Insertion Polymorphisms in humans)(J. Wang et al.
2006) qui est spécialisé dans la localisation des différents éléments répétés tels que les éléments Alu,

LINE1 ou SVA.
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Les bases de données cliniques

En paralléle des bases de données et des projets ayant pour vocation de déterminer la variabilité du
génome humain dans la population générale, il existe des bases de données construites autour de
données de séquencage de patients, incluant potentiellement des apparentés sains. L'objectif de ces
bases de données est de répertorier des variations identifiées afin de faciliter I'interprétation de
variations identifiées par la suite. De la méme maniére que pour les projets de séquencage en
population générale, on retrouve a la fois des projets de séquencage et des bases de données

d'agrégation de données.

On peut citer comme exemple la base TopMed (Trans-Omics for Precision Medicine) regroupant des
cohortes de patients atteints de pathologies cardiaques ou pulmonaires. Cette base de données
regroupe plus de 180 000 individus et contient non seulement des données de séquencage, mais aussi
d’autres données omiques, tel des données de RNA-Seq ou de méthylation, ainsi que des données
phénotypiques (Taliun et al. 2021). Une partie de TopMed est incluse dans gnomAD. Un autre exemple
est la Simons Simplex Collection conduite par le SFARI (Simons Foundation Autism Research Initiative)
visant a séquencer plus de 2600 cas index atteints d’un trouble du spectre autistique ainsi que les 2

parents et au moins un apparenté sain (Levy et al. 2011; O’Roak et al. 2011).

En lien avec notre étude, nous pouvons citer le projet ADSP (Alzheimer Disease Sequencing Project),
un projet américain visant a identifier de potentiels facteurs de risque ou protecteurs en lien avec la
maladie d'Alzheimer et d'autres démences associées (Crane et al. 2017; Raghavan et al. 2018; Bis et al.
2020). Ce projet contient actuellement plus de 20 500 individus séquencés en exome, et plus de 36
000 génomes (bientot 70 000), incluant de potentiels apparentés sains. Nous reviendrons plus en

détails sur ce projet par la suite, celui-ci étant intégré dans notre étude.

Concernant les bases de données spécialisées dans I'agrégation des variants, I'une des bases les plus
importantes pour les variations de structure est DECIPHER (DatabasE of genomiC varlation and
Phenotype in Humans using Ensembl Resources) (Firth et al. 2009). Celle-ci contient les données issues
de plus de 46 000 patients atteints de maladies rares, chacun renseigné par une équipe référente. Ceci
permet d’avoir un niveau de confiance élevé dans les données mises a disposition qui comprennent a

la fois les variations identifiées, mais aussi de nombreuses informations phénotypiques.
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Lecons tirées des bases de données pour I'interprétation des variants

Les informations contenues dans ces différentes bases de données ont permis de mettre en lumiere
certaines caractéristiques de notre génome. Contrairement a ce qui serait attendu, les différents types
de variations ne sont pas répartis de maniéere aléatoire. Si I'on prend les données de gnomAD, on
obtient des valeurs théoriques d’une variation toutes les 4 pb et une variation rare toutes les 8 pb (S.
Chen et al. 2022; Gudmundsson et al. 2022). Or, si I'on observe précisément la répartition, on peut
observer que certains génes ne présentent pas ou peu de variations. De la méme maniéere, des
variations potentiellement perte de fonction sont présentes de maniéere plus ou moins importante en
fonction des génes. A partir de ce constat, les équipes travaillant sur les données de gnomAD ont
déterminé des scores de tolérance pour chaque gene a chaque type de variation : en fonction de la
taille et de la composition en bases du gene, ils ont calculé une quantité théorique attendue des
différents types de variations (synonyme, faux sens, perte de fonction, etc). Un score est alors calculé
en fonction des données observées et attendues, ce score étant corrigé en fonction de la taille de
I’échantillon observé. Plus le nombre de variants observés est faible par rapport au nombre attendu,
plus le géne a de forte chance d’étre soumis a une contrainte. Pour les variations perte de fonction, le
score défini est la pLI (Probability of Loss-of-function Intolerance) qui varie entre O et 1, et on considére
classiguement un transcrit comme fortement contraint lorsque le score est supérieur a 0,9. Ce score
de pLl est défini sur les données d’EXAC, et avec la mise en place de la base gnomAD et ses effectifs
plus importants, un nouveau score de tolérance aux différents types de variations a été mis en place.
Basé sur le méme principe du nombre d’événements observés et attendus, ce nouveau score présente
une probabilité d’intolérance associé a un intervalle de confiance. Au final, plus que le score en lui-
méme, c’est la borne supérieure de l'intervalle de confiance (ou LOEUF — LoF Observed/Expected

Upper Bound) qui est maintenant employée.

Le méme constat peut étre observé pour les variations du nombre de copies et la sensibilité au dosage
des genes. A partir des données de gnomAD, le groupe du Pr McArthur a observé une absence de
délétion ou de duplication affectant spécifiguement certains genes (Karczewski et al. 2020). Grace a
cela, ils ont pu établir un score d’haploinsuffisance (c’est a dire I'incapacité d’un gene a produire un
phénotype sauvage (normal) en I'absence d’une copie) ou de triplosensibilité dans le cas ou un gain de
copies induit une perte du phénotype sauvage. Grace a cela, il est possible de mieux identifier de
potentiels événements d’intérét diagnostique, ou au contraire d’exclure des réarrangements

fréquents. La base de données ClinGen (Riggs et al. 2012) met elle aussi a disposition des informations
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de sensibilité au dosage de génes ou de régions génomiques en lien avec certaines pathologies. Cette
base de données ne se base pas sur des données de fréquence dans la population mais sur une revue

exhaustive de la littérature pour fournir ces informations d’haploinsuffisance et de triplosensibilité.

1.1.4. Mécanisme de génération des variations de structures

Les différents types de réarrangements, qu’ils soient équilibrés ou non, proviennent de ruptures dans
la séquence chromosomique puis d’une réorganisation d’un ou plusieurs chromosomes. L’organisation
et la taille d’un réarrangement dépendent du mécanisme impliqué dans ce dernier (Gu, Zhang, et

Lupski 2008). Il existe trois grands mécanismes identifiés comme conduisant a ces réarrangements.

Recombinaison Homologues Non Allélique

Les recombinaisons entre régions homologues non alléliques (Non-Allelic Homologous Rearrangement
- NAHR) sont des réarrangements structuraux qui surviennent via les régions de duplication
segmentaire. Ces régions correspondent a des blocs d'au moins 1 kb ayant une similarité d'au moins
95% entre elles. Lors de la méiose, les régions homologues alléliques sont alignées 'une par rapport a
I'autre, permettant des recombinaisons homologues. Ces dernieres permettent le brassage de
matériel entre les chromosomes paternels et maternels sans altérer la structure globale. Il arrive que
les régions associées correspondent, non pas a des régions homologues, mais a des duplications
segmentaires non alléliques. Dans ce cas, il peut survenir un réarrangement qui va induire un
changement important dans la structure des deux chromosomes en sortie. Selon |'orientation des deux
régions de duplication segmentaire l'une par rapport a l'autre, plusieurs cas de figure peuvent se
présenter (voir Figure 5). Si les deux régions sont situées sur le méme chromosome et sont orientées
dans le méme sens, il va alors y avoir génération d'une délétion et d'une duplication, chacune sur un
des deux chromosomes. Si les deux régions de duplication segmentaire sont situées sur le méme
chromosome mais dans une orientation différente, il y aura inversion de la région située entre ces deux
régions. Si les deux régions menant au réarrangement sont situées sur des chromosomes différents
nous aurons alors affaire a une translocation inter chromosomique avec un échange de matériel entre
les deux chromosomes allant des régions de duplication segmentaire jusqu'au télomere. Il peut aussi
arriver que les réarrangements se produisent entre les deux chromatides d’'un méme chromosome.
Dans ce cas nous aurons, de la méme maniere que pour deux chromosomes de la méme paire,

apparition d'une duplication et d'une délétion sur chacune des deux chromatides. Enfin, si le
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réarrangement se produit entre deux régions sur la méme chromatide, il va se produire un événement

de circularisation produisant une délétion sur le chromosome et la formation d'un ADN circulaire.
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Figure 5: Représentation schématique des recombinaisons basées sur les mécanismes de NAHR.

Les fleches jaunes représentent les régions de LCR. Les réarrangements sont organisés en fonction des
mécanismes (inter chromosomique, intra chromosomique ou intra chromatidique) et de I‘orientation
des LCR (direct, indirect, organisation complexe). Figure issue de Stankiewicz et Lupski, 2002
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Il est a noter que toutes les régions de duplication segmentaire n'ont pas la méme implication dans les
mécanismes de réarrangements. Plusieurs critéres influencent I'implication des régions de duplication
segmentaire dans la fréquence d'apparition des réarrangements par NAHR. Trois critéres ont été
identifiés comme facteurs d’apparition de recombinaison. Le premier est basé sur la distance entre les
régions de duplication segmentaire, considérant que plus deux régions sont proches, plus les
possibilités de recombinaison sont importantes (Sharp et al. 2005; Stankiewicz et Lupski 2002). Le
second critere a prendre en compte est la taille de la séquence homologue et plus particulierement la
présence de segments présentant un haut niveau d'identité entre les régions de duplication

segmentaire (Rubnitz et Subramani 1984; Reiter et al. 1998). Ces segments composés de séquences de
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haute similarité, aussi appelés Minimal Efficient Processing Segments (MEPS), présentent des tailles
variant généralement de 300 a 500 pb en longueur, méme si des segments de plus petite taille ont été
identifiés dans certains remaniements. Le dernier critére correspond a I'environnement direct situé
aux alentours des régions de duplication segmentaire avec la présence de structures de séquences
spécifiques capable d’induire des cassures double brin tels que des palindromes, des séquences mini
satellites ou des transposons. L'ensemble de ces criteres définit le caractére récurrent des
réarrangements chromosomiques médiés par ces régions répétées, et par conséquent la présence de

duplications ou de délétions récurrentes dans la population, possédant des bornes similaires.

Ce mécanisme médie certaines pathologies, tel que le syndrome de Williams-Beuren qui, dans environ
90% des patients, est d0 a une délétion d’environ 1.6 Mb dans la région du 7q11.23, cette délétion

étant médiée par deux séquences LCR flanquantes (Osborne 1999).

Cassure double brin et jonction des extrémités non-homologues

La jonction des extrémités non-homologues (NHEJ - non homologous end joining) (Carvalho et Lupski
2016) est le second mécanisme de réarrangement chromosomique. Il s'agit d'un des mécanismes
utilisés par les cellules eucaryotes pour réparer les cassures double brin de I'ADN qui peuvent
apparaitre suite a des radiations ionisantes par exemple. En fonction de la phase cellulaire a laquelle
se produit la cassure double-brin, deux mécanismes différents pourront étre impliqués, soit une
recombinaison homologue basée sur la chromatide sceur, soit le mécanisme de NHEJ. La
recombinaison homologue permet une réparation de I'ADN sans altération de sa séquence, mais elle
nécessite que la chromatide sceur soit proche au moment de la réparation et implique aussi un temps
beaucoup plus important (plusieurs heures contre quelques minutes). Ces différentes raisons
conduisent a l'utilisation préférentielle du mécanisme de NHEJ malgré le risque d’altération de la

séquence ADN.

Le mécanisme de réparation par les NHEJ implique 4 étapes principales (Figure 6) (Lieber 2008). Le
complexe protéique Ku va identifier les cassures double brin et venir se fixer sur cette derniéere. Un
dimeére de protéines va ensuite s'associer a la structure afin de rapprocher les 2 brins séparés. Il s'en
suit une étape importante pour comprendre la structure des NHEJ : une modification des terminaisons
par des étapes de délétions et d'insertions de nouvelles bases de fagcon a rendre les terminaisons
compatibles. Enfin, I'étape finale est celle de la ligation des 2 brins. C'est I'étape de modification des
terminaisons qui va laisser une empreinte connue sous le nom de “cicatrices informatives” quiva aider

a la détection de ce type d'événement.
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Figure 6 : Cassure double brin et jonction des extrémités non homologues

Suite a la génération de radicaux libres (*), perte de petit fragment d’ADN et apparition de cassure
double brin. La protéine Ku va venir se fixer sur la cassure double brin. Le complexe Artemis-DNA-PKcs
va éliminer quelques bases de part et d'autre de la cassure puis rapprocher les deux sections. Une
ligase peut ensuite compléter le segment manquant avant que la ligase vienne joindre les deux
sections. Adapté de Lieber et al., 2008

Ces cicatrices informatives sont généralement constituées de séquences de micro-homologie (entre 2
et 5 pb), ainsi que de petites insertions et duplications allant jusqu’a 25 bp (Nobile et al. 2002; Toffolatti
et al. 2002; Hussain et al. 2021). De par leur nature, les cassures doubles brins ne nécessitent pas de
régions répétées pour étre provoquées, néanmoins dans environ 40% des cas présentés dans les
travaux des équipes de Nobile et al. et de Toffolatti et al., les points de cassure ont été identifiés dans
des régions répétées. Lorsque nous allons chercher a identifier de potentiels points de cassure,
I'identification de ce type d'homologie pourra permettre de confirmer, ou du moins d'apporter du

poids dans la validité de la variation détectée.

Enfin, il est a noter que les NHEJ sont impliqués dans les réparations des cassures double-brin
somatiques générées durant le développement des lymphocytes B et T, et plus spécifiquement dans

les recombinaisons V(D)J impliquées dans la génération de récepteurs antigéniques (Schatz et Swanson
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2011), les séquences variables induites par I'étape de reconstruction du point de jonction apportant

de la diversité supplémentaire aux récepteurs antigéniques.

FoSTeS (fork stalling and template switching)

Le dernier mécanisme basé sur la réplication de I'ADN a été identifié en 2007 par I'étude de Lee et al.,
(J. A. Lee, Carvalho, et Lupski 2007). Cette équipe travaillait sur la maladie de Pelizaeus Merzbacher
(PMD), une maladie récessive liée a I'X majoritairement induite par la duplication non récurrente du
geéne PLP1, ainsi que des délétions non récurrentes et des variations ponctuelles perte de fonctions du
méme géne PLP1. L'analyse des différents points de jonction ne permettait pas d'expliquer par les
mécanismes de NAHR ou de NHEJ I'origine de ces événements, et ce malgré la présence de micro-
homologie au point de jonction rappelant les mécanismes de NHEJ. Le mécanisme suggéré est celui
d'un décrochement de la fourche de réplication du brin original suite a un arrét ou un ralentissement

de la réplication. L'extrémité 3’ change alors de matrice en utilisant une fourche de réplication proche

(Figure 7).
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Figure 7 : Représentation schématique du mécanisme de FoSTeS

A. Suite a une liaison de ’ADN, une fourche de réplication (bleu et rouge) avec un brin ralenti (ligne
rouge pointillée) va s'intercaler dans une seconde fourche (jaune et verte). B. Synthése d’'un segment
complémentaire au niveau de la seconde fourche (ligne verte pointillée). C. Aprés le désengagement
de la fourche, le brin ralenti de la fourche de réplication d’origine (bleu et rouge) peut s’intercaler dans
une autre fourche de réplication (noire et grise), ce phénoméne pouvant se produire plusieurs fois. D.
Reprise de la réplication normale avec intégration de la séquence supplémentaire.

Cela nécessite des séquences identiques entre les 2 fourches, des séquences de micro-homologie étant

suffisantes. Selon la complexité de la région et la possibilité d'avoir plusieurs arréts ou pauses, il est
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possible d'avoir plusieurs changements de brin et donc formation de réarrangements complexes.
Comme visible sur les 2 exemples issus du papier de Lee et al. (Figure 8), ceci va conduire a des
structures complexes incluant des duplications, des inversions et des insertions. Lorsque nous allons
étudier des réarrangements a partir de données de séquencage, l'identification de séquence de micro-

homologie pourra, la aussi, renforcer la confiance que I'on a dans les événements détectés.
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Figure 8: Exemple de réarrangement induit par les mécanismes de FoSTeS.

Pour chaque patient est représenté la séquence de référence avec les différents blocs de duplication,
la séquence identifiée chez le patient. Les traits verticaux indiquent les points de cassure identifiés
grace aux séquences d’homologie entre les blocs. Le point rouge représente le géne PLP1. La partie
inférieure représente I'ordre des événements. L’astérisque indique une orientation inconnue du bloc.
Figure adaptée de Lee et al., 2007.

1.1.5. Impact des variations de structure pour I'homme
Les variations de structure dans I'évolution

Les variations de structure, et plus particulierement les duplications de genes ou de segments complets
du génome ont eu un impact trés important dans I'évolution du génome et I'adaptation des espéces a
leur environnement (Dennis et Eichler 2016). L'apparition de nouvelles copies d'un géne permet une
modulation directe par augmentation d'expression de la quantité de protéines présentes dans
I'organisme. C'est le cas par exemple du géne AMY1 codant pour 'amylase (Perry et al. 2007). Il a été
démontré que le nombre de copies du géne AMY1 est corrélé a la quantité de protéines d’amylase
salivaire. Une pression de sélection est observée dans les populations ayant une alimentation riche en
amidon (Figure 9), avec sélection préférentielle des individus ayant plus de copies du gene AMY1 et

ainsi pouvant plus facilement s’alimenter.
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Figure 9 : Répartition du nombre de copies d’AMY1 dans différentes populations.

(A) Migration de la population humaine et localisation des différentes populations étudiées. (B)
Proportion cumulative en fonction du nombre de copies d’AMY1 dans des populations avec des régions
plus ou moins riche en amidon. Le nombre de copies dans les populations n’est pas corrélé avec la
migration de I'espéce humaine, indiquant une sélection locale. Adapté de Perry et al., 2007

La multiplication du nombre de copies pourrait aussi étre une des réponses au paradoxe de Peto
(Caulin et Maley 2011), du nom de I'épidémiologiste Richard Peto. Le point de départ est le suivant : si
toutes les cellules vivantes ont la méme chance de devenir cancéreuses, les grands animaux possédant
un plus grand nombre de cellules devraient développer plus de cancers que les humains. Or, il n’y a
aucune corrélation entre le nombre de cellules d’un organisme et le taux d’apparition du cancer (Peto
et al., 1975). Une partie de la solution a ce probléme pourrait provenir de la multiplication du nombre
de copies du gene suppresseur de tumeurs TP53 dans les grands organismes. C’est le cas de I'éléphant
qui posséde une copie de TP53, ainsi que 19 rétrocopies de TP53 (ou TP53 retrogene - TP53RTG) dont
les trois quarts codent pour des protéines (Sulak et al. 2016). Ceci expliquerait en partie le fait que

I’éléphant développe un nombre plus faible de cancer (Callaway 2015).

Par ailleurs, I'apparition de duplications de génes complets permet de créer une redondance et ainsi
libérer les genes des contraintes sélectives. Plusieurs événements peuvent alors se produire sur cette
nouvelle copie, tout d'abord l'intégration de cette copie a un autre endroit du génome peut interagir
avec de nouveaux éléments régulateurs, modifiant I'expression du gene. Il est aussi possible que de
nouvelles mutations dans les nouvelles copies puissent apporter de nouvelles fonctions (Lynch et
Conery 2000). On peut citer en exemple le géne SRGAP2 (Slit-Robo Rho GTPase activating protein 2),
codant pour une protéine impliquée dans le développement cortical dans les phases de
développement précoce en agissant comme un régulateur sur la migration et la différenciation
neuronale (Dennis et al. 2012). La copie ancestrale SRGAP2A est partagée entre tous les primates. Une
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premiere duplication partielle des exons 1 a 9 a conduit a I'apparition du géne SRGAP2B partagé avec
certains primates puis un second événement conduisant a I'apparition du géne SRGAP2C contenant
les mémes exons 1 a9, cette fois spécifique a ’'homme. La copie ancestrale SRGAP2A est toujours sous
pression de sélection, et une perte de copie fonctionnelle du géne par mutations perte de fonction ou
par délétion d’une copie vont induire une pathologie du développement (Saitsu et al., 2012). Le gene
SRGAP2B a dégénéré au fil de I'évolution et n’est maintenant que faiblement exprimé dans le cerveau,
sans contrainte évolutive, ceci étant confirmé entre autres par la présence de gains et pertes de copie
du gene, dont une délétion homozygote, chez des témoins sains. Enfin, le géne SRGAP2C est lui aussi
toujours sous pression de sélection, et posséde toujours un role biologique. On a donc ici avec un
exemple avec un géne dupliqué en plusieurs copies, un géne d'origine toujours actif, une copie ayant
développé une nouvelle fonction et enfin une copie ayant dégénéré pour devenir un pseudogene

inactif.

Variants de structure et pathologie

Les réarrangements chromosomiques jouent un réle important dans notre évolution, mais ces derniers
sont aussi a l'origine de nombreuses pathologies, telles que les maladies du développement ou les

troubles du spectre autistique.

Les plus grands événements rapportés correspondent aux maladies chromosomiques et impliquent la
duplication ou la délétion d'un chromosome ou d'un bras complet de chromosome (Figure 10). Parmi
les maladies chromosomiques les plus connues on peut bien s(r citer le syndrome de Down (trisomie
21), ou bien le syndrome d'Edwards (trisomie 18) (Outtaleb et al. 2020). Ces grandes duplications
affectent de trés nombreux genes et vont par conséquent induire une altération treés importante du
fonctionnement et du développement cellulaire, induisant dans le cadre de ces deux trisomies des
dysmorphies cranio-faciales caractéristiques ainsi que des troubles neurodéveloppementaux. Dans la
cadre du syndrome d’Edwards, il y a une mortalité de plus de 95% dans la premiere année de vie. Ces
événements concernant généralement tout un chromosome sont appelés aneuploidies et ne sont pas

nécessairement classés parmiles CNV car elles ne résultent pas des mémes mécanismes.
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Figure 10: Etude cytogénétique en bandes RHG
Mise en évidence d’un caryotype anormal avec présence d’'un chromosome 18 surnuméraire. Figure
issue de Outtaleb et al., 2020.

Il existe aussi de nombreux exemples de variations du nombre de copies, par définition étant de plus
petite taille, dans différentes pathologies telles que des déficiences intellectuelles, des troubles du
spectre autistique ou bien des anomalies du développement. J'ai cité plus tot la région du chr15q11.2
BP1-BP2 qui présente des délétions et duplications récurrentes de 443kb; les délétions de cette région
étant actuellement la variation du nombre de copies la plus fréquemment rencontrée dans le trouble

du neurodéveloppement (Rafi and Butler, 2020).

Un CNV n’a néanmoins pas besoin d’affecter une grande portion chromosomique pour induire un effet
pathogéne. C'est par exemple le cas des duplications emportant le géne APP, cette duplication étant
responsable de formes autosomique dominante de formes précoces de la maladie d’Alzheimer (Anne
Rovelet-Lecrux et al. 2006), comme nous le verrons dans la partie dédiée, mais aussi de délétions

monoexoniques entrainant la perte de fonction d’une protéine.

Un autre exemple de CNV emportant un nombre restreint de génes est celui de la maladie de Charcot-
Marie-Tooth, une neuropathie périphérique affectant aussi bien les nerfs sensitifs que moteurs. Il a
été identifié en 1991 la présence d’une duplication sur la région chromosomique 17p12 associée a la

forme de type 1A (CMT1A) autosomique dominante de la maladie (Lupski et al. 1991) avant de définir
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plus précisément le gene PMP22 comme étant responsable de la pathologie (Lupski et Garcia 1992).
Ce géne code pour une protéine membranaire présente au niveau de la myéline du systéeme nerveux
périphérique. De maniére intéressante, I'apparition de mutations ponctuelles affectant PMP22
peuvent induire une autre forme de la maladie de Charcot-Marie-Tooth (forme CMTLE). Il existe, en
miroir de cette duplication (Figure 11), une délétion de PMP22 qui est responsable d’une autre
pathologie, la neuropathie héréditaire avec hypersensibilité a la pression (HNPP) (Chrestian 1993). Ceci
indique une haplo-sensibilité du géne, c’est a dire que toute variation du nombre de copies va induire
un changement phénotypique. Ces duplications et délétions de PMP22 apparaissent avec des bornes
identiques et dites en miroir. Ceci s’explique par les mécanismes qui permettent |'apparition de ces
événements, médiés par le mécanisme de NAHR et la présence de régions de duplication segmentaire

de part et d'autre de la région d’intérét (Lupski 1999).
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Figure 11 : Mécanisme de formation de la duplication CMTI1A et de la délétion HNPP réciproque.

Les lettres A, B, C, D correspondent a des régions uniques flanquantes de PMP22, et les lettres A’, B’,
C’, D’ aux mémes sections sur le second chromosome. Les deux rectangles représentent les régions de
duplication segmentaire médiant la recombinaison. Figure adaptée de Lupski, 1999

Différentes approches sont mises en ceuvre pour déterminer la pathogénicité de ces variations
génétiques. Outre les validations biologiques qui identifient l'impact de I'événement sur le
fonctionnement cellulaire ou de I'organisme, des recommandations sont établies par diverses sociétés
savantes a I'échelle nationale et internationale. C’'est le cas de ’ACMG-ClinGen (Riggs et al. 2012) ou
encore du réseau AChro-Puce en France (Dupont et al. 2022). Ces recommandations sont basées sur
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I’ensemble des criteres suivants : (i) la présence de régions codantes pour des protéines ou des
éléments fonctionnels importants, (ii) la présence de génes haploinsuffisants (pour les délétions) ou
triplosensibles (pour les duplications), (iii) le nombre de génes impactés, (iv) les connaissances sur les
génes impactés (e.g. un des génes est déja connu comme responsable d’une pathologie), (v) la
fréquence de I'événement dans des bases de données et (vi) I'information de ségrégation de la
variation dans une famille entre individus malades et sains lorsque I'information est disponible. En se
basant sur ces critéeres, les variations sont ensuite classées dans des catégories allant de 'bénigne’' a

'pathogénique'."

1.2. Méthodes de détection des réarrangements génomiques

Pour mettre au point une méthode fiable de détection des CNV a partir des données de séquencage a
haut débit, il est crucial de la comparer avec un "Gold Standard" établi en utilisant des techniques de
validation bien établies et reconnues. De plus, une connaissance approfondie des méthodes
historiques et actuelles de détection des variants de structure est essentielle pour interpréter
correctement les résultats et les comparer a ce qui existe déja dans les bases de données. En effet,
historiquement, les bases de données des variants de structure étaient principalement alimentées par
les techniques de caryotypie, d’hybridation génomique comparative (ou CGH - Comparative Genomic
Hybridization) et d’autres techniques ciblées. Cependant, avec I'avénement du NGS, de nombreux

variants de structure a petite échelle ont été ajoutés a ces bases de données.

Il existe de nombreuses approches moléculaires pour détecter ou valider des variations de structure
qui vont varier en fonction des régions étudiées (analyse pangénomique contre analyse ciblée) et de

leur résolution.

1.2.1. Approches moléculaires pangénomiques
Le caryotype

La premiere approche employée pour l'identification des variations de structure est la technique du
caryotype, pour la premiére fois mis au point en 1956 (Tjio 1978) par I’'équipe de Levan et Tjio. Cette
approche consiste a mettre en culture des cellules en présence de colchicine qui va bloquer les cellules

en métaphase lors de la mitose. Ces cellules vont ensuite étre incubées dans un milieu hypotonique
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de facon a faire gonfler et éclater ces derniéres puis on va venir les fixer sur une lame de verre. On
colorera ensuite les cellules a I'aide de giemsa afin de révéler les bandes chromosomiques, puis on
effectuera une observation au microscope des chromosomes ainsi marqués (Figure 12). Grace a cette
approche, il est possible d'identifier les paires de chromosomes ainsi que les possibles anomalies de
grandes tailles : gain ou perte de chromosomes, gain ou perte de bras de chromosome, pour une

résolution moyenne entre 5 et 10Mb.
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Figure 12 : Caryotype standard

La CGH (Comparative Genomic Hybridization) et les puces de CGH

En 1992, une nouvelle technique d'hybridation génomique comparative (comparative genomic
hybridization) a permis de détecter des variations du nombre de copies entre deux individus
(Kallioniemi et al. 1992). Le principe consiste a marquer I'ADN dénaturé (simple brin) de deux individus
chacun avec un fluorochrome différent (Figure 13). L'un des ADN servira de référence tandis que l'autre
sera celui que I'on cherche a tester. On va ensuite venir co-hybrider ces ADN, de la méme maniére que
pour la technique de FISH, sur des chromosomes en métaphase d’un 3e individu. La quantité d'ADN
venant s'hybrider étant dépendante du nombre de copies, on observera une coloration différente en
fonction du nombre de copies relatives de la référence et de l'individu testé. En cas de délétion, I'ADN

de référence marquera plus fortement et en cas de duplication ce sera celui testé.
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ADN a tester

Co-hybridation

nb copies ADN de
référence > nb copies
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=> délétion
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Figure 13 : Principe de la CGH.

L’ADN de I'individu contréle est marqué par un fluorochrome rouge et celui de I'individu testé en vert.
En cas de duplication chez I'individu testé, la fluorescence verte sera plus forte. En cas de duplication,
c’est la fluorescence rouge du contréle qui sera visible.

Cette technique, basée ici aussi sur une observation au microscope, ne permet pas d'avoir une
résolution trés élevée (a peu prés 5 Mb) mais permet d'avoir une vue globale des délétions et des
duplications. Une évolution de cette technique se base sur des puces a ADN (ou CGH-array). Utilisant
toujours l'idée d'une hybridation compétitive entre un cas et un ou plusieurs contréles, on vient
déposer I'ADN marqué et fragmenté non plus sur des chromosomes en métaphase, mais sur des lames
de verre sur lesquelles ont été fixées des sondes correspondant a des positions spécifiques et connues
du génome. Chaque sonde est en réalité un spot sur la puce contenant plusieurs oligomeres identiques
de 60 nucléotides simple brin. A la différence de la CGH classique, on utilise souvent un pool de
plusieurs individus en tant que témoins dans le but de lisser les CNVs des différents témoins, tous
marqués avec le méme fluorochrome. On va ensuite lire la fluorescence sur la puce a I'aide d’un
scanner spécifique et identifier de potentielles délétions et duplications si plusieurs sondes

consécutives émettent la méme fluorescence (Figure 14).
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Figure 14 : Analyse de puce a CGH dans la région du géne CSMD1.
L'individu 1 présente une délétion partielle du géne CSMD1, contrairement a l'individu 2.

Plusieurs points sont a prendre en compte lorsqu'on utilise cette technique. Premierement, la
résolution est dépendante du nombre de sondes sur la puce. Les puces pangénomiques présentant le
plus de sondes (1millions) permettent d'obtenir une résolution de 8 kb environ. Il existe des puces
présentant un nombre inférieur de sondes permettant d'analyser plus d'individus en une seule analyse,
mais avec une résolution plus faible. Il est donc nécessaire de faire un compromis entre la résolution
souhaitée et la quantité de patients analysés en paralléle. Ensuite la répartition des différentes sondes
n'est pas distribuée de maniére égale sur I'entiereté du génome. Certaines régions complexes ne
présentent pas de sonde, telles que les régions de duplication segmentaire, et certains génes ne sont
pas ou peu ciblés par les puces. C'est pourquoi il existe des puces dites “a facon” sur lesquelles des
régions spécifiques ont été ciblées et des sondes supplémentaires ont été définies (Figure 15). De cette
maniere il est possible d'avoir une analyse précise d'une ou plusieurs régions d'intérét spécifique a la

pathologie étudiée.
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Figure 15 : Exemple de résolution entre différentes puces, région du géne TP53.
A. Puce 180 000 sondes, 4 échantillons B. Puce 1 million de sondes, 1 échantillon C. Puce custom 180
000 sondes “p53 PATHWAY”, 4 échantillons

Les puces a SNP ou puces de génotypage

Une premiéere approche bioinformatique pour la détection des CNVs est basée sur ['utilisation des

données de puces a SNP (ou SNP-array).

Cet outil a été développé initialement pour analyser une grande quantité d’alléles(D. G. Wang et al.
1998) en paralléle de facon a pouvoir génotyper des polymorphismes fréquents (ou SNP - Single
Nucleotide Polymorphism) dans la population, c'est-a-dire ayant une fréquence dans la population
supérieure a 1%. Ces puces sont utilisées dans des études d'association pangénomiques (ou GWAS —
Genome-Wide Association Study) regroupant de grandes quantités de patients et de témoins.
L'objectif de ces études est de pouvoir associer des variants fréquents en tant que facteur de risque
ou protecteur pour des phénotypes particuliers. De nombreuses pathologies ont été étudiées en se
basant sur des études de GWAS, tel que le diabéte (Bradfield et al. 2011), I'obésité, les risques
cardiovasculaires (Smith et Newton-Cheh 2015), mais aussi dans le cas de la maladie d'Alzheimer,

comme nous le verrons par la suite.

Une utilisation détournée de ces puces a été mise en évidence par I'équipe de Bignell (Bignell et al.
2004) puis développée de maniére plus large par le logiciel PennCNV (K. Wang et al. 2007) et permet
d’identifier des variations du nombre de copies. lls ont observé que l'intensité du signal total et le
rapport d’intensité entre les deux alleles variaient en fonction du nombre de copies de la région. En
combinant I'intensité totale du signal et la balance allélique des SNPs dans une région (Figure 16), il
est possible d’identifier des gains ou des pertes de régions par cette approche, avec une résolution

dépendant de la densité de la puce, comme c’est le cas pour les analyses par CGH array.
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Figure 16 : Lecture du signal des puces de génotypage pour la détection de CNV.

Représentation de la balance allélique (partie supérieure) et de I'intensité du signal normalisée (partie
inférieure) issue d'une puce de génotypage. Les balances alléliques attendues sont normalement de O
(homozygote sauvage), 1/2 (hétérozygote) ou 1 (homozygote mutant). En cas de délétion ou de
duplication, ces balances vont évoluer : 0 ou 1 dans le cas d’une délétion 0, 1/3, 2/3, 1 pour une
duplication. Figure issue de Wang et al., 2007.

Cette approche est maintenant incluse dans les méthodes d’Analyse Chromosomique par Puce a ADN
(ACPA) au méme titre que la CGH-array, et permet, par une seule méthode d’obtenir a la fois le signal
des SNP fréquents et les variations du nombre de copies. Avec cette approche, il est uniqguement
possible de détecter les événements déséquilibrés (délétions et duplications) avec une résolution

dépendant de la densité de puce utilisée, généralement entre 30 a 50 kb.

Cartographie optique

La technique la plus récente d'analyse de structure de notre génome est basée sur la linéarisation de
I'ADN et sur une cartographie optique par la plateforme Saphyr de la société Bionano Genomics (Figure
17). On va pour cela extraire ’ADN de maniére classique, le dénaturer puis isoler les molécules a haut
poids moléculaire, c'est a dire des molécules peu fragmentées. On marque ensuite I’ADN avec des
sondes spécifiques sur tout le génome, ces sondes correspondant a des positions identifiées sur le

génome. L’échantillon ainsi marqué est déposé dans une cartouche qui va permettre I'analyse. Cette
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cartouche est constituée d'un ensemble de piliers puis de canaux qui vont permettre, lors de la
migration de I'ADN, d'allonger et de linéariser la molécule. Une fois la molécule linéarisée elle passe
devant un capteur qui va scanner la molécule et générer des images. Aprés que de nombreuses
molécules ont traversé le systeme, les images vont étre agrégées puis analysées par un algorithme qui
va générer une séquence consensus des marqueurs. Cette séquence consensus va ensuite étre
confrontée au génome de référence de fagcon a identifier de potentiels événements : selon
I'alignement des sondes de |'échantillon sur le génome de référence, on détecte de potentiels gains ou
pertes de copies, mais aussi les insertions, les inversions et les translocations. En fonction de la distance
des différents marqueurs il est possible d'atteindre une résolution de 500 pb. L'apport trés important
de cette approche est de permettre d'avoir en une seule analyse une vue compléte de la structure d’un
génome avec une résolution relativement élevée. Cette technique obtient de trés bons résultats pour
les détections des variations de structure mais présente comme principal défaut de ne pas fournir
d'informations sur la séquence en nucléotides elle-méme, contrairement aux puces a SNP (fournissant
des informations sur les polymorphismes fréquents) ou les données de séquencage a haut débit, en

particulier celles obtenues a partir des séquencages de longs fragments.
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Figure 17 : Principe général de la cartographie optique.
Pipeline d’analyse de données utilisant la technologie Bionano représentant les différentes étapes du
processus
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1.2.2. Approches moléculaires ciblées

Technique FISH (Fluorescence In Situ Hybridization)

La technique du FISH permet de cibler spécifiquement une région chromosomique relativement
grande. Elle consiste a fixer une sonde marquée a l'aide d'un fluorochrome qui va reconnaitre une
région spécifique de I'ADN (Figure 18). Pour ce faire, on effectue une dénaturation de I'ADN
permettant d’obtenir de I’ADN simple brin, rendant possible I’"hybridation avec la sonde. On effectue
ensuite une observation au microscope, de maniere similaire au caryotype. Cette technique présente
plusieurs limites. Premierement le fait que I'on ne puisse marquer qu'une ou 2 séquences a chaque
expérience. Ensuite, la résolution reste limitée, a partir de 100 - 300 kb. Cette technique permet de

détecter a la fois des gains ou des pertes de copies, mais aussi des translocations.

DNA Target

Probe and Targat DNA
Denatured and Hybridized

S Fluorescent
tag

—
\ -

Target DMNA DA probe

retains fluorescence labeled with

fluorescent dye

Figure 18 : Principe général de la technique FISH.
Principe général de la technique de Fish (a gauche) et visualisation de deux sondes au microscope a

_—

fluorescence (a droite) sans anomalie détectée.

Jusqu'a maintenant toutes les techniques présentées ne permettaient pas de descendre a une
résolution inférieure a quelques dizaines de kb. Les approches suivantes permettent d'obtenir une

résolution au niveau de I'exon.
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PCR en temps réel

La plus ancienne technique permettant de quantifier un nombre de copies est la PCR quantitative en
temps réel (ou Real-Time-qPCR) (Svanvik et al. 2000). L'amplification d'un fragment d'ADN par PCR
passe par 3 étapes : une phase d'initiation, une phase exponentielle linéaire au cours de laquelle le
nombre de copies est multiplié par 2 a chaque cycle et enfin une phase de plateau qui représente la
guantité maximale d'amplicons générés. Le temps nécessaire pour atteindre la phase exponentielle
sera d'autant plus rapide que la quantité d'ADN initiale que I'on cherche a amplifier est importante.
On quantifie la quantité d’ADN a chaque cycle en utilisant soit un intercalant de I’ADN de type
SYBRGreen (signal aspécifique qui permet de détecter I’ADN double brin), soit une sonde d’hydrolyse
spécifique de la région. En utilisant 2 sondes différentes correspondant a 2 fragments distincts, il est
possible d'établir une quantification relative de la quantité initiale des 2 fragments. Un seuil de
fluorescence est choisi et on calcule le cycle de PCR auquel la fluorescence atteint ce seuil, que I'on
appelle la valeur de Ct (Cycle threshold). Deux valeurs de Ct identiques indique que la quantité initiale
d'ADN était équivalente. En revanche, des valeurs de Ct différentes indiquent une disparité dans le
nombre initial de copies des deux fragments. Etant donné que la quantité d’ADN double entre chaque
cible, il est méme possible de déterminer le nombre de copies relatives entre les deux régions (Figure

19).
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Figure 19 : Courbe d’amplification PCR en temps réel (ou RT-PCR).

Le seuil de fluorescence est défini manuellement de fagcon a se situer pendant la phase exponentielle
(ligne verte). On mesure le nombre de cycle (ou cT) pour atteindre le seuil de chaque échantillon, et
on compare les CT entre deux individus pour identifier de potentielles délétions ou duplications.

En placant une sonde dans une région ol I'on a détecté un CNV et en la comparant avec une sonde

placée dans un gene de ménage (c'est-a-dire un géne ne supportant pas une variation du nombre de
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copies), il est possible de confirmer ou d'infirmer I'événement. Une limite importante de cette
approche est que chaque expérience ne peut tester qu'une seule sonde, et dans le cadre d'un CNV
emportant un ou plusieurs genes, il sera nécessaire de faire plusieurs expériences pour valider les

différents exons ou genes emportés.

MLPA

La MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) est une analyse basée elle aussi sur la
technique de PCR et sur le fait que la quantité d’ADN amplifié lors de la phase exponentielle est
proportionnelle a sa quantité initiale (Figure 20). Contrairement a I'approche par PCR en temps réel,
I'idée est de définir plusieurs couples de sondes de facon a analyser en parallele plusieurs exons et/ou
génes (Schouten et al. 2002). Pour cela, on définit une sonde complémentaire d’'une région cible, et
une seconde sonde en reverse distante d’'une base, sur le méme brin. Ces deux sondes comportent
des couples d’amorces de PCR universelle séparés de la sonde par des séquences de tailles différentes
(séquences stuffer). On utilise ensuite une ligase qui permet de lier les deux sondes si elles se sont
hybridées sur la région d’intérét. Les fragments ainsi formés sont ensuite amplifiés par PCR universelle,
en paralléle, en arrétant I'amplification pendant la phase exponentielle. L'intérét d’utiliser des
séquences stuffer de longueur variable est de pouvoir séparer les fragments par électrophorése en
fonction de leur taille sur un séquenceur capillaire. On obtient un signal pour chaque amplicon, et en
comparant les résultats a un échantillon contréle, il est possible de confirmer ou d’infirmer une
variation du nombre de copies. L'intérét de cette approche est de pouvoir travailler avec plusieurs

amplicons en paralléle et donc de pouvoir analyser plusieurs exons et/ou génes en paralléle.
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Figure 20 : Principe général de la technique MLPA.

A. Construction des couples d’amorces PCR sur deux cibles différentes. B. Obtention des amplicons de
différentes tailles obtenus grace a I'ajout de Stuffer de taille variable. C. Visualisation des résultats
révélant une délétion partielle de BRCA1A1-22. Les pics “C” (contrdle) correspondent a un gene de
ménage et permet la calibration des deux profils entre eux. Chaque pic correspond a un exon du gene,
la différence d’intensité de signal indique ici une perte de copie chez le patient.

QMPSF

La QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragments) est aussi basée sur I'utilisation
de la PCR en phase exponentielle et permet I'analyse en paralléle de plusieurs fragments (Charbonnier
et al. 2000). Cette technique, congue et développée au sein de notre laboratoire, est différente de la
MLPA par la construction des fragments amplifiés : en QMPSF, on marque directement I'une des deux
amorces de PCR pour chaque amplicon, et il n’y a pas de construction avec des séquences stuffer, ni
de ligation, ni de PCR universelle (Figure 21). Il faut donc, au moment de la construction des couples
d’amorce, sélectionner des tailles d’amplicons différents de facon a pouvoir multiplexer les amorces
et diminuer le nombre de réactions. Le reste du processus sera le méme, avec une comparaison d’un
échantillon d’un individu contre un contrble, et la séparation des différents amplicons par

électrophorése sur séquenceur.
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Figure 21 : Principe général de la technique de QMPSF.

A. Construction des différents couples d’amorces, chaque couple produisant un fragment de taille
différente de fagon a multiplexer les résultats. B. lecture des résultats et représentation schématique
d’une délétion (a gauche) et d’'une duplication (a droite) et “nom du graphe” de résultat. Ces graphes
se lisent de la méme maniere que pour la MLPA.

PCR digitale en émulsion (Digital Droplet PCR)

Une des dernieres approches en date permettant la détection et la validation des variations du nombre
de copies est basée sur les techniques de PCR digitale. Cette derniére a été mise en place suite a la
nécessité d’avoir a disposition une méthode permettant de quantifier des variations a faible fraction
allélique dans le cadre de recherche de mosaique, d’ADN tumoral circulant ou d’identification d’ADN
feetal circulant dans le sang maternel. Le principe repose sur I'idée de fractionner |’échantillon jusqu’a
obtenir une dilution limite, c’est a dire de facon a obtenir 0 ou 1 molécule d’ADN par réaction. La
technique initiale consistait a effectuer des dilutions successives (Sykes et al. 1992) pour effectuer la
séparation des fragments, puis la technique a évolué avec I'apparition de la PCR digitale en émulsion
(ou Digital Droplet PCR — DDPCR) (Vogelstein et Kinzler 1999). Celle-ci consiste a fractionner le mélange
de PCR et d’ADN sous forme de microgouttelettes émulsionnées dans de I’huile, chaque gouttelette
agissant comme des unités réactionnelles indépendantes (Figure 22). Contrairement aux autres
approches (RT-PCR / MLPA / QMPSF), on effectue une PCR en point final, la quantification s’effectuant
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par le nombre de gouttelettes contenant I'un des fragments d’intérét. La ddPCR a été initialement mise
en place pour identifier des variations ponctuelles mais elle a été adaptée pour étre appliquée a

I'identification des CNVs (Cassinari et al. 2019).
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Figure 22 : Principe général de la ddPCR

A. Génération des gouttelettes par émulsion B. Aprés émulsion, chaque gouttelette contient entre 0
et 1 fragment C. PCR en point final D. Lecture de la fluorescence pour chaque gouttelette E. Génération
du graphe de résultat.

Afin d’identifier les fragments, on utilise des sondes d’hydrolyse libérant deux fluorochromes
différents, I'un pour une référence (généralement un géne de ménage, comme pour les autres
techniques) et un second pour la séquence ciblée. Chaque gouttelette est ensuite analysée afin de
déterminer quel fragment est amplifié. On calcule ensuite le ratio entre le nombre de gouttelettes
positives pour la région cible et celles pour la région de référence afin d’obtenir le nombre de copies

estimé de la région d’intérét.

Comme indiqué, I'un des points forts de cette technique est de pouvoir définir de maniére précise le
nombre de copies et de détecter des événements ayant une faible fraction allélique. La contrepartie

est, comme pour la gPCR, de ne pouvoir valider qu’un seul événement a la fois.

1.2.3. Variants de structure et séquencage massif en parallele

L'évolution des technologies de séquencage

Le séquengage Sanger (Rizzo et Buck 2012) est la premiére technologie permettant une lecture
automatisée de la séquence d'ADN. Elle consiste a effectuer une premiére amplification par PCR du
fragment a séquencer, puis a effectuer une seconde PCR a partir d’une seule des deux amorces tout
en ajoutant des didesoxynucleotides triphosphate (ddNTP) fluorescent dans le milieu de réaction. Ces
ddNTP sont dits terminateurs, c’est a dire que leur incorporation va arréter la synthese du fragment

en empéchant l'incorporation d’autres dNTP. L'intégration des ddNTP s’effectuant de maniere
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aléatoire, on obtient des fragments de taille variable. Il suffit ensuite d’utiliser un séquenceur capillaire
qui va séparer par électrophorese les fragments pour enfin produire la séquence. Ce séquencage de
premiere génération permet d’obtenir des fragments de 500 a 1000 pb, ce qui est parfait pour
effectuer le séquencgage ciblé d’un exon. Cette approche est donc utilisée en routine pour des tests
ciblés. Malgré les capacités actuelles des séquenceurs capillaires multicanaux (jusqu’a 96 en parallele),
il estimpossible d’imaginer le séquencage de I'ensemble de I'exome ou du génome par cette approche,
gue cela soit au niveau matériel ou humain. On estimait dans le milieu des années 2000 un cout entre
5 et 30 Millions de dollars et environ 60 ans d’analyse sur un seul séquenceur capillaire (Bennett et al.
2005; Hert, Fredlake, et Barron 2008). Malgré I’évolution des séquenceurs capillaires et I’évolution des
colts depuis cette estimation, il est évident qu’il a été nécessaire de voir émerger de nouvelles

technologies pour produire des analyses d’exomes et de génomes en trés grands nombres.

En conclusion, le facteur limitant principal justifiant le passage a haut débit est la possibilité de lire en
parallele de grandes quantités de séquences. C'est dans ce contexte qu’ont été mises au point les
technologies de deuxieme génération, aussi appelées séquencage massif en parallele. Il existe
plusieurs types de séquenceurs possédant des chimies différentes, mais le principe général va rester

le méme pour toutes les approches.

Il est tout d’abord nécessaire de convertir I’ADN ciblé sous forme de librairie. Cela consiste a
fragmenter I’ADN, sélectionner les fragments selon leur taille puis faire la ligation d’adaptateur. Ce
sont ces adaptateurs qui vont permettre I'amplification (de la méme maniére que des amorces de
PCR). Ces adaptateurs peuvent aussi jouer un réle dans la fixation de la librairie sur une surface
d’analyse, qu’il s’agisse de la surface d’une flowcell ou de solution en billes, ceci afin de permettre la
parallélisation de multiples réactions de séquencgage. Les fragments d’ADN qui constituent la librairie
ne sont généralement pas lus dans leur intégralité. Au lieu de cela, il est effectué une lecture des
extrémités de chaque fragment, ce qui donnera au final deux lectures par fragment, que I'on appelle
des données pairées (paired-end sequencing). Ceci va jouer un réle trés important dans la recherche

de variations de structure, comme nous le verrons par la suite (Figure 23).
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Figure 23: Représentation schématique d’une paire de reads issus d’un fragment d’une librairie d’ADN.
Chaque read sens est associé a son read antisen., La distance entre les deux reads est la taille d’insert,
cette derniere est définie par la fragmentation de I’ADN et est normalement proche pout I’'ensemble
d’une librairie.

La technologie Illumina est actuellement la plus répandue dans les laboratoires de recherche et de
diagnostic, et c’est aussi la technologie utilisée pour la production des exomes et des panels de génes
qui seront décrits dans la partie résultat. Cette technologie est basée sur l'utilisation de dNTP
terminateurs réversibles fluorescents. Le principe général est présenté en Figure 24. La librairie d’ADN
va étre distribuée de maniére aléatoire sur une flowcell sur laquelle sont disposés des primers
d’accroche qui permettent la fixation des fragments préparés. Une premiére série d’amplifications en
pont va permettre |'amplification des fragments fixés pour former des clusters, chaque cluster étant
constitué, en théorie, du résultat de I'amplification d’un seul fragment d’ADN. La seconde étape
consiste en une série de cycles définis comme suit : (i) fixation d’'un dNTP terminal fluorescent, qui est,
contrairement aux ddNTP employés dans la technologie Sanger, réversible, (ii) lecture de la
fluorescence de chaque cluster directement sur la flowcell (iii) clivage de la partie terminale et du

marquage avant le début d’un nouveau cycle.

Grace a cette nouvelle génération de séquenceurs, il est possible d’accéder de maniére précise a la
séquence d’un individu, et de pouvoir identifier avec précision les variations ponctuelles ou les
insertions et délétions de petites tailles. Néanmoins, il est difficile par ces approches d’obtenir une vue
plus globale de l'organisation du génome. Ceci est d’autant plus vrai que la parallélisation du
séquengage s’est accompagnée d’une réduction de la taille des fragments ; en comparaison du
séquengage Sanger permettant d’obtenir des séquences de 1000pb avec une qualité relativement
constante, la seconde génération de séquenceurs obtient des fragments allant de 50 a 250pb, avec
une diminution de la qualité significative avec I'augmentation de la taille des séquences. Il est donc
complexe d’obtenir la structure du génome au sens large et d’identifier de potentielles variations de
structure avec des fragments courts méme si des approches bioinformatiques tentent de répondre a

la question, comme nous le verrons ensuite.
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Figure 24: Présentation de la technologie de séqueng¢age Illumina.

a : Préparation des clusters : Préparation de la librairie par fragmentation aléatoire de I’ADN puis ajout
des adapteurs spécifiques au séquencage. La fragmentation peut étre mécanique (généralement par
sonication) ou chimique (enzyme de restriction). Les fragments sont ensuite fixés sur la flowcell par
I'intermédiaire des adaptateurs. Aprés formation d’un pont entre deux points de fixation sur la
flowcell, on effectue une premiere phase d’amplification sans fluorescence. Enfin, il y a dénaturation
des molécules double brin et répétition de I'amplification en pont jusqu’a formation de cluster.

b : Phase de séquencage : (i) exécution de cycle de séquencage : ajout des dNTP fluorescent avec
terminateur réversible, (ii) lavage pour retirer les dNTP non fixés (iii) lecture de la fluorescence pour
déterminer la base (iv) clivage du groupement terminateur afin de permettre la fixation du dNTP lors
du prochain cycle. Figure issue de www.illumina.com
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Les séquenceurs capables d’analyser les longues molécules uniques (ou séquenceurs LongRead)
constituent la 3éme génération. L'objectif premier de ces plateformes est avant tout I'identification de
variants de structure, au détriment de la qualité de séquencage au niveau de la base. Les deux
plateformes principales actuelles proviennent des entreprises PacBio et Oxford Nanopore (ONT) et

fonctionnent sur deux approches complétement différentes.

La technologie d’'ONT n'est pas basée sur une technologie de synthése, mais sur une lecture directe de
I’ADN. La flowcell utilisée est constituée de milliers de nanopores présents dans une membrane
électro-résistante. L'ADN a séquencer est présenté sur une des surfaces de la flowcell, un complexe
enzymatique va capturer et dénaturer la molécule d’ADN avant de la présenter a I'un des canaux.
Lorsque la molécule d’ADN passe a travers le nanopore, cela induit un changement de pH qui est
mesuré et interprété. Cette technique de séquencage permet d’obtenir des fragments pouvant
atteindre 100 kb, mais avec une qualité de séquencage qui se révele plus faible que les autres
techniques, rendant difficile I'identification des variations ponctuelles, surtout a faible profondeur.

Néanmoins, une nouvelle chimie, trés récente, réduirait cette limitation.

Les séquenceurs de la société PacBio fonctionnent sur un systéme de séquencage par synthese,
nommé SMRT pour Single Molecule Real Time. La premiére étape consiste a fragmenter de facon
limitée I’ADN, I'objectif étant d’obtenir des fragments de grande taille. Ensuite, des adaptateurs “en
épingle” vont étre ligués sur les fragments double brin, et vont venir former une boucle, permettant
la circulation du fragment. Enfin, chaque fragment sera amplifié dans un puits présent sur la flowcell,
chaque puits ne contenant, en théorie, qu’une seule molécule. De cette maniere, chaque puits est un
milieu réactionnel indépendant, et la fluorescence peut étre suivie de maniere indépendante dans
chaque réaction. Enfin, la circularisation du fragment permet de lire plusieurs fois chaque séquence,
permettant de corriger les erreurs de séquencgage. Au final, ces reads corrigés aprés plusieurs
relectures (ou reads HiFi pour High Fidelity) atteignent une qualité similaire voire supérieure aux

technologies de seconde génération tout en produisant des reads entre 10 et 20 Kb.

Nous reviendrons plus en détail sur I'impact de ces séquenceurs de 3éme génération dans la partie

Discussion de ce document.
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Les approches bio-informatiques pour la détection de variation de structure

Il existe un trés grand nombre d’outils bio-informatiques permettant la détection des variations de
structure a partir de données de séquencage a haut débit de type Short read (Zhao et al. 2013; Tattini,
D’Aurizio, et Magi 2015), chacun ayant plus ou moins de spécificité en fonction de I'approche employée
ou des données biologiques ciblées. D’un point de vue bio-informatique, on peut classer les outils en
5 catégories en fonction de I'approche employée, ces approches s’appuyant sur un des aspects du
séquencage et/ou des données paired-end. L'idée derriére tous ces outils et approches est de réussir
aidentifier les points de cassure et les associer pour définir et caractériser les événements. De la méme
maniere que I'on recherchera les différences entre les données de séquencage et la référence pour

identifier les variations ponctuelles, on va chercher a identifier les reads incohérents avec la référence.

Anomalie d’alignement des paires de reads

Les techniques de Paired-end mapping ou ReadPaired, se basent sur la position relative des deux reads
d’une méme paire. En théorie, les deux reads d’'une méme paire vont étre en antisens et face a face

I’'un par rapport a l'autre, et a distance moyenne définie par la taille des fragments séquencés.

Avec cette approche, on va rechercher toutes les paires de reads présentant soit une orientation
anormale, soit une taille d’insert incohérente avec le reste des données, et I'on pourra définir tout ou
partie de I'événement en fonction de cette information. Si I'on observe une taille d’insert
anormalement grande entre nos paires de reads, ceci indiquera une délétion d’une partie de la région
intermédiaire. Dans de rares cas, si la taille de I'’événement est inférieure a la taille de I'insert, il est
possible de détecter I'insertion d’un élément. Si I'orientation relative des reads pairés vient a changer,
ceci indiquera une possible inversion ou translocation, ces derniéres pouvant étre inter ou intra
chromosomiques. Plusieurs exemples sont représentés sur la Figure 25. Le défaut de cette approche
est de ne pas définir précisément les points de cassure des événements, ces derniers étant localisés
dans la région intermédiaire entre les deux reads sans le localiser précisément. Enfin, pour que cette
approche puisse fonctionner correctement, il est nécessaire que les reads ne soient pas chevauchants,

et donc que la fragmentation lors de la préparation de I’ADN ne soit pas trop importante.
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Figure 25 : Détection d’événements par utilisation des paires de read
Visualisation provenant du logiciel IGV. A. Délétion de 1kb. Les reads sont représentés par paires,

apparaissant en rouge si la taille de I'insert est anormalement élevée par rapport aux restes des
données. B. Inversion de 1,3kb. Les reads sont organisés par orientation des fragments par rapport au
génome de référence : orientation normale des paires sens/anti-sens en gris, sens/sens en turquoise,
et anti-sens/anti-sens en bleu. La profondeur de lecture et les fins de reads mal alignés semblent

indiquer une duplication autour du point de cassure B. C. Duplication en tandem inversé de 250pb.
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Alignements multiples et reads chimériques

La seconde approche est basée sur I'alignement multiple d’un read sur le génome (ou split Reads) ; il
est possible d’aligner tout ou partie d’un read a plusieurs endroits d’un génome : si un read est
entiérement aligné a plusieurs positions sur le génome, cela met en avant la présence de régions
répétées, sans pour autant indiquer un possible événement. Ce sont donc les reads partiellement
alignés qui vont étre informatifs pour l'identification d’'un événement (parfois appelés reads
chimériques). Les deux alignements indiquent une jonction entre deux régions du génome
normalement distantes. On interprete ensuite I'événement en fonction de la position des deux
fragments : par exemple si les deux fragments s’alignent sur le méme chromosome, il peut s’agir d’une
délétion, sur deux chromosomes différents, d’une translocation. Cette approche permet aussi de
détecter les points d’insertion d'éléments mobiles, en séquencant a la fois le point d’insertion et le

début de la séquence insérée (Figure 26).
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Figure 26 : Détection de point de cassure par les splitReads.
A. Insertion d’'une séquence Alu dans I’exon 8 du gene MSH2 (visualisation sur le logiciel Alamut Visual).
B. Délétion située au niveau de I'exon 1 du géne SMAD4 (visualisation sur le logiciel IGV).
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L'un des principaux avantages de cette technique est sa capacité a déterminer avec précision les points
de cassure, permettant de lier les deux segments du génome concernés, quel que soit le type
d'événement observé. Toutefois, elle présente des limitations. D'abord, pour que la technique soit
efficace, il est impératif de pouvoir séquencer le point de cassure avec précision, ce qui, en fonction
du type de séquencage utilisé (panel de génes, exome, génome), n'est pas toujours possible. De plus,
la séquence doit étre suffisamment longue pour s'aligner correctement en différents endroits. Plus la
séquence est courte, moins la localisation est précise. Enfin, étant donné que les réarrangements sont
principalement induits par des régions répétées, identifier des reads chevauchant ces régions et ne
s'alignant pas en plusieurs positions peut étre complexe. Par conséquent, cette approche est surtout

pertinente pour les insertions et les événements n'impliquant pas de régions répétées.

Profondeur de lecture

La troisieme approche se base sur la distribution des reads le long du génome et la profondeur de
lecture. En effet, I'idée du séquencage haut débit est de couvrir plusieurs fois les régions que I'on
souhaite séquencer, qu’il s’agisse de capture ciblée, de séquencage d’exome ou de génome, afin de
déterminer efficacement les deux alléles d’un individu et ce, malgré les possibles erreurs de
séquencage. La quantité de reads s’alignant sur une partie du génome étant corrélée au nombre de
copies de cette dernieére, il est possible, en comparant la profondeur le long du génome, de déterminer
le nombre de copies de chaque région (Figure 27). Si I'on souhaite appliquer cette approche, il est donc
nécessaire de découper le génome en segments et d’effectuer le comptage de reads sur chaque
élément, puis de les comparer entre deux. |l sera nécessaire pour cette approche de considérer
différemment le séquengage avec ou sans capture. Dans le cas du séquengage de génome sans
capture, les reads seront alignés de maniere aléatoire et équilibrés le long du génome. Il est possible
de directement segmenter ce dernier en bloc et de compter les reads sur ces derniers. Puis, par une
approche statistique, on peut identifier les régions présentant une couverture supérieure ou inférieure
au reste du génome, révélant des duplications ou des délétions. Dans le cas de séquencage incluant
une étape de capture, il faudra considérer les données différemment. En effet, la capture nécessite
I'utilisation de sondes nucléotidiques qui, en fonction de la composition de la séquence, vont
s’hybrider de maniére non uniforme en fonction du taux de GC (Benjamini et Speed 2012) des
séquences ciblées et de la longueur des sondes utilisées. De plus, la taille de la région capturée varie,

induisant encore de la variabilité entre ces dernieres. Il est donc impossible de comparer directement
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les différentes couvertures de chaque région ciblée entre elles chez le méme individu et il est
nécessaire de comparer plusieurs individus entre eux. On établit une référence basée sur un pool
d’individu, et on compare ensuite I'individu testé au modéle de facon a identifier de potentielles
délétions et/ou duplications. L'intérét de cette approche est qu’elle est adaptée aux données de
séquencage ciblé qui sont déja décomposées en régions pour le comptage. Cette approche est par
contre limitée en deux points : tout d’abord, elle ne peut étre utilisée que pour la détection de
variations du nombre de copies (délétion et duplication) et dans le cas des duplications, il n’y aucune
idée concernant la localisation de la séquence dupliquée. Dans le cas de ces travaux, nous avons

sélectionné le logiciel CANOES (Backenroth et al. 2014) comme outil pour construire notre pipeline.

Individu 1 e e S e S e e

Individu 3

~—

'

Figure 27 : Représentation schématique de I'utilisation de la profondeur de lecture

Les rectangles bleus correspondent aux cibles du kit de capture, les lignes vertes aux reads alignés pour
chacun des 3 individus. En appliquant un modele statistique et en comparant les différents individus
entre eux, on détecte des délétions (encadrement rouge) ou des duplications (encadrement bleu)

Assemblage de novo

Enfin la derniere approche consiste a ne pas aligner les données séquencées sur un génome de
référence, mais a effectuer un assemblage “de novo” sans a priori. Une fois le nouvel assemblage
terminé, celui-ci est comparé a une référence qui peut étre soit le génome de référence, soit d’autres
données plus spécifiques au projet. En prenant I'exemple d’une analyse en trio, on peut considérer
d’effectuer I'assemblage de novo des 3 individus séparément (les deux parents sains et le cas index
malade), puis comparer les données de I'enfant a ses parents. De cette maniere, il est possible
d’identifier les haplotypes provenant du péere ou de la mere, puis d'identifier toutes les structures

aberrantes chez I'enfant correspondant a un événement de novo.

L'intérét de cette technique est de s’affranchir de la notion de référence unique figée qui ne prend pas

en compte la grande variabilité des haplotypes existant dans la population. Le défaut de cette
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approche est la nécessité de faire un assemblage de novo, qui nécessite de séquencer le génome a une
forte profondeur. De plus, les temps de calcul informatique pour I'assemblage sont beaucoup plus
importants que pour un simple alignement. L'assemblage de novo peut aussi étre utilisé pour définir
de maniere plus précise les points de cassure en sélectionnant uniquement les reads présentant des
caractéristiques spécifiques (reads multi alignés, régions spécifiques, etc). En se limitant uniquement
a une partie des données, il est possible de s’affranchir d’une grande partie des calculs d’assemblage.
La limitation de cette approche sera la méme que I'utilisation des reads chimériques s’appuyant sur
les alighements multiples : si I'événement est médié par des régions répétées, les reads utilisés pour
|"assemblage de novo pourraient ne pas étre assez long pour identifier les deux extrémités du point de

cassure.

Approches combinatoires

Il faut bien sGr considérer que, pour toutes ces approches, c’est I'accumulation de preuve, c’est a dire
de reads informatifs, qui vont confirmer ou non un événement : de la méme maniéere que des erreurs
peuvent se produire lors du séquencage, il peut se produire des erreurs lors de I'alignement des reads
conduisant a des faux positifs. Ces erreurs lors de |'alignement seront d’autant plus grandes que les
régions sont complexes a séquencer : plus une région est répétée, plus il est difficile de correctement
aligner les reads sur cette derniere, conduisant a de potentiels faux positifs. Chacune des quatre
approches ayant plus ou moins de réussite en fonction de I'événement, il peut étre intéressant
d'utiliser une combinatoire de ces 4 approches lorsque I'on va essayer de détecter des événements. La
majorité des outils exploitant les données de 3éme génération, tel que Sniffles (Smolka et al. 2022),
pbsv (Tépfer 2022) ou encore svim (Heller et Vingron 2019), utilisent ce type d’approche combinatoire
afin d’exploiter au mieux les données disponibles mais c'est aussi le cas pour certains outils exploitant
les données de 2eme génération. On peut prendre par exemple le logiciel GRIDSS (Cameron et al. 2017)
qui utilise 3 des 4 approches : a partir des fichiers d'alignement BAM, GRIDSS extrait tous les reads
présentant des anomalies, c'est-a-dire les paires de reads mal orientés ainsi que les reads chimériques.
A partir de ces séquences il va reconstruire, comme le ferait un assemblage de novo, les séquences
des points de cassure sous forme de séquence consensus. Ces derniéres seront réalignées sur le

génome pour améliorer la localisation des points de cassure.

Afin de combiner les différentes approches, une autre possibilité est d'utiliser plusieurs outils se

complétant les uns les autres. On pourra par exemple utiliser un logiciel se basant sur la profondeur
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de lecture afin d'identifier les délétions et les duplications, puis de le compléter avec un logiciel

travaillant sur les données chimériques pour localiser de maniére précise les points de cassure.

Quelles approches pour quelles données ?

Chacune des approches que nous venons de décrire ne sera pas applicable a tous les types de données
de séquencage. En effet, nous avons vu jusqu'a maintenant que la majorité des événements sont
médiés par des régions répétées et/ou complexes, signifiant que les points de cassure que I'on cherche
a identifier sont localisés dans ces régions. Or, ces séquences répétées sont généralement situées dans
des régions non codantes (intergéniques ou introniques). Cela signifie que si I'on utilise des données
de séquencage obtenues apres capture d’exons, nous aurons peu de chances d'avoir les points de
cassure précis des réarrangements. Au final, si I'on travaille sur des données de séquencage avec
capture, seule la technique basée sur la comparaison des profondeurs de lecture sera vraiment
efficace. Malheureusement, cela signifie que I'on devra se limiter a la détection des variations du
nombre de copies, la détection des réarrangements équilibrés étant impossible par cette approche.
Bien sdr, I'utilisation d’autres outils reste possible (voire souhaitable, dans le cadre du diagnostic), pour
ne pas mangquer certaines insertions d’éléments mobiles ou points de cassure séquencés par exemple,
mais dans le cadre d’une large étude visant un point de vue pangénomique, les outils n’utilisant pas la
profondeur de lecture sur des données issues de capture d’exons ne seront pas exploitables. En ce qui
concerne le séquengage de génome en revanche, la combinaison d’outils semble étre I'approche la
plus efficace, sachant les intéréts et les limites de chacune des approches. Les outils utilisés génerent
pour certains de nombreux artefacts ou points de cassure isolés ne définissant pas un événement, les
approches combinatoires, bien que trés demandeuses en calcul, s'imposent comme la régle pour le

séquencage de génome (R. L. Collins et al. 2019; W.-P. Lee et al. 2021).
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Tableau 1 : Liste non exhaustive de logiciel bioinformatique de détection de variation de structure

Outil . Approchg Type de données Référence
bioinformatique
CANOES RD SR capture (Backenroth et al. 2014)
XHMM RD SR capture (Fromer et al. 2012)
ExomeDepth RD SR capture (Plagnol et al. 2012)
CoNIFER RD SR capture (Krumm et al. 2012)
cn.MOPS RD SR WGS (Klambauer et al. 2012)
CANVAS RD SR WGS (Roller et al. 2016)
CNVnator RD SR WGS (Abyzov et al. 2011)
BreakDancer RP SR WGS (K. Chen et al. 2009)
PEMer RP SR WGS (Korbel et al. 2009)
Pindel SR SR WGS (Ye et al. 2009)
Cortex AS SR WGS (Igbal et al. 2012)
Magonlya AS SR WGS (Nijkamp et al. 2012)
Manta RP /SR SR WGS (X. Chen et al. 2016)
Lumpy RP /SR SR WGS (Layer et al. 2014)
Delly RP /SR SR WGS (Rausch et al. 2012)
Hydra RP/ AS SR WGS (Quinlan et al. 2010)
GenomeStrip RP / SR/ RD SR WGS (Handsaker et al. 2011)
SVDetect RP/RD SR WGS (Zeitouni et al. 2010)
GRIDSS RP /SR /AS SR WGS (Cameron et al. 2017)
Sniffles2 RD/SR/AS LR (Smolka et al. 2022)
Picky SR LR (Gong et al. 2018)
PBHoney SR IR (English, S;cl)i;n)o, et Reid
svim SR LR (Heller et Vingron 2019)
pbsv SR/ AS LR (Topfer 2022)

RD : Read Depth. SR : Split Read. RP : Read Pair. AS : assemblage Denovo. SR : Short Read. LR : Long
Read. WGS : Whole Genome Sequencing
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Au total, de nombreux outils bioinformatiques existent pour détecter les variations du nombre de
copies et autres variations structurales a partir de données de NGS. Les performances des outils, seuls
ou en combinaison, sont rarement évaluées et dépendent a la fois des données et des procédures
d’analyse. Il n’existe néanmoins aucune solution parfaite et pas de réel gold standard. Dans le cadre
de I'étude de remaniements rares individuels pour le diagnostic de maladies monogéniques, il reste
impératif de confirmer I'existence des variations structurales par une technique indépendante, méme
si la visualisation des alignements dans les logiciels dédiés (comme IGV, par exemple) permet, lorsqu’il
existe des arguments concordants, et en particulier dans des données de génome complet, d’avoir une
forte probabilité de I'existence du remaniement. Les laboratoires du plan France Médecine
Génomique 2025 rendent par exemple des résultats de remaniements sur des approches
bioinformatiques a partir des données de séquencage de génome, lorsque le faisceau d’arguments en
faveur du remaniement est suffisant. Néanmoins, |'utilisation pour le conseil génétique rend
nécessaire la confirmation par une technique ciblée. En approche pangénomique comme dans les
études cas témoins avec des données massives, les ADN des individus inclus sont rarement disponibles
pour une confirmation orthogonale des remaniements d’intérét. Il est donc nécessaire de connaitre
les performances et les limites de détection des outils employés. Ce travail d’évaluation a constitué la
premiere étape de mon travail, avant d’appliquer notre approche sur un grand jeu de données dans

un second temps.

1.3. Génétique de la maladie d’Alzheimer

1.3.1 Clinigue et étiologie de la maladie

La maladie d'Alzheimer est la maladie neurodégénérative la plus fréquente au monde. Elle entraine
une neurodégénérescence progressive responsable de troubles cognitifs multi-domaines,
commencgant le plus souvent par une altération de la mémoire épisodique, s'étendant ensuite a
d'autres domaines cognitifs et responsable d’une altération de la vie quotidienne entrainant un trouble
neurocognitif majeur également appelé démence. Le facteur de risque le plus associé a la maladie
d'Alzheimer reste le vieillissement, si bien que cette pathologie est un probleme de santé publique

majeur croissant dans de nombreuses populations.

La maladie d'Alzheimer est définie sur le plan neuropathologique par la présence de deux types de

|ésions : les plagues amyloides ou plaques séniles constituées en leur coeur de peptides amyloide beta
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(AB) agrégés, intra parenchymateuses, et d'autre part des dégénérescences neurofibrillaires, intra

neuronales, constituées de protéines Tau hyper et anormalement phosphorylées.

La maladie d'Alzheimer est une maladie complexe chez la plupart des malades, elle est alors causée
par une agrégation de facteurs génétiques et de facteurs non génétiques, dits environnementaux. La
composante génétique dans |'étiologie de la maladie d'Alzheimer est considérée comme élevée, suite
aux études de jumeaux qui ont permis de comparer la concordance de diagnostic de maladie
d'Alzheimer chez des jumeaux monozygotes (19-41%) par rapport a des jumeaux dizygotes (41-60%),
I'hnypothese étant que la plupart des jumeaux partagent leur environnement mais que les dizygotes et
monozygotes difféerent par leurs variations génétiques (Gatz et al., 2006). Ce type d'étude a également
conduit a mesurer I’héritabilité, qui correspond a la part de variance d'un trait phénotypique liée a des
facteurs génétiques dans une population donnée. Nous n'aborderons pas en détails ce concept dont
I'utilité est controversée. Ici, nous retiendrons simplement que les études de jumeaux permettent

d'affirmer l'importance des facteurs génétiques dans la maladie d'Alzheimer.

1.3.2. Formes autosomiques dominantes

Les formes précoces de la maladie d'Alzheimer (survenue des premiers symptomes avant I'age de 65
ans, EOAD - Early-Onset Alzheimer Disease) concernent environ 5% des malades (Sirkis et al. 2022).
Bien que les études de jumeaux n’estiment pas précisément la part des facteurs génétiques dans la
maladie d'Alzheimer a début précoce, il est communément admis que la part des facteurs génétiques
est tres largement majoritaire parmi ces patients. Il existe des formes purement génétiques également
appelés formes héréditaires de la maladie d'Alzheimer, de transmission autosomique dominante
(ADEOAD — Autosomal Dominant EOAD). Ces formes héréditaires sont causées par des variations
pathogénes dans un des 3 génes suivants : APP, PSEN1 ou PSEN2. Les formes héréditaires représentent
probablement moins de 15% des malades avec une forme précoce (Schramm et al. 2022). La
pénétrance est habituellement totale a I'age de 65 ans pour |'écrasante majorité des mutations, bien
qu'il existe quelques variations de pénétrance réduite a 65 ans. L'age de début moyen est en fait bien
inférieur a 65 ans pour la plupart des mutations, on retrouvera des dges moyens par géne de 51, 44 et

54 ans, respectivement pour APP, PSEN1 et PSEN2 (Lanoiselée et al. 2017).

Ces mutations ont contribué a formuler puis a valider I'hypothése de la cascade amyloide (Hardy et

Selkoe 2002), qui place le peptide AB au centre de la physiopathologie de la maladie d'Alzheimer. En
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effet, le géne APP code pour le précurseur du peptide béta-amyloide, et les génes présénilines 1 et 2
(PSEN1 et PSEN2) codent pour la sous-unité catalytique du complexe gamma secretase qui clive le
précurseur du peptide béta-amyloide permettant de produire du peptide AB. Toutes ces mutations
menent soit a une augmentation de la production de peptide AB, soit une augmentation du ratio entre
les formes longues par rapport aux formes courtes, augmentant ainsi I'agrégabilité. Certaines
mutations au centre de la séquence codante pour AB dans APP entrainent une augmentation de
I'agrégabilité de ce peptide et ont une tendance plus importante a s'agréger dans les vaisseaux du

cerveau, causant une angiopathie amyloide cérébrale (Grangeon et al. 2021; Voigt et al. 2022).

1.3.3. Facteurs de risques

Il est maintenant considéré que la tres grande majorité des malades, en dehors des formes précoces a
transmission autosomique dominante dont la cause a été établie, sont des formes complexes avec une
part probablement variable de facteurs génétiques. De nombreux facteurs génétiques ont été
identifiés ces derniéres années par des techniques variées. Le facteur de risque principal, tant en
termes d’effet que de fréquence, reste l'allele €4 du géne APOE. Ce facteur de risque a d'abord été
identifié par des études de liaison dans des familles avec plusieurs cas de maladie d'Alzheimer
(Schellenberg et al. 1987), puis il a été abordé sous la forme d'études d'association cas-témaoins,
permettant d'exprimer son effet sous la forme d'odds ratios (OR), utilisant I'alléle le plus fréquent, €3,
en référence (Campion et al. 1999; Genin et al. 2011). Avec une fréquence de 15,6 % en population
caucasienne et des OR respectivement de 3.2 et de plus de 10 pour les porteurs hétérozygotes et pour
les porteurs homozygotes, I'alléle €4 concerne les formes précoces et les formes tardives et joue un
role central dans la physiopathologie. Un autre allele minoritaire du gene APOE, appelé €2, joue quant
a lui un réle protecteur, puisqu'il est retrouvé plus fréquemment chez les témoins. Ce géne code pour
une apolipoprotéine et joue de nombreux réles dans le cerveau. Dans le contexte de la maladie
d'Alzheimer, il a également été étudié sous de multiples aspects. On retiendra que I'allele €4 favorise

|'agrégation du peptide AP et réduit sa clairance par rapport a I'alléle €3 et par rapport a l'allele 2.

L'identification des autres facteurs de risque fréquents a été essentiellement abordés grace a des
études d'association pangénomique basées sur des puces a SNP (ou GWAS - Genome-wide Association
Study). Les premiéres grandes études de GWAS sur Alzheimer ont été menées par le consortium

International Genomics of Alzheimer disease Project (IGAP) et ont identifié plus de 40 facteurs de
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risques (Baker et al. 2019) entre 2013 et 2019. C'est ensuite le consortium européen “European
Alzheimer and Dementia Biobank” (EADB) qui a publié une étude permettant de doubler le nombre de
loci facteurs de risque connus (Bellenguez et al. 2022). Ces études étant basées sur l'identification de
loci a partir de variants fréquents, certains d'entre eux sont localisés dans des régions intergéniques.
Dans ce cas, on associera le signal identifié au gene le plus proche, dont certains sont impliqués dans

le métabolisme du peptide AB.
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Figure 28: Manhattan-plot des différents loci identifiés par les études de GWAS.

Chaque point correspond un SNP génotypé (ou imputé) le long du génome avec la p-valeur associée.
Les variants en rouge représentent des nouveaux loci par rapport aux études précédentes. Figure issue
de Bellenguez et al., 2022

Ces différentes études travaillant a partir de variants fréquents, elles vont généralement permettre
d'identifier des haplotypes portant un alléle associé a la pathologie, et rarement le SNP directement
responsable de I'effet biologique. Il s’agit le plus souvent d’alléles non codants a effet trés modeste.
La combinaison de ces petits effets dans des scores, appelés score de risque polygénique, tente de
faire I'addition de ces petits effets en un seul score, qui manque néanmoins une grande partie du

risque génétique et ne tient pas compte du risque non génétique.

Une grande avancée, plus récente, a consisté a s’intéresser aux variants rares (fréquence inférieure a

1% dans la population), ce qui a permis d’associer des variants avec un effet fort sur le risque de
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développer la maladie. Afin d'identifier ces variants rares, il est nécessaire d'effectuer du séquencage
en exome ou en génome. Grace a cela et au séquencage de centaines puis de plusieurs milliers de cas
et de contrdles, il a été possible d'identifier des variants rares facteur de risque de la maladie. C'est le
cas par exemple du variant p.Argd7His du géne TREM_2 (fréquence entre 0,3 et 0,6%) identifié par une
étude islandaise. Ce variant augmente le risque de 2,26 a 4,56 fois. Néanmoins et par définition, Il est
tres difficile d'obtenir une récurrence d'un variant rare dans une population de cas ou de témoins, et
identifier un seul variant rare associé a une maladie est tres difficile. Il n’y a que peu d’exemple dans
la maladie d’Alzheimer (Sims et al. 2017). En fonction de la taille des cohortes de cas et de témoins, la
majorité des variants ne sont identifiés que sous la forme de singleton ou tres peu de récurrences Et il
n’est pas possible de les étudier de maniere individuelle. La stratégie généralement mise en place est
alors d'agréger des variants rares pour chaque géne, et d’identifier des agrégations dans certains
génes. C'est le travail qui a été effectué au sein du Centre National de Référence pour les Malades
Alzheimer Jeunes (CNR-MAJ) qui a identifié en 2015 une accumulation de variants trés rares dans le
géne SORL1 dans une cohorte de patients EOAD avec antécédent familiaux (Nicolas et al. 2016), des
variants rares de ce gene avaient auparavant été identifiés chez des cas index de familles ressemblant
a des formes autosomiques dominantes (C. Pottier et al. 2012). Cette étude d'association basé sur 484
cas jeunes et 498 témoins a permis de mesurer I'effet des variations dans le géne SORL1, pour une
fréquence cumulée de 2,9% chez les patients et de 0,6% chez les témoins avec un OR de 5,03[0,02-
14,99] (Nicolas et al. 2016). Avec I'accumulation de plus en plus importante de cas et de témoins, et la
mise en place de collaborations internationales dans des consortiums, il a été possible d'identifier avec
la méme méthode 3(Bellenguez et al. 2017) puis 5(Holstege et al. 2022) genes associés en tant que
facteur de risque avec la maladie d'Alzheimer : SORL1, TREMZ2, ABCA7 puis ABCA1 et ATP8BA4. Il a pour
cela été nécessaire de regrouper 32 558 individus, répartis entre 16 036 cas et 16 522 témoins. Une
représentation des différents signaux identifiés en fonction de la fréquence et de I'effet est disponible
Figure 29.L'effet des variants rares a été évalué dans plusieurs études et répliqué. Il est maintenant
clair que les variants rares actuellement détectés et détectables ont un effet modéré a fort, et ces
variants sont clairement enrichis dans les formes précoces. L’étude préférentielle de malades jeunes

apporte donc une puissance supplémentaire.
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Figure 29 : Distribution des variants a risque en fonction de leur fréquence et de leur impact
Figure adaptée de Manolio et al., 2009

1.3.4. Impact des variations de structure

Les formes autosomiques dominantes

Les variations de structure jouent également un réle dans la maladie d'Alzheimer. Tout d'abord dans
les formes autosomiques dominantes de maladie d'Alzheimer précoce, des duplications du géne APP,
seules ou avec plusieurs génes de cette région du chromosome 21, ont été retrouvées chez des
patients avec maladie d'Alzheimer autosomique dominante de survenue précoce avec ou sans
angiopathie amyloide cérébrale (Anne Rovelet-Lecrux et al. 2006; Sleegers et al. 2006). Plus
récemment, nous avons également identifié une triplication (4 copies du génes APP) chez un patient
avec un phénotype similaire (Grangeon et al., 2021). Ces duplications sont associées a une
augmentation de I'expression du gene avec des quantités relatives d'ARN messager mesurées aux
alentours de 1,5 fois plus que les contréles pour les duplications d'APP et environ 2 fois plus pour le
seul cas disponible avec triplication (Grangeon et al. 2021; Cyril Pottier et al. 2012). Par ailleurs, une
délétion en phase de I'exon 9 ou une délétion en phase de I'exon 9 et de I'exon 10 du géne PSEN1 ont
déja été retrouvées comme responsables de formes autosomiques dominantes (Brooks et al. 2003;

57



Kilan Le Guennec et al. 2017; Prihar et al. 1999). Il ne s'agit pas de délétions entrainant une
haploinsuffisance puisque ces exons sont en phase, mais un mécanisme plus complexe lié a un
changement faux-sens se produisant au niveau de la jonction aberrante entre I'exon 8 et I'exon 10 ou
entre I'exon 8 et I'exon 11. Une variation ponctuelle affectant I'épissage de I'exon 10, sans altérer le
nombre de copies, a des conséquences similaires, aboutissant a un saut d'exon 10 conduisant ainsi a

ce changement faux-sens aberrant (Dogan et al. 2022; Vidal et al. 1996).

Analyse par les techniques ACPA

En paralléle de I'identification de formes autosomiques dominantes, plusieurs études ont cherché a
identifier des CNVs impliqués dans la maladie d’Alzheimer, que cela soit des familles compatibles avec
une transmission autosomique dominante, non expliquée, ou bien des facteurs de risque. Ces
dernieres sont majoritairement basées sur I'utilisation des données de puces de génotypage, comme
décrit dans la section 1.2.1 de ce document. Pour rappel, le principe est d’utiliser un logiciel
bioinformatique (le plus connu étant PennCNV) afin d’analyser I'intensité du signal et la balance
allélique de chaque variant afin d’identifier de potentiels CNVs, avec une résolution entre 50 et 100 kb
minimum. Ces différentes études possedent des approches relativement similaires, avec trois grands
axes principaux d’analyse : soit une étude de cas et de témoins a la recherche d’un enrichissement,
une analyse centrée sur une liste de génes préétablie, ou bien la réplication de signaux déja identifiés
dans d’autres études. Une grande partie de ces études, présenté dans le tableau 2, sont tres proches

et vont soit partager une partie des cas et/ou témoins, soit servir de réplication les unes par rapport

aux autres.
Tableau 2 : Etudes cas témoins conduites par technique ACPA
Ftudes Nombre de cas Nombre de contriles Cohortes Meéthodes taille minimum des C] Liste de génes Note
de gé Z
Heinzen et al, 2010 331 899 Duke University | Foo° o Een0tipage

PenaCNV

Swaminathan et al | 2011 136 MCI 143 ADNI puce de génofypage 100 &b AlzGene (317)

212AD PennCNV Bertram et al., 2007
Swaminathan et al, 2012 711 1 A]:?'I\I. N.[A-.I_jDAD puce de génotypage 100 kb AlzGene (317) ) Pas .d etud?s de
("étude familiale") PennCNV Bertram et al.. 2007 ségrégation

Swaminathan et al.,

2012

438

ADNI, cohorte

puce de génotypage

100 kb

AlzGene (317)

complémentaire TGen PennCNV Bertram et al | 2007
Puces de CGH
Rovelet-Lecrux et al., 2012 33 1078 + 912 LOAD CNR-MAT ces 15 kb
QMPSF
de gé o
Chapman et al,, 2012 3260 1290 GERAD (UK) puce de genotypage 100 kb
PennCNV
. rn o B o
].'_1 e? al, 2012 375 192 TARCC puce de génotypage 100 &b réplication dans
Szigeti et al., 2013 PennCNV NIA-LOAD
Ghani et al., 2013 392 357 Carribean Hispanic | F o, de génotypage 100 kb
PennCNV

AD : Alzheimer Disease. ADNI : Alzheimer Disease Neuroimaging Initiative. CNR-MAJ : Centre National de Référence pour les
Malades Alzheimer Jeunes. LOAD : Late-Onset Alzheimer Disease. MCI : Mild Cognitive Impairement. NIA-LOAD : National
Institute of Aging: Genetics Initiative for Late-Onset Alzheimer’s Disease. TARCC : Texas Alzheimer Research and Care
Consortium.
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Au final, de nombreux signaux ont été identifiés soit dans des genes connus comme facteurs de risques
par ailleurs en GWAS tel que les génes CR1 (Brouwers et al. 2012), BIN1 (Szigeti et al. 2013), ou CHRNA7
(Heinzen et al. 2010), soit de nouveaux génes non associés. Ces études présentent des défauts
importants : tout d’abord la résolution des puces de génotypage qui ne descendent pas, en général,
en dessous de 100 kb de résolution. Ensuite et selon les études, les délétions et les duplications ne
sont pas différenciées, considérant que les deux types d’événements induisent le méme impact
biologique. Enfin, le niveau de significativité des signaux identifiés est souvent faible : plusieurs de ces
études se contentent d’une p-valeur inférieure a 0,05, sans appliquer de correction en fonction du
nombre de tests considérés. Au final, aucun des génes ou des régions chromosomiques identifiés par

ces études usant de puces de génotypage n’ont été répliqués dans des études indépendantes.

Parmi les SV identifiés par ces différentes études, deux facteurs de risque ressortent. Tout d’abord, le
géne MAPT (Microtubule-Associated Protein Tau), codant pour la protéine Tau et qui est impliqué
directement dans la pathologie Alzheimer. La région codant ce géne présente deux haplotypes majeurs
différents, H1 et H2, I'haplotype H1 présentant un risque plus important de développer la maladie
(Sadnchez-Juan et al. 2019)avec un OR de 1.12[1.04-1.20]. Les haplotypes H1 et H2 sont en inversion
I’'un par rapport a I'autre (Bowles et al. 2022)Figure 30 et il est possible de les différentier soit grace a
des variants fréquents en déséquilibre de liaison, soit par identification des points de cassure par

séquencgage, ou encore par une différence dans le nombre de copies des genes bordant I'inversion.

Hg19 Chr17:43,384,997-44,913,630

TLRRCI7AZ

‘ 3
Hl LRRC37A f—] CRIRT —HH] }J\:\MU"H—H—E—F ARLITA HH ARLTIA
— N . N Hi
ARLI7A b—f [MAPT—HHH > LRRCY7A HHEE > m_iiﬂi

ARLITA| ARLITA HH \ arT BHIH—— LRRC370|  [KANSLI+=| ARLI7A+—F

m (et = KSUAH——HHE > CumiEE ]
ARLI7A  rrcara HF ! [CRART]]
[kacm/?ml =) 7 | —
=l LS /

Hg19 Chr17_Ctg5Hapl:1-1,680,828
Figure 30 : Structure des haplotype H1/H2.
Figure issue de Bowles et al., 2022

Le second facteur de risque est la présence d’un LCR dans le gene CR1 (OR = 1.32; 95% Cl: 1.10-1.59,
P=0.0025 non corrigé), la duplication de ce dernier conduisant a I'apparition de I'isoforme CR1-S

(Brouwers et al. 2012) (Figure 31). Cette isoforme, conduit a l'inactivation du fragment C3b/C4b qui a
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un role dans la capture et la dégradation du peptide AB. La réduction de la dégradation du peptide

conduisant a une augmentation de sa toxicité.
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Figure 31 : Isoforme du géne CR1 médié par la duplication du LCR1.

L'isoforme majoritaire CR1-F présente une seule copie du LCR1. L’apparition de la duplication LCR1
dans l'isoforme CR1-S conduit a une altération du fragment C3b/C4b qui perd sa capacité a lier le
peptide AB. Figure issue de Brouwers et al.,2012.

En parallele de ces études basées sur des puces de génotypage, une étude, conduite par notre
laboratoire (Anne Rovelet-Lecrux et al. 2012), a été conduite en utilisant des techniques de puces CGH.
Cette étude était concentrée sur deux groupes de patients, d’une part 12 patients ayant déclaré la
maladie de maniere trés précoce (début avant 55 ans) et d’autres part 23 cas index issus de familles
avec une transmission compatible avec une forme autosomique dominante, mais sans avoir identifié
de variations dans les genes responsable des formes mendéliennes APP, PSEN1 et PSEN2. Au final, 7
CNVs singletons ont été identifiés et n’ont pas été retrouvés dans une cohorte de 1078 témoins et de
912 patients atteints de forme tardive de la maladie d’Alzheimer. Parmi ces 7 CNVs, 4 affectent des

génes impliqués dans le métabolisme d’AB : KLK6, MEOX2, SLC30A3 et FPR2.

En dehors de ces études exploitant des cohortes de cas et de témoins, deux études se sont basées sur

des familles (

). La premiére étude, issue de I'équipe de R Tanzi (Hooli et al. 2014), a identifié a I'aide de puces de
génotypage et parmi 261 familles, 10 CNVs ségrégant dans 10 familles différentes sans concerner les

apparentés sains et n'apparaissant chez aucun autre individu de I'étude. Parmi ces 10 CNVs d’intérét,
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on peut noter la présence de CNV affectant CHMP2B et MAPT, deux génes impliqués dans les
démences frontotemporales. La seconde étude, issue de notre laboratoire, est basée sur une analyse
de 14 trios de forme précoce de la maladie d’Alzheimer (A. Rovelet-Lecrux et al. 2015). Dans celle-ci,
nous avons aussi pu identifier, toujours par puce CGH, une délétion de novo intronique dans le géne
BACE2, un gene codant pour la B-secretase 2, une enzyme ayant un role dans le métabolisme du

peptide AB.

Tableau 3 : Etudes familiales conduitent sur la maladie d'Alzheimer par technique ACPA

Etudes Nombre de fan Nombre d’individus  Méthodes Taille minimale des C. Liste de géne Commentaire
Hooli et al, 2013 261 109 puce de génotypage 100 kb Exclusion des ]_.OA.AD dans les études de
PennCNV ségrégation
Rovelet.L cal 2015 " 9 Puces de CGH 10Eb Reéseau AP (355)
ovelel-tecmr etal, 2 - QMPSF Campion et al, 2016

Les CNVs ultra rares identifiés par ces trois derniéres études n’ont pas pu étre répliqués, mais I'absence
d’occurrence parmi les témoins, leur ségrégation parmi les cas dans les familles et leur lien biologique

potentiel avec le peptide AP en font des candidats potentiels pour rechercher des réplications.

Utilisation des données de séquencage

Peu d’études ont été actuellement menés concernant l'identification de CNVs par des approches de
séquengage a haut débit dans le cadre de la maladie d’Alzheimer. Une seule étude actuellement a
cherché a exploiter les données de capture en exome pour identifier des CNVs dans le cadre de la
maladie d’Alzheimer. Cette étude, issue de notre laboratoire (K Le Guennec et al. 2017), inclut 546 cas
EOAD et 584 témoins issus de la cohorte FREX. Cette étude a identifié 4 duplications complétes du
géne MAPT (locus comprenant 4 genes en 17p21.31) chez des patients présentant tous les signes
cliniques et des biomarqueurs compatibles avec une maladie d’Alzheimer, y compris un taux de
peptide AP bas dans le liquide Céphalo-Rachidien. Ceci était inattendu car la surexpression de MAPT,
démontrée dans le sang (K Le Guennec et al. 2017) puis dans des cellules neuronales induites issues
de cellules souches pluripotentes dérivées d’un porteur d’une duplication MAPT (Miguel et al. 2022)ne
serait pas compatible avec la cascade amyloide, si cet événement est suffisant pour causer la maladie.
Une analyse complémentaire avait permis de montrer que les patients n’avaient pas d’agrégats
amyloides détectables en PETscan et une analyse neuropathologique a montré I'absence de dépots
amyloides, confirmant qu’il s’agissait finalement d’une tauopathie primaire, phénocopie mimant la
maladie d’Alzheimer cliniquement et par de nombreux autres aspects, en dehors d’AB (K Le Guennec
et al. 2017). Par la suite, des duplications similaires ont été identifiées chez des patients avec paralysie

supranucléaire progressive (PSP), une tauopathie primaire (Z. Chen et al. 2019). Enfin, une étude plus
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poussée de notre laboratoire a regroupé 10 cas explorés de maniere complete, dont 4 cas autopsiés,
montrant que cette duplication est responsable de tauopathies primaires variées, conférant un spectre
de lésions neuropathologiques de la protéine Tau dont les caractéristiques de composition et de
localisation correlent avec la clinique, de formes intéressant d’abord les noyaux gris centraux et
conférant une PSP, a des formes concernant le cortex et responsables d’une maladie de Pick (forme
de démence fronto-temporale liée a Tau) ou des formes intermédiaires mimant la maladie

d’Alzheimer, mais sans dépo6ts d’AB (Wallon et al. 2021).

En dehors de ce résultat fournissant un diagnostic différentiel pour certains cas, nous rapportions un
enrichissement en CNVs rares dans une liste de génes préétablie basé sur le réseau AB (Campion et al.
2016) dans notre étude cas-témoins, tel que des délétions et des duplications partielles affectant les
génes ABCA1, ABCA7, KLK6 ou CTSB (K Le Guennec et al. 2017). Néanmoins, comme dans les études
en CGH array, les données de ségrégation étaient absentes ou insuffisantes et les données

d’enrichissement n’étaient pas significatives, du fait de la rareté des événements observés.

Depuis cette étude, le consortium américain ADSP a construit une cohorte visant a réunir et séquencer
plus de 70 000 individus, encore en cours de séquencage. Au fur et a mesure de la production et de la
mise a disposition des données, des études a la fois sur les variations ponctuelles et sur les variations
de structure sont produites. Dans ce contexte, le consortium ADSP a déja publié deux études basées
sur 3800 (W.-P. Lee et al. 2021) puis 16900 individus dans une étude actuellement non encore
reviewée par des pairs (H. Wang et al. 2023). Il est important de noter que, dans les premiéres étapes
du projet, les données étaient produites a la fois en WES et en WGS, mais les études sur les variations
de structure se sont limitées a analyser les données de WGS. Dans cette étude, ils se sont concentrés
a la fois sur les CNVs ultra rares (fréquence inférieure a 0.1%) en effectuant deux analyses. lls ont tout
d’abord identifié les événements affectant des genes précédemment rapportés en tant que facteur de
risque. lls ont par exemple identifié des CNVs dans les genes SORL1 et ABCA7, et des CNV non codants,
mais aucun n’était suffisamment récurrent et enrichi chez les patients ou les controles pour montrer
une différence significative, a I'échelle du CNV ou a I’échelle du gene. De maniére intéressante, la
charge en CNV rares était légérement plus importante chez les cas, et la charge en CNV affectant une
liste de genes de maladie d’Alzheimer était également plus importante chez les cas. Il est a noter tout
de méme que les patients ont majoritairement un début tardif (74 ans d’age de début moyen, écart
type de 10 ans), et que I'étude a porté sur environ 6600 cas et 6900 contrdles, qui sont des effectifs
importants comparé aux études précédentes, mais inférieurs a I’étude que nous avons menée dans le

cadre du consortium européen et dont les résultats sont rapportés ici (Holstege et al. 2022).
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Méme si plusieurs de ces résultats sont prometteurs, aucun ne permet d’obtenir un niveau de
significativité statistique suffisant pour une analyse au niveau du génome, c’est a dire en corrigeant la
p-valeur pour le nombre de genes testés au total. Ceci met en avant le besoin de constituer des
cohortes plus importantes de facon a pouvoir identifier des récurrences dans les genes affectés par les

CNVs.

1.4. Objectifs

L'objectif de mes travaux a été d’identifier, a partir d’un jeu de données de plus de 20 000 exomes, de
potentiels nouveaux facteur de risque associé aux formes précoces de la maladie d’Alzheimer. Une des
contraintes liées a I'utilisation de ce jeu de données a été I'impossibilité de valider par une technique
indépendante les CNVs détectés par notre approche. Il était donc nécessaire de bien caractériser notre

approche afin de connaitre précisément les performances et les limites de nos résultats.

Mon projet a été constitué de deux étapes. Premiérement, la mise en place d'un pipeline
bioinformatique permettant la détection des CNVs rares a partir de données de séquencage a haut
débit en capture et I'évaluation de ce pipeline. Nous avions pour cela a disposition des données
obtenues a la fois dans le cadre de la recherche et du diagnostic, avec des captures en exomes ou en
panels, les résultats obtenus pouvant étre évalués par différents outils moléculaires : CGH array, MLPA
ou QMPSF, I'objectif étant d’établir de maniere précise les valeurs prédictives positives, sensibilité et

spécificité de I'approche.

Dans un second temps, j'ai cherché a I'appliquer a notre étude cas-témoins constituée de plus de 20
000 individus en s’intéressant plus particulierement aux formes précoces de la maladie d’Alzheimer.
La problématique principale de cette étude a été de réussir a adapter notre approche a des jeux de
données hétérogenes, tout en mettant en place une méthode d’analyse des résultats robuste et

pertinente.
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2. Résultats

Les données produites dans notre laboratoire, que ce soit dans le cadre de la recherche ou du
diagnostic, sont majoritairement des données de séquencage par capture, que ce soit du panel de
genes ou bien du séquencage d’exome complet. Nous avons vu que la détection de CNV en utilisant
ces approches doit avant tout s’appuyer sur des outils utilisant I'information de profondeur de lecture.
Il a donc été nécessaire de mettre en place un pipeline d'analyse se basant sur un outil utilisant la
profondeur de lecture pour détecter les variations du nombre de copies. Malheureusement, les
évaluations comparatives des différents outils sont souvent limitées : de nombreux articles vont
énoncer les différents outils et leurs spécificités (approche bioinformatique utilisée, sur quel type de
données les employer, outils dédiés aux données constitutionnelles ou somatiques, ...) sous forme de
catalogues (Zhao et al. 2013) mais sans définir précisément la sensibilité et la spécificité de ces
derniers. Parfois, les informations proviennent de I'équipe ayant développé un nouvel outil qui va
prouver son efficacité par rapport a un outil de référence en se limitant a un petit jeu de données.
Dans notre cas, nous avons choisi d'évaluer notre solution a des jeux de données “gold standard”
produit au sein du laboratoire selon différentes approches (chapitre 1 des résultats) : des données
issues de CGH array combiné a du séquencage d'exome, des confirmations exhaustives par technique
QMPSF combiné a du séquengage ciblé sur panel de génes, et une validation de CNVs détecté sur des
données de séquengage d’exome par des approches ciblées de type QMPSF et ddPCR. Toutes ces
étapes de validation ont été effectuées sur des données controlées et standardisées de notre
laboratoire. Ensuite, nous avons appliqué cette nouvelle approche a des données trés hétérogenes
d’exomes issus des consortiums ADES (Alzheimer Disease Exome Sequencing project) et ADSP afin de
pouvoir mener notre étude cas/témoins portant sur les formes précoces de la maladie d'Alzheimer

(chapitre 2 des résultats).

2.1. Définition d’un pipeline de détection des CNVs a partir de données de séquencgage

d’exome

Afin de détecter des CNV issus de données de NGS obtenus aprés capture par une approche de
comparaison de données de profondeurs, deux options se sont offertes : soit combiner des outils
existants mais utilisant I'information de profondeur, soit optimiser un outil existant. Nous avons choisi
la seconde option. Le choix a été fait de choisir I'outil CANOES qui fonctionne sur la méme approche

que le logiciel de référence XHMM mais qui présente de meilleurs résultats (Backenroth et al. 2014).
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Nous avons cherché a optimiser la détection en se concentrant uniquement sur cet outil. L'idée a été
de préparer les données en amont de facon a avoir le moins de variabilité possible et les données les
plus informatives possibles puis, aprés la détection, d'appliquer des filtres de facon a ne conserver que

les variations probablement vraies.

Afin de valider le pipeline, nous avons appliqué notre analyse sur 137 individus pour lesquels nous
possédions a la fois les données de séquencage en exome et les données de CGH array. Il a été
nécessaire de sélectionner les événements a la fois détectables par CANOES et par des approches de
CGH array. Pour ce faire, nous avons regardé parmi les données de CANOES quels étaient les
événements qui contenaient au moins 5 sondes de CGH array que nous avions utilisées. Puis a partir
des données de CGH array nous avons sélectionné uniquement les événements qui emportaient au
moins un exon capturé par nos kits de capture. Afin de compléter cette premiere comparaison, nous
avons fait une analyse plus poussée de chaque événement détecté par |'une des 2 méthodes afin de

comprendre pourquoi il n'était pas détecté par I'autre.

Afin de compléter cette évaluation de notre approche, nous avons travaillé avec les données issues du
soin dans le laboratoire de génétique moléculaire du CHU de Rouen afin de tester notre outil sur les
données produites en routine dans le cadre du diagnostic. Nous avons eu acces a 3776 individus
répartis en 3 panels de génes différents, dont 461 individus avaient eu une QMPSF exhaustive pour

chaque exon codant de 4 genes.

Enfin, une derniére étape a consisté a utiliser notre pipeline afin d'analyser notre cohorte de patients
atteints de forme précoce de la maladie d’Alzheimer et les témoins issus du projet de séquencage
national FREX. Dans cette cohorte nous avons évalué notre outil en effectuant une confirmation soit
par QMPSF soit par ddPCR des événements détectés sur une liste de genes d'intérét de maniére

systématique.

Au total, nous avons établi une approche permettant la détection de variations du nombre de copies
a partir de données de séquencage obtenues aprés capture. Ce pipeline est maintenant appliqué de
maniere systématique sur les données de séquencage en exome et sur les données de panel a la fois
dans le cadre de la recherche et du diagnostic dans nos laboratoires. L'utilisation systématique de la
QMPSF pour l'identification des variations sur les genes APP, PSEN1 et MAPT n’est plus nécessaire pour
les patients ayant un exome dans le cadre de I'exploration d’'une maladie d’Alzheimer précoce, et seuls
les CNVs d'intéréts sont maintenant confirmés par une seconde technique. Dans le cadre du diagnostic

des maladies rares du développement et en oncogénétique, le pipeline est lui aussi utilisé de maniere
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systématique sur les exomes et les différents panels et a méme remplacé la MLPA systématique de 4
genes en oncogénétique. Cette approche a également été utilisée dans plusieurs études, comme par
exemple une étude menée par notre équipe qui incluait notre cohorte de patient atteint de forme
précoce de la maladie d'Alzheimer et la cohorte de controle FREX et qui a permis de mettre en évidence
les duplications du géne MAPT comme étant responsable d'une forme de tauopathie primaire (K Le
Guennec et al. 2017), une seconde étude, également de notre équipe, qui a permis de mettre en
évidence des délétions du gene SLC20A2 dans la maladie rare « calcifications cérébrales primaires »
(David et al. 2016) , ou encore une étude menée par I'équipe du Pr Tournier-Lasserve et qui portait sur

I’analyse d’une cohorte de patient atteints de la maladie de moya moya (Aloui et al. 2020).

Les résultats de notre étude décrivant la mise en place du workflow centré sur I'outil CANOES et
décrivant ses performances comparatives fait I'objet de ce premier chapitre de résultats. L’article,
présenté ci-dessous, a été publié dans la revue European Journal of Human Genetics. J'ai également
été amené a présenter les résultats oralement lors des journées satellites de 'ESHG a Goteborg en

2019 et lors des assises de génétique de Tours en 2020.
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Abstract

The detection of copy-number variations (CNVs) from NGS data is underexploited as chip-based or targeted techniques are
still commonly used. We assessed the performances of a workflow centered on CANOES, a bioinformatics tool based on
read depth information. We applied our workflow to gene panel (GP) and whole-exome sequencing (WES) data, and
compared CNV calls to quantitative multiplex PCR of short fluorescent fragments (QMSPF) or array comparative genomic
hybrdization (aCGH) results. From GP data of 3776 samples, we reached an overall positive predictive value (PPV) of
87.8%. This dataset included a complete comprehensive QMPSF comparson of four genes (60 exons) on which we obtained
1 0% sensitivity and specificity. From WES data, we first compared 137 samples with aCGH and filtered comparable events
(exonic CNVs encompassing enough aCGH probes) and obtained an 87.25% sensitivity. The ovemll PPV was 86.4%
following the targeted confirmation of candidate CNV's from 1056 additional WES. In addition, our CANOES-centered
workflow on WES data allowed the detection of CNVs with a resolution of single exons, allowing the detection of CNVs
that were missed by aCGH. Overall, switching to an NGS-only approach should be cost-effective as it allows a reduction in
ovenall costs together with likely stable diagnostic yields. Our bicinformatics pipeline is available at: https://gitlab bioinfo-
diag fr/ncdg pm/canoes-centered-workflow.
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Introduction

Copy-number wvarations (CNVs) are a major cause of
Mendelian disorders [1] as well as risk factors for commaon
diseases [2]. With the advent of next-generation sequencing
(NGS), a number of software tools have been developed to
detect CNVs [3-3]. Whole-genome sequencing (WGS) is
often presented as an almost universal technique allowing
the assessment of almost any type of vanation, including
CNVs and other structural variations [6]. WGS may even-
tually be used as a first-tier diagnostic tool in the context of
genetically highly heterogeneous disorders. However, the
detection of structural variations from data generated using
the technology of short read sequencing is still associated
with a number of false positives. Such events can be
detected using a plethora of bicinformatics tools based on
difterent principles, including depth of coverage (DOC)
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Fig. 1 Principles of depth of coverage (DOC) comparison. Sche-
matic distribution of reads among three different samples over five
sequenced exons. a The absence of any CNV. b Duplication of two
exons (2 and 3). ¢ Deletion of exon 4. In order to call those CNVs,
software tools have to establish a reference. Some tools compare

information, relative position of paired reads, split reads and
De Novo Assembly [7]. Besides the development of WGS,
targeted sequencing of gene panel, and whole-exome
sequencing (WES) remain of primary use in many diag-
nostic and research laboratories. They are indeed still con-
sidered as more affordable and of easier access as they can
be processed using usual informatics facilities accessible to
most laboratories. Moreover, the input of WGS is ques-
tioning in disorders with low genetic heterogeneity and high
phenotypic specificity. Hence, gene panels and WES remain
largely used.

The detection of CNVs from exonic capture-based tar-
geted sequencing solutions primanly relies on DOC infor-
mation [8, 9]. Tools based on DOC information compare
one sample with a reference, and predict deletions or
duplications depending on the increase or decrease of the
DOC as compared with the reference (Fig. 1). As each tool
was set up and trained on a specific dataset, one of the main
challenges is to evaluate the specificity and sensitivity of a
given software tool on large datasets. Studies evaluating the
diagnostic performances of CNV detection pipelines are
scarce although they appear to be critical for their use in
routing procedures [10—-12]. In order to optimize CNV
detection from NGS data, a classical approach consists in
running multiple tools in parallel and then aggregate the
results to keep a CNV as candidate only if multiple tools
called it [13]. As 1t 1s more effective to do so with tools
using different types of bioinformatics methods (DOC, split
reads, etc.), this combinatory approach is most adapted
when working on WGS, or at least if most of the intergenic
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paired data from the same patient, e.g., tumor tissue against germline,
while others build their reference from a pool of samples and then
compare a given sample to this reference, as the CANOES tool used in
our workflow.

or intronic regions—where breakends are more frequently
found—are captured. Here, we decided to focus on one tool
using the DOC approach as it still remains the most adapted
one for exonic capture. In a precision workflow approach,
we developed a workflow based on the already existing
software tool CANOES [14]. To select this tool, we pre-
viously compared features of each tool that are related to the
definition of a reference for CNV detection. Indeed, defin-
ing the reference is critical [15], as calling candidate dele-
tions or duplications requires the comparison of DOC data
of each sample to the reference. Our main criteda con-
cerning the definition of reference were that (i) the tool
should take into account information from multiple samples
and that (i) it should associate a Hidden Markov Model
(HMM) with a distribution model to represent the vara-
bility of coverage between samples and between each tar-
oet. CANOES appeared as the best candidate as it adopts a
pooling strategy to build its reference model and it uses an
HMM associated to a binomial negative distribution. In
addition, CANOES defines the reference independently for
each sample, by selecting samples with the closest mean
and vanance.

We performed a diagnostic performance evaluation of
this workflow regarding gene panel and WES data, in two
steps. First, we compared CNV calls with a reference
technique, namely a comprehensive assessment by quanti-
tative multiplex PCR of short fluorescent fragments
(QMPSFE) [16] or army comparative genomic hybridization
(aCGH), regarding targeted gene panel and WES data,
respectively. Second, we implemented our workflow in our
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routine procedures and performed an additional evaluation
of the positive predictive value of our CANOES-centered
workflow using targeted confirmation of CNVs using an
independent targeted technique.

Material and methods
Gene panel sequencing

In order to evaluate our workflow, we analyzed data from
three gene panels (for detailed information, see Supple-
mentary Table 1). Patients provided informed written con-
sent for genetic analyses in a diagnostic setting.

Panel | was set up to focus on genes invelved in pre-
disposition to colorectal cancer and digestive polyposis or
Li-Fraumeni syndrome [17]. This panel was implemented in
two successive versions. ¥ 1 was used to sequence |1 genes
in 2771 samples. V2 was used to sequence 15 genes (same
Il genes plus 4) in 549 samples. In both versions and for all
genes, exons, and introns outside repeated sequences were
captured.

Panel 2 also has two successive versions and was designed
to focus on two clinical indications: (i) hydrocephaly (3
genes) and (i1) Comelia de Lange syndrome and differential
diagnoses (24 genes in v, 30 in v2). In total, 320 samples
were sequenced using this panel (240 with v1, 80 with v2).
For this panel, introns outside repeated sequences were cap-
tured only for two genes, namely L]CAM and NIPBL.

Panel 3 was designed to focus on genes involved in
nonspecific intellectual disability. It has been used to ana-
lyze 220 samples and is composed of 48 genes (coding
regions only). The list of genes is available upon request.

Assessment of CNV calls from gene panel data:
step 1

For the comparison with a reference technique, we used
data obtained from samples for which both NGS (panel 1.
vl) and comprehensive QMPSF screening data were
available (1 =465). This QMSPF assessment included all
60 exons of 4 genes from this panel (APC, MSH2Z, MSH6,
and MLHT) and was applied to all 465 samples.

Assessment of CNV calls from gene panel data:
step 2

Following step 1, we implemented our CANOES-centered
workflow in our routine diagnostic procedures on NGS data
from all three panels (# = 3311 additional samples in total).
We performed confirmations of candidate CNVs using
QMPSF or multiplex ligation-dependent probe amplifica-
tion (MLPA) only in samples with a CANOES call. Primers

used for QMPSF screening and validation are available
upon request.

Whole-exome sequencing

Patients provided informed written consent for genetic
analyses either in a diagnostic or in a research setting, fol-
lowing the approval by respective ethics committees.

Whole exomes were sequenced in the context of diverse
research and diagnostic purposes (Supplementary Table 1).
Exomes were captured using Agilent SureSelect Human All
Exon kits (VI, V2 V4 +UTR, V3, V5+ UTR, and V6)
(Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA). Final
libraries were sequenced on an Illumina Genome Analyzer
GAIIX (corresponding to exomes captured with the VI, V2,
or VAUTR kit, i = 10}, or on an Mumina HiSeq2000, 2500,
or 4000 with paired ends, 76 or 100 bp reads (Illumina, San
Diego, Ca, USA). Exome sequencing was performed in
three sequencing centers: Integragen (Evry, France) (n = 6),
the French National Center in Human Genomics Research
(CNRGH, Ewry, France) (n= 1065) and the Genome
Quebec Innovation Center (Montreal, Canada) (= 128)
[18]. Exomes were all processed through the same bioin-
formatics pipeline following the Broad Institute Best Prac-
tices recommendations [19]. Reads were mapped to the
1000 Genomes GRCh37 build using BWA 0.75a [20].
Picard Tools [ 101 (http://broadinstitute. github.io/picard/)
was used to flag duplicate reads. We applied GATK [21] for
short insertion and deletions (indel) realignment and base
quality score recalibration. All quality checks were pro-
cessed as previously described [18].

Assessment of CNV calls from WES data: step 1

For the companson with a reference technique, we analyzed
data from 147 unrelated individuals with both WES and
aCGH data available.

Array CGH analysis

Oligonucleotide aCGH was performed as previously
described [22]. Briefly, high-resolution aCGH analysis was
performed using the [ x IM Human High-Resolution Dis-
covery Microarray Kit or the 4 x 180k SurePrint G3 Human
CGH Microarray kit (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA), using standard recommended protocols. An in-
house and sex-matched genomic DNA pool of at least ten
control individuals was used as reference sample. Hybndi-
zation results were analyzed with the Agilent’s DNA-
Analytics software (version 4.0.81, Agilent Technologies)
or the Agilent Genomic Workbench (version 7.0, Agilent
Technologies). Data were processed using the ADM-2
algorithm, with threshold set at 6.0 SD or 5.0 SD.
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WES/aCGH comparison

Array CGH enables the detection of genome-wide rearan-
cements thanks to the measurement of the deviation of the
fluorescent signal of the patient as compared with a control
DNA. The number of probes depends of the type of chip that
is used (here, Agilent IM or 180k). The threshold to con-
sider a deletion or a duplication was set to the deviation of
five or three consecutive probes, respectively. This restricts
the detection to CNVs of 8 or 20kb for Agilent [M or
Agilent 180k chips, respectively, on average. On the con-
trary, as CANOES analysis is based on WES data, it is
strictly resiricted to CN'Vs covering exonic sequences, but it
can detect CN'Vs as small as one single exon.

In order to combine these approaches to evaluate the
sensitivity of our workflow, we filtered out CNVs located in
intronic and intergenic regions exclusively from the aCGH
data {(and on X and Y chromosomes for the samples pro-
cessed without sex-chromosome CNWV calling). Moreover,
as CANOES analysis is based on the calculation of a mean
and varance of coverage on a given genomic region, the
detection of polymorphic rearrangements 1s very uncertain.
For that reason, we also filtered out all polymorphic CNVs
from aCGH data. We defined as polymorphic a CNV that
overlaps at least at 70% with CNVs reported in the Gold
Standard section of the Database of Genomic Varants with
a frequency superior to 1% [23].

Regarding the evaluation of the positive predictive value
of our workflow, we restricted our analysis to candidate
non-polymorphic CNVs detected from WES data (i) that are
theoretically detectable by aCGH as they encompass at least
three or five probes, depending on the chip used and (ii) that
overlap with segmental duplication regions <50% of the
CANOES target regions. The segmental duplication regions
have been extracted from the UCSC Table browser [24]
(https:/zenome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hg Tables).

As most aCGH data were processed using the hgl8
genome as reference, we used the lift over tool from UCSC
(https://genome ucsc.edw/cgi-binhgLiftOver) to  establish
the correspondence to hg 9. If there were no lift over pos-
sibility, we manually checked genes encompassing CNVs.

Assessment of CNV calls from WES data: step 2

Following step 1, we implemented our workflow in our
routing procedures. From additional 1056 WES (Supple-
mentary Table 1), we performed targeted confirmations
following the detection of candidate CNVs by CANOES
using QMPSF or ddPCR [25]. We focused our confirma-
tions on a list of 350 genes that belong to the so-called AR
network [26], as all the samples used at this step were
sequenced in the context of Alzheimer disease research.
This list of genes was built thanks to literature curation on
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Alzheimer pathophysiology, independently of any genomic
information. Candidate CNVs were selected for targeted
confirmation if (i) they encompassed genes belonging to
this nerwork, and (ii) they were not polymorphic i.e., with a
frequency below 1% in our dataset.

Primers used for QMPSF or ddPCR walidation are
available upon request.

CNV calling from NGS data using CANOQES

The CANOES software tool implements an algonthm dedi-
cated to the detection of quantitative genomic variations based
on DOC information. Basically, CANOES requires DOC data
for each target of the capture kit used for each of the sample
that are analyzed together. [t also integrates the GC content
information of each target to reduce the background wvaria-
bility observed in high-throughput sequencing data [27]. The
read depth was calculated using BEDtools [28], and the GC
content was determined using the GATK suite.

CANOES builds its statistical reference model from a
subset of the samples included in the same analysis {at least
30 samples are recommended). To obtain the best possible
fit, CANOES selects the samples that are the most corre-
lated to the currently analyzed sample. This allows the
detection of small CNVs, but also reduces the detection
susceptibility of recurrent events. CANOES uses a Hidden
Markov Model to represent the wvariability of the DOC
distribution built from the selected samples. Then, it uses
the Viterbi algorithm to assign deletions, duplications or
normal regions. After the calling step, a “Not Applicable”
(NA) score is attnbuted to all CN'V's from samples carrying
more than 50 rearrangements. Such samples are usually
chamacterized by higher or lower average read depth and
cannot be compared with the reference model. All CNVs
assigned with an NA score were thus removed from further
analyses. As CANOES used the capture kit definition to
detect CNVs, boundares of events were defined by the start
position of the first target and the end position of the last
target detected as deviated in companson with the model.

A CANOES-centered workflow

To optimize CANOES performances, we focused on two
different approaches, a methodological approach in sample
selection and a bioinformatics approach (Fig. 2).

As previously described, CANOES defines a statistical
model for a particular sample from a judicious selection of
other samples included in the analysis. The first step of our
workflow consisted in the implementation of rules to select
the samples that should better be analyzed together. In order
to get enough material to build an efficient statistical model
and following the CANOES recommendations, we always
worked with at least 30 samples. Importantly, we analyzed
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Fig. 2 CANOES-centered workflow. File (square) with their format
in parenthesis, and process (rounded ) constituting the work flow. From
the original capture kit definition, we merge closed target from the
same exon, then do in parallel the DOC and the GC coment estimation.

samples with the less technical variability from each other.
Practically, this consists in analyzing samples from the same
run, and not to merge multiple runs if not necessary. When
merging multiple runs was inevitable ie.g.. sequencing of
<30 samples per run), we combined sequencing mns from
the same platform and processed using the same capture kit
and technical conditions, including the same number of
samples per lane in order to reduce read depth variability
from each sample. Of note, CANOES is not originally set
up for the analysis of CN'Vs on sex-chromosomes, but we
implemented modifications in the onginal script in order to
include sex-chromosomes in our analyses with a modifica-
tion into the output file, the copy number is replaced by a
GAIN or LOSS information. Hence, we ran our workflow
afier gathering either N 2 30 males or N = 30 females for the
analysis of gene panels 2 and 3 that contain X-linked genes
and for WES data.

Bioinformatics optimization

The first step consisted in the modification of the target
definition from the capture kit information. We decided to
merge close targets (<30 bp) if they covered the same exon.
The only exception to this rule is if a target is larger than
| kb. In this particular case, targets are split. Conceming
gene panels that include introns, we decided to split large
targets that include both intronic and exonic regions. In this
case, we split targets at the intronfexon junction.

We gather DOC individual files depending on the project, sequencing
batch, unrelated samples, and remove non-informative regions. The
last steps consist in CNV calling using CANOES and annotation with
annotSy.

In order to gain flexibility in our analysis and to be able
to add or remove samples easily, we implemented a two-
step strategy consisting in (i) performing the read count step
for each sample separately, and then (i) aggregating
selected samples before running CANOES. Doing so
allowed, for example, intrafamilial analyses including
patient—parent trio approaches, where cases can be analyzed
without taking related samples into account, preventing
biasing the statistical model. Finally, we removed non-
informative regions from our analyses. We considered a
region as non-informative if more than 90% of the samples
each had <10 reads on the target. Then, we called the CNVs
using CANOES, and annotated the results using AnnotSV
[29] in order to get additional information about the pos-
sible effect and populations frequencies.

Nextflow integration

In order to complete our optimization of processing and
analysis time, we integrated our bioinformatics pipeline into
Nextflow, a data-dnven workflow manager [30]. This
software tool allows a quick deployment of new pipelines
on different kind of computational environments, from local
computers to a cloud environment. Another interest of
Nextflow is to increase the performance by distributing the
different steps of the workflow in regards to the computa-
tional resources available. The complete workflow, includ-
ing the specific adaption of CANOES to analyze sex-
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chromosomes, is available on https://gitlab bioinfo-diag.fr/
ncdgpm/canoes-centered-workflow.

Interpretation of CNVs

The CNV detection workflow that is available on the above-
mentioned reference finally includes the whole code
required for both calling steps and annotation as a last step.
Hence, the output file is a tab-delimited file that can be
opened in a spreadsheet software to allow further filtration
or sorting. For CNV interpretation in a Mendelian context,
we prioritized CNVs based on (1) their frequencies in the
DGY, potentially refined by frequencies in Exac [31]. (i)
the inclusion or not of a gene from the OMIM morbid list
[32] and (iii) probability of loss-of-function intolerance
score (pLi) based on gnomAD database [33] and visualized
CNVs in the UCSC genome browser [34].

Results

After building a workflow centered on the CANOES tool,
we assessed its performances in the context of (i) gene panel
NGS data and (ii) WES data, both generated following
capture and Illumina short read sequencing.

Gene panel sequencing data

We first evaluated the performances of the CANOES wol
using targeted sequencing data of a panel of 1 | genes (panel 1,
n =465 samples). In parallel, all samples were assessed using
custom comprehensive QMPSEF assessing the presence or
absence of a CN'V encompassing any of the 60 coding exons
of four of these genes. We identified 14 CNVs by QMPSF (12
deletions, 2 duplications, size range: [ 1,556 bp—97 kbp]). All
of them were accurately detected by our CANOES-based
work flow from NGS data (Table 1). In addition, no additional
CNV was called by CANOES, allowing us to obtain a sen-
sitivity and a specificity of 100% (95% CI: [73.24—-100]) for
those four genes. (see Supplementary Table 2).

To further assess the positive predictive value (PPV) of
our workflow in the identification of CNVs from gene
panels, we applied it to additional NGS data obtained from
three gene panels (2222 samples from panel 1, 320 samples
from panel 2, and 220 samples from panel 3). We detected
101 candidate CNVs in 98 samples and assessed their
presence using either QMPSF or MLPA (Table 2). We
validated 87/101 CNVs (86.13%, 95% CI: [77.50-91.94],
false-positive rate: 13.9%). Overall, the PPV of our work-
flow applied to gene panel sequencing data was 837.833%
(95% CIL: [80.01-92.94]). True positive calls of our work-
flow were 71 deletions (size range: [391 bp—1.06 Mbp]) and
16 duplications (size range: [360bp-39.4 kbp]) (see

SPRINGER NATURE

Table 1 Summary of step 1 evaluation of CANOES-centered

workflow,
Gene panel Whole exome
Gold standard Comprehensive aCGH data
OMPSF/4 genes
Number of samples 465 147
Comparison 1o GPS-CANOES calls WES-

(from panel 1)

CAMOES calls

Number of gold 14 102

standard CNVs

True positives 14 B9

False negatives 0 13

Sensitivity 100% (CI: B7.25% (CI:
[73.24-1001} [7T8.84-82.7T])

Number of 14 23

CANOES calls

True positives 14 190

False positives 0 33

Positive 100% (CI: 85.2% (CL

predictive value [73.24-100]) [79 TO-8% 46])

aCGH array comparative genomic hybridization, CNV copy-number
variation, GPY gene panel sequencing, OMPSF quantitative multiplex
PCR of short fluorescent, WES whole-exome sequencing, CFf
confidence interval.

“The number of CNVs is different due to the selection of theoretically
detectable events from one method in regards to the other.

Supplementary Table 3). False positives were mainly
deletions (10/14) and five of them were monoexonic.

Whole-exome sequencing data

We then evaluated the performances of our workflow for
the detection of CN'V's from WES data. We first applied our
workflow to the data obtained from 147 samples with both
WES (average DOC =110x) and aCGH data available
(50 samples assessed with the Agilent IM chip and
97 samples with the Agilent 180k chip). Overll, ten sam-
ples were removed due to a high or low number of rear-
rangements detected by aCGH or exome, mostly due to low
DNA quality or low coverage in WES.

From aCGH data, we detected 1873 CNVs over the
137 samples remaining, of which 102 were non-
pelymorphic exonic CNVs. Our workflow accurately
detected 89 (87.2%) of them (Table | and Supplementary
Table 4). Among the CNVs that were missed by our
workflow, seven were large CNVs (from 14 to 80 kb) that
encompassed only one (n = 5) or two (1 = 2) targets defined
by the capture kit (see Fig. 3).

In order to determine the PPV of our workflow from WES
data, we selected 223 CNVs called by our workflow and (i)
theoretically detectable by aCGH as encompassing at least
three (180k chips) or five (IM chips) probes and (i) which
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did not ovedap with segmental duplication regions for more
than 50% of the CANOES targets. Of them, 190 (852%)
CNVs were confirmed as true positives following aCGH data
assessment (Table | and Supplementary Table 5).

Of note, an additional set of 519 candidate CNVs were
detected by our CANOES-based workflow that ovedapped
<50% of segmental duplication regions but encompassed <3
( 180k chips) or 5 aCGH probes { IM chips). Hence, they were
not reported by the CGH analysis tool and would then have
been ovedooked following classical aCGH data analysis (see
Fig. 4). We did not perform targeted confirmation of all these
candidate CNVs. Instead, with the aim to funher assess the
PPV of our workflow regarding exonic non-polymorphic
CNVs of any size, we applied it to 1056 additional WES
performed in the context of Alzheimer disease research (with
no corresponding aCGH data). We selected non-polymorphic
CNVs targeting 355 genes belonging to the AQ network
involved in the pathophysiology of Alzheimer disease [26],
whatever their size. We validated [11/125 candidate CNVs
(88.8%, false-positive rate: 11.2%) by QMPSF [35] or
ddPCR (Table 2 and Supplementary Table 6). True positive
calls of our workflow were 39 deletions (size range: [163
bp-242Mbp]) and 69 duplications (size range [ 166 bp—5.9
Mbp]). Interestingly, among the 125 candidate CNVs

Table 2 Summary of step 2 evaloation of CANOES-centered

workflow.

Gene Panel Whole Exome
Data source GPS-CANOES calls  WES-CANOES calls
Number of samples 3311 1056
Comparison to QPMSEMLPA QMPSF/ddPCR
CANOES calls 10 125
True positives B 111
False positives 14 14
Positive 86, 13% (Cl: BR.8% (CL
predictive value [77.50-91.94]) [81.61-93.51])

aCGH array comparative genomic hybridization, CANV copy-number
variation, (7PS gene panel sequencing, QMPSF quantitative multiplex
PCR of short fluorescent, WESY whole-exome  sequencing, CJf
confidence interval.

obtained from our workflow, 78 were considered to be the-
oretically detectable by aCGH M, and 47 were considered
as not detectable by aCGH [ M. Among the ones theoretically
detectable by aCGH, 74 were true positives (94.9%). Among
the theoretically not detectable ones, 37 were true positives
(T8.T%).

Owverall, the PPV of our CANOES-based workflow was
86.49% from WES data after taking into account results
from step | and step 2 altogether.

Discussion

Multiple tools have been developed to detect CNVs from
NGS data. As long as such tools are being implemented in
diagnostic laboratories, there is a crtical need to evaluate
their performances. Previous studies showed a large diver-
sity of performances, while a number was performed using
simulated datasets [5]. For example, from gene panel data,
the DeCON tool [1 1] reached an overall sensitivity of 93%
on a cancer gene panel sequencing of 94 genes, with a
100% sensitivity and 99% specificity on BRCAJ and 2
genes and, with a 96% PPV on the complete gene panel
after validation by MLPA. Another study on 60,000 sam-
ples focusing on a panel of 48 genes reached a 100% sen-
sitivity with a PPV of 63.2% compared with array CGH
and MLPA [36]. From WES data, a study analyzing
1017 samples with XHMM obtained 67% of sensitivity and
15.76% PPV on rare CNVs compared with SNP army [37],
while a comparative study of three tools [15] on 861 WES
samples revealed an important diversity of sensitivity (from
200 to 75%) and PPV (from 20 to near 1009%:).

After having defined a CANOES-centered workflow, we
applied it to three different gene panels and WES data.
Owerall, we reached very high detection performances fol-
lowing the comparison with independent technigues.

From gene panel data, we obtained a 100% sensitivity
among a set of four genes, the copy number of all coding
exons of which having been assessed pror to NGS in
465 samples. In addition, we obtained a 87.83% PPV
among all genes with a CANOES call. Such high

Scale 10 kb} N
chrz-| 1,070,000 1,075,000| 1,060,000
SureSelect V5
L'
UCSC Genes (RefSeq, GenBank, CCDS, Riam, (RNAs & Comparative Genomics)
SHNTGEZ ' |
] S T T T T I ............................

X | | |
Ay CGH 2% 80k |
Fig. 3 Example of a CNV detected by aCGH but missed by the
CANOES-centered workflow. A CNV (highlight region) detected by
aCGH encompassing multiple CGH probes (1M probes array, in gray)
but only one target from the SureSelect V5 capture kit Of note, this

lMIcmarray Primesels

deletion would have been missed by using a 180k probes array CGH
{in black). View extract from UCSC genome Browser (hitps:/ genome-
euro.ucsc.edw/'cgi-binh g Tracks).
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Fig. 4 Example of CNVs detected by the CANOES-centered
workflow from WES data but missed by aCGH. a The highlighted
region represents the CNV called by the CANOES-centered workflow,
encompassing one exon of RHCE. b View of the same region from
DNA-Analytics (aCGH data 1M) in the same patient. This deletion

performances have previously been reported for other tools
applied to small NGS panels [I1]. Among [4 false posi-
tives, we observed recurrent events, which can be easily
reported as so and be ignored in further analyses. We also
observed false positive CNVs in regions homologous to
pseudogenes. In that case, it is possible to reduce false
positive calls by improving the design of the capture to
reduce the chance that probes target the homologous
regions, or by optimizing the alignment.

Of note, for all genes of Panel | and two genes of Panel
2, introns were captured in addition to exons. This might
have increased the chances to detect CNVs that can be
considered as small from an exon-only point of view but
that can actually be much larger at the genomic level. An
advantage of capturing introns might indeed be a gain in
statistical power for the normalization process: increasing
the number of targets may increase the robustness of the
model. Among 101 CNVs detected from NGS data from all
three panels, 75 CNVs encompassed one of these genes
with intronic-plus-exonic capture. Interestingly, only 18 of
these 75 CNVs encompassed a single coding exon. Such a
frequency of monoexonic CNVs is not unexpected regand-
ing mutation screens in MMR genes, in which monoexonic
deletions account for 2692-46.27% of all pathogenic
deletions [38—40], or other rare diseases [41-44], for
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was not called following aCGH data analysis as the number of
deviated probes did not reach the threshold for calling. However, as
three probes (in white} were deviated. this allows the confirmation of
the deletion of the region. View extract from UCSC genome Browser
(https: genome-euro.ucsc.edwicgi-bindg Tracks).

example. We hypothesize that all other CNVs, encom-
passing multiple targets, would probably have been easily
detected, had the introns been excluded from the capture
design. Further analyses may be required to better assess the
performances of our workflow from single exon CNVs and
the effect of including introns or not in the capture design.
The observed higher rate of false positives in CNV calls
encompassing genes without introns captured (22.22%)
may also require further assessments,

We used here a precision workflow approach, focusing
on the optimization of one tool based on DOC. Interest-
ingly, as some of our genes included noncoding sequences
in gene panels, these specific exonic-plus-intronic captures
could provide us the possibility to apply complementary
tools using different approaches, like the ones developed for
WGS. This can indeed increase both detection perfor-
mances of CNVs and the spectrum of structural vanants that
can be detectable in these data.

Of note, all our panels included multiple genes. We do
not expect that a design including a single gene, even with
its intronic sequences, would reach the sufficient number of
targets for CANOES to build a robust model.

We also applied our workflow to multiple WES datasets
and reached an owverall PPV of 8649% (95% CI:
[8234-8981]). As for gene panel CNV detection, a
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confirmation by an independent technique is hence still
required following the detection of a candidate CNV from
WES data, although the low false-positive rate that we show
here is expected to be associated with a limited number of
molecular confirmations. One of the major features usually
required to apply a new technique in a diagnostic workflow
is a high sensitivity as compared with a reference technique.
Here, we reached a sensitivity of 87.25% (95% CIL:
[78.84-82.77]). It should be noted that, after visnalization on
UCSC, five CNVs undetected by CANOES were located in
polymorphic regions according to DGV or DGV gold stan-
dard tracks but not excluded from our comparson. This point
can be explained by a different size between these CNVs in
DGV and the one we called, so the criterion of T0% overlap
required to consider them as identical was not fulfilled. Thus,
this criterion led us to include some polymorphic CNVs in
the comparison and hence could underestimate the sensitivity
of our workflow. We still chose to keep this parameter as
initially set up, because itis widely used in the literature and
remains essential for a standardized analysis. Although the
sensitivity was not 1009, it is important to notice that aCGH
is considered as reference here although the spectrum of
events that can be detected is still limited. When comparing
our results with aCGH data, it appeared that we missed fewer
events than the potential number of true positive CNV's that
were missed by aCGH itself. Indeed, from aCGH data, we
missed 13 CNVs, but our analyses called 519 candidate
CNVs from corresponding WES data and which were the-
oretically undetectable by aCGH (1.e., either small CNVs or
in regions with no aCGH probes coverage). Our PPVs
suggest that the vast majority are evenmually true. There is no
reason to think that some of the CNV's detected by CANOES
only might not be as or more deleterious than CN'Vs detected
by both techniques or exclusively by aCGH. Knowing that
aCGH misses many CNVs, even using the high-sensitivity
chips such as the Agilent IM one, and even if other chip
designs might increase aCGH performances on coding
regions, switching to a WES-only approach for CNV
detection in a diagnostic setting should not reduce the overall
diagnostic yvield. Indeed, pathogenicity of CINVs cannot rely
only on the size of CNVs as the deletion of a single coding
exon in a gene can be sufficient to cause a Mendelian dis-
ornder. For example, we previously detected a single exon
deletion that was not detectable by array CGH and was
clearly pathogenic [42]. In addition, we expect that switching
to a WES-only approach for CNV detection could be asso-
ciated with reduced costs by skipping the CNV screen step
by array technologies, although we did not perform cost-
effectiveness analyses here.

As compared with aCGH, CANOES allowed the iden-
tification of CN'Vs of any size in regions not covered by
probes but also for small CNVs including few exons. In
addition, it is important to notice that the majority of

CANOES false negatives were also CNVs with only few
exons, which implies few targets for CANOES although
noncoding probes may help detect some of them by aCGH.
This decreased rate of detection of CNVs encompassing few
targets has already been shown in other datasets [4, 12] and
appears as a limitation inherent to DOC comparison
methods.

Interestingly, CANOES allowed the detection of two
mosaic rearangements out of WES data: an SLC30A3
duplication and a 24 Mb CNV corresponding to a chro-
mosome 20-long arm deletion (Supplementary Table 6).
QMPSF data indicated that both CNVs were indeed con-
firmed albeit with ratios outside the ranges expected for
germline events. Those examples highlight the capacity of
CANOES to detect mosaic rearrangements, although the
tool does not indicate such a feature, which can only be
identified following the use of a targeted technique. Of note,
the chromosome 20-long arm deletion was detected in a
healthy control. This kind of postzygotic rearrangement is
not rare in aging people (0.1% after 50 vears old) [45].
Those examples highlight the capacity of CANOES to
detect mosaic rearrangement.

Beyond the above-mentioned limitations of CNV
detection tools from NGS data, somatic CNVs remain a
challenge, both for aray-based technologies and for NGS-
based tools [10]. Among the CNVs detected by our work-
flow, at least one was considered as likely somatic, as
suggested by OQMPSF data. However, the sensitivity of
DOC tools might remain low in this context [ 1(].

Of note, it is possible to increase the detection of small
events or events in complex regions by using the “Geno-
typeCNV™ function of CANOES. The aim of this function
is to look precisely at specific regions and call the genotype
of the sample for these specific regions, however it is
associated with an increase in false positive calls [42], as
well as an increase in time and computational resources
needed. In particular cases, when known core genes have
already been identified in a given disorder, it is possible to
combine our approach to call CN'Vs at the exome level and
focus on specific genes using the GenotypeCNV function
applied to every exon of these genes to increase the
detection performances in core genes at the same time.

In conclusion, we performed an evaluation of the per-
formances of a CNV detection workflow based on read
depth comparison from capture-prepared NGS data, one of
the most popular methods for NGS in research and diag-
nostic settings. We highlighted very high sensitivity and
positive predictive value, for both NGS gene panel and
WES. Although the sensitivity was not perfect for WES
data as compared with aCGH, a number of additional true
calls were not detected by the so-called reference technique.
This highlights the absence of a genuine gold standard up to
now. Owverall, we consider that switching to an NGS-only
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approach is cost-effective as it allows a reduction in overall
costs together with likely stable diagnostic yields.
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Supplementary table 1.A Gene Panel Sequencing
Panel number of samples  nb of genes nb of exons mean Depth of coverage comprehensive comparison targeted confirmation
Reference comparison dataset (step 1)  Panel 1v1 465 1 137 250x% comprehensive QMPSF 4 genes (60 exons) nane
Panel 1v1 2222 1 137 600x none QMPSF
Panel 1v2 549 15 247 800x none QMPSF or MLPA
additional dataset (step 2) Panel 2 v1 240 27 556 500x none targeted QMPSF
Panel 2 v2 80 33 752 600 none targeted QMPSF
Panel 3 220 48 815 600x nane targeted QWPSF
Supplementary table 1.B Whole Exome Sequencing
capture Kit number of samples Project Origin Sequencing center  whole genome comparison targeted confirmation mean Depth of Coverage
vEUTR 70 ASD CMRGH aCGH 180k none 120x
v6 27 D CMRGH aCGH 180k none 100x
Reference comparison dataset (step 1) v 4 AD Integragen aCGH 1M none 60x
viUTR 4 AD Integragen aCGH 1M none 90
va 40 AD CMRGH aCGH 1M none 120x
v2 2 AD Integragen aCGH 1M naone 140x
additional dataset (step 2) vE 472 AD CMRGH none QMPSF / ddPCR 120x
vaUTR 584 control CMRGH none QMPSF 120x

Supplementary table 1: Summary of datasets used for the evaluation of the CANOES-centered workflow.

Step 1 consisted in the comparison of reference datasets to the results of our CANOES-centered Workflow. Workflow from Gene Panel(1.A) or Whole Exome Sequencing(1.B).
Step 2 consisted in the validation by independent targeted technigues of candidate CNVs detected by our CANOES-centered

1.A : Summary of Gene Panel Sequencing datasets. QMPSF : quantitative multiplex PCR. of short fluorescent fragments. MLPA : multiplex ligation-dependent probe amplification
1.B : Summary of Whole Exome Sequencing datasets. All capture kit used come from on Agilent SureSelect technology.

AD : Alzheimer Disease. ASD : Autism spectrum disorder. 1D : Intellectual Disability. ddPCR : digital droplet PCR.
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CHR START END SAMPLE CHNV HGVS_nomenclature size(Kb) MLCMN ~ Q SOME  GENE
5 112172694 112174250  10911-001 DEL  NC_000005.9:9.112172694_112174250del 1.556 1 99 APC
5 112079082 112176250 11665-006 DEL  MWC_000005.9:9.112079082_112176250del ~ 97.168 1 99 APC
2 48008928 48021943  13753-002 DEL  NC_000002.11:g.48008928_48021943del 13.015 1 99 MSH6
3 37050093 37054402  16308-002 DUP  NC_000003.11:g.37050093_37054402dup 4.309 3 99 MLH1
3 37052503 37060105  17832-001 DEL  MC_000003.11:9.37052503_37060105del 7.602 1 99 MLH1
2 47611056 47635862  21201-001 DEL  MNC_000002.11:g.47611056_47635862del 24806 1 39 MSH2
2 47625841 47658831  24026-001 DEL  NC_000002.11:9.47625841_47658831del 32.99 1 99 MSH2
2 47671472 47679355  25933-001 DUP  NC_000002.11:g.47671472_47679355dup 7.883 3 99 MSH2
2 47611056 47635862  27535-001 DEL  NC_000002.11:g.47611056_47635862del 24306 1 99 MSH2
2 47629720 47650246  27541-001 DEL  MNC_000002.11:g.47629720_47650246del 20.526 1 99 MSH2
2 47611056 47631850  24993-001 DEL  MNC_000002.11:g.47611056_47631850del 20.794 1 39 MSH2
2 47637119 47677358 24431-001 DEL  MNC_000002.11:g.47637119_47677358del 40.239 1 99 MSH2
3 37044183 37047271 23143-001 DEL  NC_000002.11:g.37044183_37047271del 3.088 1 99 MLH1
2 48023663 48032326  22574-001 DEL  NC_000002.11:g.48023663_48032326del 3.663 1 99 MSHG

Supplementary table 2 : Summary of CNVs used in step 1 (comparison to reference technique ) analysis from Gene Panel Sequencing
CMV's were initially detected by a comprehensive QMPSF techniques, and all of them were properly detected by our CANOES-centered workflow
froam Gene Panel Sequencing data
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1 15378565 153792286  32223-001
2 47625842 47637867 04-03911
2 47687044 47696053 06-05306
2 47682983 47688699 10.05453
2 48008928 48021943 13753-002
2 47612182 47631802 15-04820
2 47629720 47666006 16-11333
2 47675213 47694296 17-04290
2 47611093 47611213 17-06105
2 47629721 47637867 17-06424
2 47611093 47739675 17-09186
2 48009642 48011569 17-10896
2 47611093 47631802 17-14175
2 47635436 47637867 18-01858
2 47625842 47658771 18-08533
2 47611056 47635862 21201-001
2 47625841 47658831 24026-001
2 47671472 47679355 25933-001
2 47611056 47635862 27535-001
2 47629720 47650246 27541-001
2 47667732 47696101 28088-001
2 48029073 48032326 28314-001
2 47635471 47635862 28316-001
2 47635471 47635862 28470-001
2 48030351 48032326 28743-001
2 47692011 47695115 29016-001
2 47637119 47677358 29023-001
2 47611056 47631850 30973-001
2 47697780 47705898 31168-001
2 48004883 48034112 31227-001
2 47629720 47631850 33298-001
2 47637119 47639026 33355-001
2 47637119 47725127 33496-001
3 37050136 37054360 11-05279
3 37054017 37059498 16-07141
3 37050093 37054402 16308-002
3 37032820 37093414 17-02455
3 37044691 37046147 17-04308
3 37052503 37060105 17832-001
3 37090248 37094765 31712-001
3 37045138 37046147 32099-001
3 37023622 37049251 7623001
5 112172894 112174250  10911-001
5 112079082 112176250 11665-006
5 112158630 112196935 16-07754
5 112170274 112177689 17-10219
5 112032510 112061176 180-004
5 112028285 112196935  30956-001
5 112151589 112196935  32712-001
5 36995238 37000692 23912-001
5 37002967 37065173 31262-001
6 157469721 157470121 8205001
7 6029053 6029652 11781-001
7 6020403 6038966 25189-001
7 6016973 6022754 26162-001
7 6020403 6025843 27898-001
7 6016973 6027324 29135-001
7 6005065 6020110 31357-001
9 3247928 3301730 14682-001
9 13106807 13279672 32202-001
10 89684804 89693116 11-06624
10 89726729 89733691 11-06624
10 89685150 89693116 13-06009
10 89726729 89732384 13-06009
10 89621147 89652755 15-06158
10 89621147 89624589 18-00809
10 89685220 89690951 19600-001
10 89727637 89732364 19600-001
10 88502067 88699574 23140-001
10 89653424 89653732 26342-001
10 88678073 89742644 3483-001
16 9856965 9862986 22569-001
17 7573397 7582278 07-04795
17 7580599 7583471 09-06646
17 7585364 7596077 11-06921
17 7577798 7584538 13-05835
17 7569492 7592875 1705375
17 7568467 7568848 17-10989
17 7564623 7566106 18-10734
17 7579644 7583513 18889-001
17 7576579 7581267 28645-001
17 7572557 7574135 31014-006
17 7572176 7593265 32539-001
17 7570171 7604301 5415-007
18 48555601 48582805 18-02468
18 48591693 48593761 32643-001
19 1203112 1208307 14693-002
19 1203112 1208307 17-01927
19 1203822 1210586 17-11160
19 1203822 1230469 18-02613
19 1192457 1243248 22373-001
19 1222884 1225265 29131-001
19 1213712 1219536 31452001
19 1217466 1243248 31668-001
22 41542649 41544015 33893-001
X 29301014 29301374 23915-001
X 53421612 53421892 27463-001
X 153127953 153129238  30721-002
X 153127953 153141522 5922-001
X 153296359 153298052 6929-001
table 3 : y of
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NC_000001.10:9.153785686_153792286d
NC_000002,11:9.47625842_47637867dup
NC_000002,11:g.47687044_47696053dup

NC_000002,11:.47611093_47631802del
NC_000002. 11:9.47635436_47637867del
NC_000002.11:g.47625842_47658771del
NC_000002.11:.47611056_47635862del

48030351_48032326de!
NC_000002.11:g 47692011_47695115del
NC_000002.11:g.47637119_47677358de!
NC_000002.11:9.47611056_47631850de!
NC_000002.11:9.47697780_477056980e!
48004883_48034112del
47629720_47631850de!
47637119_47639026del
47637119_47725127del
.37050136_37054360cup
.37054017_37059498del
.37050093_370544020up
37032820_370934 14de}
.37044691_37046147dup
NC_000003.11:9.37052503_370601050e!
NC_000003.11:9.37030248_37094765del
NC_000003.11:g.37045138_37046147dup
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NC_000005.9:9.37002967_37065173del
NC_000006.11:.157469721_157470121d
NC_000007.13:9.6029053_6029652del

NC_000007.13:.6016973_6022754dup
NC_000007.13:9.6020403_6025843del
NC_000007.13:0.6016973_6027324dup
NC_000007.13:9.6005065_6020110del
NC_000009.11:9.3247928_ _3301730del
.13106807_13279672del
.89684804_89693116del
NC. 000010 10:9.89726729_89733691del
NC_000010.10:9.89685150_89693116del
NC_000010.10:9.89726729_89732364de!
NC_000010.10:9.89621147_89652755de!
NC_000010.10:0.89621147_89624589dup
NC_000010.10:9.89685220_89690951del
NC_000010.10:9.89727637_89732364del
NC_000010.10:9.88502067_88699574del
NC_000010.10:0.89653424_89653732del
NC_000010.10:.88678073_89742644del
NC_000016.9:9.9856965_9862986del
7573397_7582278del
.7580599_7583471dup
.7585364_7506077del
.7577798_7584538del
.7569492_7592875del
7568467_7568848dup
.7564623_7566106del
7579644 _7583513dup
.7576579_7581267dup
NC_000017.10:9.7572557_7574135del
NC_000017.10:9.7572176_7593265del
NC_000017.10:.7570171_7604301del
NC_000018.9:9.48555601_48582805dup
NC_000018.9:9.48591693_48593761dup
NC_000019.9:9.1203112_1208307del
NC_000019.9:9.1203112_1208307del
NC_000019.9:9.1203822_1210586del
NC_000019.9:9.1203822_1230469del

NC_000019.9:q.1222884_1225265del
NC_000019.9:q.1213712_1219536del
NC_000019.9:9.1217466_1243248del
NC_000022.10:9.41542649_41544015del
NC_000023.10:9.29301014_29301374dup
NC_000023.10:9.53421612_53421892dup
NC_000023,10:9.153127953_153129238d
NC_000023.10:9.153127953_153141522d
NC_000023.10:.153296359_153298052d

the last region. The last column indicates if the CNVs was confirmed or not {1=true CNV)
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CNVs called by our CANOES-centered workflow from Gene Panel Sequencing Data.
The first three columns define the CNVs as called by CANOES, corresponding to the start of the first regions detected as deviated to the end of
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2.2. Recherche de CNV parmi des données massives d’exomes : application a une étude

cas-témoins portant sur la maladie d’Alzheimer

Une fois notre approche initiale établie et notre pipeline validé sur plusieurs jeux de données
différents, nous avons pu mettre en place l'analyse d’un jeu de données massif de cas et témoins
construit dans le cadre du consortium européen ADES complété par les données du consortium
américain ADSP. Ce jeu de données avait déja été utilisé pour identifier de nouveaux facteurs de
risques impliqués dans la maladie d'Alzheimer en se basant sur I'analyse des variations ponctuelles
(SNV/indel), travail auquel j'ai activement participé (Hostege et al.). C'est dans le cadre de cette analyse
que deux nouveaux facteurs de risque ont été identifiés : les variants rares faux sens et/ou perte de
fonction des genes ABCA1 et ATP8B4, en plus des trois génes majeurs déja connus et répliqués : SORL1
(identifié initialement par notre laboratoire (Nicolas et al. 2016; C. Pottier et al. 2012)), TREM2 et
ABCA7. Nous avons cherché a identifier les variations du nombre de copies dans ce méme jeu de

données, afin d’identifier de potentiels nouveaux facteurs de risque génétique.

Plusieurs probléemes ont été rencontrés lors de ces travaux. Le premier est I’origine variée des données
et leur trés grande hétérogénéité. En effet, les exomes ont été produits dans plusieurs laboratoires
différents, sur des plateformes de séquencgage différentes, et avec des kits de capture différents. Etant
donné que le logiciel CANOES requiére les coordonnées du kit de capture pour faire les calculs de
profondeur, il nous était impossible de faire un calling global de tous les individus en une seule fois.
Nous aurions pu envisager ne considérer chaque exon comme une région pour effectuer le comptage
de read mais cela aurait induit plusieurs biais : tout d'abord tous les kits de capture ne capturent pas
tous les génes du génome, et pour un méme géne, des différences existent dans les exons capturés
(exons alternatif, régions UTR, etc). Ceci induirait des régions avec peu ou pas de reads que le logiciel
pourrait potentiellement faussement interpréter comme des délétions et donc du bruit dans notre
signal. Ensuite, la capture induit normalement un biais dans la profondeur moyenne principalement
d au taux de GC de la région. CANOES prend en compte ce biais en appliquant une correction en
fonction du pourcentage de GC : si I'on prend les coordonnées exactes des exons, corriger sur le taux
de GC ne serait plus pertinent et il faudrait alors passer par d'autres outils. Au final, et afin de réduire
au maximum la variabilité technique, nous avons fait le choix d'analyser les données produites pour
chaque laboratoire et pour chaque kit séparément, et ce méme si un méme kit était utilisé dans

plusieurs laboratoires. Avec la méme idée de réduire au maximum la variabilité technique et lorsque
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cela était possible, nous faisions I'analyse par run de séquencage. Lorsque cela n'était pas possible,

nous regroupions alors tous les individus du méme laboratoire séquencé sur le méme kit.

Une fois cette étape terminée, il nous a été possible d'appliquer notre pipeline et d'obtenir les résultats
de détection des variations du nombre de copies. La suite du travail a alors consisté a trouver une
solution, pour faire correspondre les résultats issus des différents jeux de données. Il faut pour cela
remettre dans le contexte |'objectif de notre étude. Lorsque I'on travaille sur des études cas/témoins
afin d'identifier de nouveaux facteurs de risques, on cherche a calculer la fréquence des différents CNV
dans les différents groupes puis identifier un enrichissement par un test statistique. Lorsque I'on
travaille avec des variations ponctuelles, il est facile de comparer une méme variation identifiée chez
plusieurs individus. Du fait de la rareté des variations d’intérét, les tests portant sur les variations
ponctuelles ont souvent recours a une agrégation a I'échelle du gene, le plus souvent de type burden
test comme dans le travail du consortium (Holstege et al. 2022). Pour les variations du nombre de
copies, une analyse a I'échelle du CNV nécessite d’étre slr que les coordonnées soient les mémes pour
pouvoir considérer qu'il s'agit bien du méme événement, et une telle analyse aurait comme
conséquence de ne s’intéresser qu’aux CNV récurrents. Quoi qu’il en soit, le fait d'avoir des kits de
capture différents implique que les coordonnées ne sont jamais tout a fait les mémes et ce méme si,
biologiquement, il s'agit bien du méme événement. Nous avons cherché et testé plusieurs méthodes
d'agrégation des CNVs avant d'arriver a la méthodologie présentée dans ces travaux. Nous avons fait
le choix de décomposer les différents CNVs au niveau des transcrits affectés, de facon a travailler au

niveau du plus petit dénominateur commun possible.

Enfin, une fois les fréquences établies des différents événements dans les différentes populations de
cas et de témoins, nous avons choisi d’effectuer une analyse en dosage des différents transcrits :
I'impact des délétions et des duplications est supposé étre une diminution ou une augmentation de la
production de la protéine codée par le transcrit en question, respectivement. On s'attend a observer
un effet opposé entre les cas et les témoins : si la diminution de production d'une protéine est un
facteur de risque de développer la maladie alors une augmentation de cette méme protéine induirait
un effet protecteur et serait donc surreprésenté chez les témoins. Dans le cas des délétions, il est facile
de faire I’'hypotheése qu’une perte partielle ou totale du gene induit le plus souvent une perte de
fonction, mais dans le cas des duplications, I'interprétation est plus compliquée. En effet, lorsque I'on
utilise une approche basée sur la profondeur de lecture, il est possible de détecter les duplications
mais il est impossible de savoir la localisation de ces duplications. Ceci rend plus complexe

I'interprétation des duplications partielles, c'est-a-dire n’affectant qu'une partie des exons d'un géne.
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S'il y a duplication partielle et a distance, c'est finalement la zone d’insertion de cette duplication qui
va avoir potentiellement un impact plus que I'élément dupliqué en lui-méme. Si la duplication est en
tandem, le risque est alors de produire un transcrit aberrant potentiellement avec perte de phase de
la protéine. Devant cette difficulté a interpréter I'événement, nous avons fait le choix ne considérer

que les duplications complétes des transcrits.

De plus, et parce que les bases de données de CNV sont majoritairement issues de puces ou de
génomes, mais assez peu d’exomes, la filtration sur les CNV fréquents avec un certain pourcentage de
chevauchement peut poser probleme. Pour réduire le risque que des génes fréquemment délétés ou
dupligués restent impactés par des CNV, nous avons travaillé sur les niveaux de filtration et finalisé

|"analyse sur des jeux de transcrits haploinsuffisants ou triplosensibles.

Un des enseignements tirés de notre étude en partie 1 a été la mise en évidence d’une plus faible
performance du pipeline pour les CNV a une seule cible (souvent des CNV monoexoniques), la valeur
prédictive positive de notre approche progressant de 70% pour les CNVs monoexoniques a plus de
90% a partir de deux cibles. Pour réduire le risque de faux positifs, nous nous sommes donc focalisés

sur les CNV emportant au moins deux cibles.

Enfin, des approches complémentaires ont été proposées, en plus du critére principal de I'étude, qui
portait sur I'analyse en dosage des CNV dans les deux jeux de transcrits en comparant les malades
jeunes (EOAD) aux témoins : des analyses ont impliqué également les malades a début tardif, avec un
focus uniquement sur les délétions (complétes et partielles) ou sur les duplications (complétes), des
analyses ciblées sur les génes de GWAS dans la MA, et enfin des analyses combinées des délétions avec

les variations ponctuelles perte de fonction.

Au total, et grace a ces différentes adaptations, nous avons pu effectuer I'analyse de 22 319 individus
et identifier de potentiels nouveaux facteur de risque pour les formes précoces de la maladie

d'Alzheimer.

Les résultats principaux de notre étude sont l'identification de plusieurs loci candidats comme facteurs
de risque potentiels de formes précoces de la maladie d'Alzheimer. Parmi ces différents résultats, on
notera la présence de délétions dans la région 22q11.21 de maniere plus importante par des patients
jeunes par rapport a la population de témoins qui portent préférentiellement des duplications en
miroir. Ces délétions, dites centrales, ont déja été identifiées comme facteurs de risque de maladies

du développement, et des délétions plus larges sont responsables du syndrome de DiGeorge
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(McDonald-McGinn et Sullivan 2011; Morrison et al. 2020). Nous avons aussi pu identifier des délétions
affectant les genes ABCA1 et ABCA7, ces genes étant des facteurs de risque déja identifiés dans le
cadre de la maladie d’Alzheimer a travers des mécanismes perte de fonction. De plus, nous priorisons,
dans une approche combinée de perte de fonction (CNV + SNV et indels), les variations de CSTB, en
plus d’ABCA1 et d’ABCA7. Comme pour toutes études d'association, il est important de répliquer ces
résultats dans des études indépendantes. Différentes demandes ont été effectués et sont
actuellement en cours de réalisation. La premiére demande a été adressée au consortium EADB,
auquel nous participons aussi, qui travaille sur des données de puces a SNP et a produit plusieurs
études de GWAS. En plus de la réplication, I'appel a ce consortium a un second intérét : une partie des
échantillons de notre étude est aussi incluses dans les études de GWAS d’EADB : les individus
concernés ne pourront bien sr pas étre intégrés dans la réplication, mais pourront servir de validation
indépendante de I'existence de certains CNV d’intérét, d'une taille suffisante pour étre détectables. La

seconde cohorte interrogée est la UKBiobank.

Les résultats de notre étude décrivant I'analyse de la cohorte et les différents résultats obtenus font
I’objet de ce second chapitre de résultats. L'article, présenté ci-dessous, sera prochainement soumis
sur le site de PeerReview MedRxiv en attendant d’obtenir les résultats de réplications dans des
cohortes indépendantes. J'ai également été amené a présenter les résultats oralement lors du congres
ADPD (Alzheimer Disease/Parkinson Disease) en mars 2021 a Barcelone, et lors des JNRB (Journées
Normandes de Recherche Biomédicale) a Caen en juin 2023, ainsi que sous forme de poster lors des

assises de génétique de Rennes en 2022 et dans les différentes réunions de travail du consortium ADES.
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Abstract

Rare coding single nucleotide variants (SNV) and short insertions or deletions (indels) significantly
contribute to Alzheimer disease (AD) genetic risk, from pathogenic variants in autosomal dominant
genes to deleterious variants with a moderate to strong effect in a handful of risk-factor genes. In
contrast, copy number variants (CNV) have been scarcely studied, with the exception of a few
autosomal dominant examples, such as APP duplications. We took advantage from a large case-control
dataset of 22,319 exomes (4,150 early-onset AD (EOAD, onset <65 years), 8,519 late onset AD (LOAD)
and 9,650 controls) to detect CNVs. After the identification of 17 causative CNVs in autosomal
dominant genes (8 novel, 6 APP duplications and 2 MAPT duplications), we performed two analyses:
(i) a protein-coding genome-wide analysis at the transcript level using a dosage strategy (EOAD versus
controls) and (ii) an integrated loss-of-function (LOF) analysis gathering short truncating variants with
CNV-deletions in genes prioritized in (i) and in a list of known AD risk genes from Genome-Wide
Association Studies (GWAS, common variants) and in burden tests of rare SNVs and indels. We
identified 21 genes on 5 different loci, with a false discovery rate (FDR) below 10%, including the so-
called central region on chromosome 22q11.2 (FDR=0.0386), a region in linkage disequilibrium with
the APOE locus on chromosome 19 (FDR=0.0271), and three single-gene loci, namely MBL2
(FDR=0.0271), FADS6 (FDR=0.0271), and ADI1 (FDR=0.0916). Loss-of-function analysis helped
narrowing the region of interest to the SCARF2-KLHL22-MED15 region within the 22q11.2 region, and
highlighted rare deletions in ABCA1 and ABCA7 as contributing to AD risk, deletions representing 10%
(3/30) and 8.6% (10/115) of loss-of-function alleles of these genes, respectively, and CTSB loss-of-
function as a candidate rare AD genetic determinant (EOAD-control OR=5.03, 95%Cl=[1.5-20.7],
p=0.0089). CNVs represent a minority of the deleterious alleles at known loci, as compared to SNVs
and indels. Gathering CNVs with SNVs and indels may help increasing power to detect new signals.

Introduction

The etiology of Alzheimer disease (AD) is heterogeneous. Some families exhibit autosomal dominant
early onset AD (EOAD, onset <65 years), explained by rare variants in the PSEN1, PSEN2 or APP genes,
but carriers of such highly penetrant variants represent less than 0.5% of all AD cases[1]. In non-
Mendelian cases, including EOAD, AD is considered as a complex disorder with a high genetic

component[2].

In complex AD, a large diversity of risk factors have been reported to date. They are usually classified

according to their respective frequencies and effect sizes. Among common variants (frequency >1%),
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the €4 allele of the APOE gene is the main risk factor with odd ratios (OR) of 3-4 and 11-14 respectively
for heterozygous and homozygous carriers[3]. A recent large genome-wide association study (GWAS)
reported 75 loci, most of them being associated through common non-coding single nucleotide
polymorphisms (SNPs) with a modest effect on AD risk[4]. On the other hand, a burden of rare
(frequency <1%) to ultra-rare variants in SORL1, TREM2, ABCA7, ABCA1 and ATP8B4 as well as two
recurrent rare single variants in PLCG2 and ABI3 demonstrated a larger diversity of effects, ranging
from a modest effect for the least rare variants (e.g., ABI3, TREM2 R62H) to a very strong effect for
some ultra-rare variants (e.g., loss-of-function SORL1 variants)[4]-[10]. Importantly, except for a few
rare recurrent variants showing nominal association with AD, evidence for rare variant association with
AD risk is generally obtained following burden tests gathering truncating variants with missense,
predicted deleterious variants, at the gene level. Burden tests performed on the category of truncating
variants alone either showed an exome-wide level of association for SORL1 and ABCA7 or a suggestive
signal for ABCA1 and TREM_2. For the latter genes, truncating variants remain extremely rare, thus likely
explaining insufficient power. Importantly, genetic results are in line with known mechanisms, indeed
suggesting a deleterious effect of haploinsufficiency or loss of function of SORL1, TREM2, ABCA7 and
ABCAL.

While the most studied category of genetic determinants in AD is represented by short variants, i.e.,
single nucleotide variants (SNV) or short insertions and deletions (indel), Copy Number Variants (CNV)
have also been involved in AD. Duplications of the APP locus[11] and in-frame deletions of exon 9 or
exon 9 and 10 of PSEN1[12], [13] cause autosomal-dominant AD. Some large common CNVs were
identified by SNP arrays and associated with a modest risk of AD [14], but none of them was genome-
wide significant. On the other hand, a handful of studies focusing on rare CNVs were performed using
arrays, on a limited number of EOAD patients[15], [16]. Individual CNVs affecting genes of potential
interest were prioritized, but segregation data in families was missing and such CNVs remained too
rare to be assessed in case-control studies[17]. Large datasets should help detecting rare CNVs

associated with AD risk.

Up to now, CNV studies in AD have mainly focused on chips technologies, as SNP arrays at a rather
large scale or array CGH at a smaller scale. Such chips can detect CNVs with intermediate resolution,
generally with a CNV size of 50 to 100 kb or more, depending on the array density. Thus, they classically
miss smaller CNVs. Sequencing technologies can also be used for CNV detection and can detect CNVs
of any size. Bioinformatics tools used to detect CNVs from sequencing data are based on four main

approaches [18], [19]: (i) relative distribution of reads along the sequence or read depth approach, (ii)
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relative positions of paired reads from each other, (iii) multiple and partial alignments of reads and (iv)
de novo assembly. When working from sequencing data obtained following capture, as for exome
sequencing, only the read depth approach can be applied with a high level of accuracy at the exome
level[20], [21], while data obtained from whole genome sequencing require combinations of tools, also
including read depth approaches although with distinct procedures and tools. We previously assessed
the performances of a CNV-calling workflow based on the CANOES tool[22] which showed good
sensitivity (87.25 %) and positive predictive value (85.2%) from exome sequencing data[23]. One of
the largest sequencing datasets available worldwide to perform a case-control study in AD is probably
the combination of the European and American consortia into the ADES-ADSP dataset, which recently
unveiled burdens of rare variants in ATP8B4 and ABCA1 in addition to the known genes and which also
has the advantage of being enriched in EOAD cases (35.7 %), among which we can expect a higher
contribution of rare CNVs, as for SNVs and indels [5]. This dataset is made of a majority of exomes

(68.6% after QC).

Here, we took advantage of the large number of exome sequencing data of EOAD cases and controls
available in the ADES-ADSP dataset. We performed uniform CNV calling on 22,319 samples using a
validated workflow and built up a specific QC pipeline to perform harmonized transcript-based
analyses. Beyond novel CNVs in autosomal dominant genes, we highlight the role of extremely rare
deletions in known risk factor genes as well novel candidates requiring replication in independent

datasets.

METHODS
Exome sequencing dataset

We considered the megasample of exomes from ADES and ADSP datasets as described in Holstege et
al[5] in a two-stage analysis. Only samples passing the quality control (QC) described in detail in
Holstege et al[5] were selected for our analysis. Briefly, for the individual QC based on short sequence
variants, all sequencing (Fastq) files were processed using the same BWA-GATK-based pipeline on the
Cartesius supercomputer embedded in the Dutch national e-infrastructure. Samples with either a high

level of variant missingness, a high suspicion of DNA contamination, a discordant genetic sex
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annotation, a non-European ancestry, a high number of novel variants (compared to dbSNP v150), a
deviation from standard heterozygous/homozygous or transition/transversion ratios, and relatives up
to the 3rd degree were excluded. We considered as cases all individuals with a diagnosis of definite or
probable AD (using the NIAA or NINCDS-ADRA criteria depending on the date of diagnosis[24], [25]),
based on clinical examination and paraclinical information including CSF AD biomarkers, when
available. Individuals with unclear diagnosis were excluded (e.g., Braak stage I-ll in cases, or Braak
stages of V-Vl in controls). In addition, pathogenic SNV and indel variant carriers in a list of Mendelian
dementia genes were also excluded from stage-1 data in the Holstege et al. dataset. We applied the
same analysis leading to the exclusion of 22 additional pathogenic variant carriers among cases and
controls from stage-2 so that the megasample fulfils the same criteria (Table S14). Detailed methods

for individual QC are available as a supplementary information file in Holstege et al.[5].

Because the ADES-ADSP dataset is built from multiple studies, and to ensure a good accuracy of
CANOES, the CNV caller used here, we focused on samples as homogeneous as possible in batches of
at least 50 individuals (Table S1). When library preparation and sequencing batches information were
not available, we grouped into CNV-calling batches, samples belonging to a same study, prepared with
a same capture kit, and sequenced in a same sequencing center. Overall, our starting dataset contained

12,669 exomes from cases (including 4,150 EOAD) and 9,650 exomes from controls (see Sup Table S1).

All participants provided informed written consent as described in Holstege et al. This study, based on
existing data, was approved by the CERDE ethics committee from Rouen University Hospital (CERNI
notifications 2017-015 and 2019-055).

CNV Calling

CNV calling was processed following a workflow centered on CANOES[22], a tool based on the
distribution of the depth of coverage information across samples. It includes a correction based on GC

content of each target to reduce the background variability often observed in NGS data[26].

The workflow was applied from BAM files, as previously described[23]. BAM files were retrieved either
from the pipeline described in Holstege et al. or directly downloaded from the dbGAP website (ADSP-
stage 2, 1554 samples). All samples were processed on either the Cartesius supercomputer or the
CEREBRO cluster from the sequencing facility of the University of Rouen Normandie. Of note, ADSP-

stage 2 BAM files were aligned to the GRCh38 version of the human genome, whereas other BAM files
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were aligned on the GRCh37 version. As our analysis is based on transcripts affected by CNVs and
because reference genome was specific to cases or to controls, we expect that the different reference
genomes do not affect our analysis. For each capture kit, targets covering the same exon and separated
by less than 30 bp were merged. Then, for each sample, the number of reads covering each merged
target was determined using BEDTools[27]. For each CNV-calling batch, we removed non-informative
regions, namely regions where >90% of the samples showed less than 10 reads on the target. Finally,

CANOES was run on each CNV-calling batch to generate CNV calls.

CNV and samples quality check

After CNV calling, we excluded all individuals with 250 calls, indicating an excess of variability in the
sample’s read distribution compared to other samples from the same CNV-calling batch and following
CANOES user instructions [22]. Then, to account for potential biases due to clonal hematopoiesis
associated with large mosaic, blood-specific age-related CNVs which[28], [29], we excluded carriers of
CNVs that are large enough to be unlikely germline. As calling is performed from capture-based exomes
and because of the presence of low complexity regions decreasing the calling accuracy, such large
CNVs can be detected as multiple, smaller CNVs on a same chromosome. Thus, we computed the
cumulative size of detected CNVs of the same type (deletion/duplication) for each sample and each
chromosome, as well as the total chromosomal region covered from the first to last CNV per
chromosome. For each cumulative size per chromosome greater than 2.5 Mb and encompassing more
than 10 Mb for a given chromosome, we proceeded to a manual visualization (Figure S3) on the UCSC
genome browser. Carriers of candidate large likely somatic CNVs were excluded from the analysis

(Table S2).

Annotation of CNVs

For CNV annotation, we first confronted the frequency of CNV calls to two public databases: the
Database of Genomic Variants (DGV), gold Standard section[30] and the non-neuro non-Finnish
European section of the gnomAD database v2.1[31], [32], considering a mutual overlap of 70%. In
addition, we removed CNV overlapping > 50% with segmental duplication regions, as extracted from
the UCSC Table Browser (https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables). Second, in order to classify

the potential effect of CNVs and to overcome the differences between capture kits that could impact
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the proper classification of some CNVs and thus the results of statistical analyses, we harmonized the
dataset by working at the transcript level (see supplementary information, Figure S2). Indeed, classic
CNV annotation tools may not be applied to heterogeneous datasets, as the definition of a complete
versus partial gene duplication or deletion usually rely on the actual definition of a given gene, based
on genome coordinates. As some capture kits vary on the regions actually targeted for a given gene
(e.g. capture of untranslated regions or not, capture of all coding exons from all known transcripts or
not), this may lead to heterogeneous definitions of partial or complete deletions/duplications (see for
a theoretical example Figure S2). Thus, we built our own annotation pipeline that relied on each
individual’s capture kit to define whether a given CNV partially or completely affects a given transcript.
Thus, we redefined the transcripts positions according to the capture kit used (see supplementary

information, Figure S2).

For all comparisons between capture kits, CNV calls and public databases, we used a combination of
the BEDTools suite[27] and homemade scripts. All scripts and formats used are available at:

https://github.com/U1245/ExtremelyRareCNVContributingToADRisk.

Identification of Mendelian pathogenic CNVs

Based on current literature, we considered, as pathogenic CNVs, partial deletions of PSEN1 involving
exclusively exon 9 (NM_000021.4) or both exons 9 and 10[12], [13], complete duplications of APP[11],
MAPT[33], complete duplications or triplications of the SNCA gene[34], [35] as well as any coding
deletion of the GRN gene[36]. Individuals carrying such a pathogenic CNV were then excluded from

case-control analyses.

Case-control analyses
CNV Filtering

This study focused on rare CNVs for two main reasons. First, rare CNVs, similar to rare SNVs and indels,
have higher chances to be associated with a moderate to high AD risk[5]. Second, CNV-calling from
exome sequencing data based on read-depth comparison has been essentially validated for rare
CNVs[23]. Indeed, CANOES (and other read-depth comparison tools adapted to sequencing data

obtained following capture) is based on the comparison of read depth on a specific target to a matrix
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computed from samples from a same batch. Thus, a very common variant (several dozens of percent
in frequency) would likely be missed because of natural variability in each batch. Even if CANOES can

detect low frequency variants, its performances have not been assessed precisely on such variants.

To focus on rare CNVs, we filtered out all CNVs showing at least a 70% overlap with a common CNV
(frequency >1% in the above-mentioned public databases). Similarly, we filtered out CNVs with a 250%
overlap with segmental duplication regions, as these regions are considered as highly variable across
individuals and hardly callable. Because of the complexity of X-linked models in a case-control analysis,

we focused here on autosomes.

Finally, we removed CNVs overlapping only one target to decrease the risk of false positive CNV calls.
Indeed, in our validation study[23], the rate of false positive calls among CNVs overlapping one target

reached 30% against 9.8% in CNVs called by > 2 targets.

Transcripts filtering

To avoid the case-control analysis of rare CNVs affecting transcripts commonly deleted or duplicated,
we built two sets of transcript sets, based on Refseq protein-coding transcripts (assessed, 26/10/2022):
(i) a set of transcripts with cumulative frequency of deletions (partial or complete) in less than 1%
individuals in public databases (set A, corresponding to haploinsufficient transcripts) and (ii) a set of
transcripts with cumulative frequency of complete duplications in less than 1% in public databases (set
B, corresponding to triplosensitive transcripts), based on the DGV gold Standard section[30] and the

non-neuro non-Finnish European section of the gnomAD database v2.1 [31], [32].

Building a copy number matrix

For the case-control analysis, we built a copy number matrix per autosomal protein-coding transcript,
in order to (i) harmonize heterogeneous data at the transcript level and (ii) determine the missingness
and hence which transcripts were eligible for case-control analysis. For each sample and each
transcript remaining after filtration, five possible states were determined: (i) missing information, i.e.
the corresponding capture kit does not target the transcript or the region was not covered enough (at
least 10 reads) for 90% of the samples and no CNV encompassing this transcript has been detected

from targets on neighboring genes or (ii) no CNV overlaps the transcript [copy number = 2] or (iii) a
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complete or (iv) a partial duplication overlaps this transcript or (v) a deletion overlaps this transcript,
whether or not it is a complete or a partial duplication. In our five-state categorization, we worked
under the assumption that complete deletions likely result in haploinsufficiency. To explore the
dosage effect, states (ii), (iii) and (iv) were merged into a transcript copy number information (see

supplementary methods for more details).

Statistical analyses

Given the previous knowledge obtained in gene-based rare variant analyses showing a larger effect
among EOAD cases and given the expected extreme rarity of CNVs limiting power, we decided to (i)
set the EOAD cases versus controls as the primary analysis, (ii) to perform a dosage analysis, (iii) at the
transcript level. To perform an EOAD cases vs controls transcript-based association study on protein-
coding genes using a dosage strategy as the primary endpoint, we worked on the fusion of set A and
set B and used rare partial and complete deletions and complete duplications. In parallel, we show the
results obtained among all AD vs controls. In addition, to better understand the signal identified in
dosage analysis and to further assess the hypothesis that AD-associated genes may be affected by rare
CNVs, we performed (i) transcript-based analyses in a deletions-only (full and partial deletions, on set
A) and complete duplications-only (on set B) and (ii) a gene-based analysis of loss-of-function variants
(deletion-CNVs plus truncating SNVs/indels, see supplementary methods) in a list of AD-associated
genes in a GWAS study[4] and in our latest rare variants gene-based case-control study[5] and among

the genes prioritized by the dosage analysis.

Dosage analyses were restricted to transcripts overlapping at least four CNVs (including at least one
deletion and one complete duplication) in our dataset. For deletions (respectively duplications)
analyses at transcript level, regression was performed for each transcript from set A (resp. B)
overlapping at least four deletions (resp. complete duplications) in our dataset. In a sensitivity analysis,

we adjusted for APOE4 or ancestry. See supplementary methods for more details.

For each statistical analysis, we performed firth logistic regression with status (EOAD vs controls or all
AD vs CTRL) as dependent variable. The independent variable was either the dosage information
(transcript copy number by individual), the presence/absence of a deletion (or duplication) as binary
information or the presence/absence of a LOF variant in the gene (SNVs/indel or deletion-CNV), as a

binary variable. More information about models is available in supplemental methods. At the
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transcript and gene levels, all analyses were performed on a specific subset of individuals with available
information relative to the transcript or the gene, i.e. individuals without missing information in the

copy number matrix.

As many tests were performed twice or more because of the similarity of most of the transcripts-
affecting CNVs, we gathered all transcripts-based tests of a given gene into one test if they all showed
the same number of CNVs carriers leading thus to the same p-value, and counted separately the tests
for transcripts with different numbers of CNVs carriers. We set a threshold at FDR=10% in the dosage

analysis (EOAD-controls, primary outcome) to consider the signals as suggestive.

Finally, we performed a cumulate CNV analysis of all transcripts based on list of genes of interest. For
that purpose, we compared carriers and non-carriers of CNVs encompassing genes associated with AD
in GWAS[4], as well as genes having function in AB network[37]. To overcome the variability in
sequencing techniques, we excluded from this analysis all transcripts with a significant differential

missingness between disease status (p<10~ in a khi2 test).

Given the previous knowledge obtained in gene-based rare variant analyses showing a larger effect
among EOAD cases and given the expected extreme rarity of CNVs limiting power, we decided to (i)
set the EOAD cases versus controls as the primary analysis, (ii) to perform a dosage analysis, (iii) at the
transcript level. To perform an EOAD cases vs controls transcript-based association study on protein-
coding genes using a dosage strategy as the primary endpoint, we worked on the fusion of set A and
set B and used rare partial and complete deletions and complete duplications. Dosage analyses were
restricted to transcripts overlapping at least four CNVs (including at least one deletion and one
complete duplication) in our dataset and to the subset of individuals with available information relative
to the transcript or the gene, i.e. individuals without missing information in the copy number matrix.
Because of the rarity of CNVs, association was tested via firth logistic regression with status (EOAD vs
controls) as dependent variable and dosage information (transcript copy number by individual) as
independent variable. Since many tests were performed twice or more because of the similarity of
most of the transcripts-affecting CNVs, we gathered all transcripts-based tests of a given gene into one
test if they all showed the same number of CNVs carriers leading thus to the same p-value, and counted
separately the tests for transcripts with different numbers of CNVs carriers. We set a threshold at

FDR=10% in this dosage EOAD analysis to consider signals as suggestive.
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Several complementary analyses were implemented. For the sake of information, we show the results
obtained similarly when comparing dosages between all AD and controls. Also, to better understand
the signal identified in the dosage analysis and to further assess the hypothesis that AD-associated
genes may be affected by rare CNVs, we performed (i) transcript-based analyses in a deletions-only
(full and partial deletions, on set A) and complete duplications-only (on set B) and (ii) a gene-based
analysis of loss-of-function variants (deletion-CNVs plus truncating SNVs/indels, see supplementary
methods) in a list of AD-associated genes in a GWAS study[4] and in our latest rare variants gene-based
case-control study[5] and among the genes prioritized by the dosage analysis. For deletions
(respectively duplications) analyses at transcript level, regression was performed for each transcript
from set A (resp. B) overlapping at least four deletions (resp. complete duplications) in our dataset. In

a sensitivity analysis, we adjusted for APOE4 or ancestry. See supplementary methods for more details.

Finally, we performed a cumulate CNV analysis of all transcripts based on list of genes of interest. For
that purpose, we compared EOAD versus controls in a model focusing on CNVs encompassing genes
associated with AD in GWAS[4], as well as genes having function in AR network[37]. To overcome the
variability in sequencing techniques, we excluded all transcripts with a significant differential

missingness between disease status (p<107 in a khi2 test) from this analysis. (Supplemental methods)

CNV confirmation

The main analysis provided a list of prioritized transcripts/genes. Each transcript with an FDR below
10% was carefully checked in the UCSC genome browser showing all filtered and unfiltered CNVs
separately at each transcript of interest, in cases and controls, along with the study and the capture
kit information (Figure S5 to S9). This allowed us to detect signals driven by genes overlapping with
repeats or duplicated gene in the genome despite CNVs did not overlap the 50% threshold set for
repeats in the filtration steps, or genes for which the signal dosage analysis was driven by deletions
whereas the transcript was not in set A, thus not relevant. We then removed the candidate transcripts

from the prioritized list as well as loci were a CNV was not orthogonally confirmed.

From each locus prioritized in the main analysis, we performed targeted validation of CNVs when DNA
was available to us, using either ddPCR as previously described [30][38] or Quantitative Multiplex PCR
of Short Fluorescent fragments (QMPSF)[39].
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RESULTS
Detection of CNVs from exome sequencing data of 22,319 individuals
Dataset, CNV calling and QC

We initially included 22,319 exomes from previously described dataset[5] (4,150 EOAD, 8,519 LOAD
and 9,650 controls). A detailed description is available in supplementary information, Table S1 and

summarized in Table 2.

Following QC, we excluded 148 samples with excessive calls (> 50), 55 carriers of large likely somatic
CNVs (26 controls, 29 LOAD cases, 1 EOAD case, see supplementary information, Table S2), and 6
samples with biased amplification due to a custom kit. There was no significant difference when
comparing large likely somatic CNVs between all cases and controls. Moreover, likely somatic CNVs are
linked to age at last visit (used as a proxy for age at blood sampling) and not to AD status (logistic
regression; Age: OR=1.0001, SE=2.9E-5, p-value=1.14E-5; AD status: OR=1.0009, SE=7.39E-4, p-
value=0.24). This suggests that such events are likely linked to clonal hematopoiesis and should thus

be excluded from our germline CNV analysis study.

Among the 22,110 remaining individuals, we detected 261,190 CNVs. After excluding common CNVs
and those overlapping with segmental duplication regions (see Supplementary Method), we first kept
in our analyses a total of 61,053 rare CNVs including 24,262 duplications and 36,791 deletions (Table
2, Figure 1).

We provide as a supplement a catalog of genes with partial/full deletions and duplications and

frequencies among EOAD cases, LOAD cases, and controls.
Detection of Mendelian pathogenic CNVs

We observed 10 carriers of a complete duplication of APP, all with EOAD (mean AAO = 49.6 years, SD
= 5.4, range: 43 to 58, 3 were previously reported[40], [41]) and 6 carriers of a complete duplication of
MAPT, thus leading to a diagnosis a primary tauopathy (mean AAO = 58.2 years, SD = 14.9, range: 45
to 87). In addition, one patient carried a partial in-frame deletion in PSEN1 (AAO=56 years old) (already
reported[13]). Of note, no carrier of a deletion of the GRN or any other AD differential gene was
detected, with the exception of MAPT duplication carriers, some of them having been described

previously[33], [42]. All pathogenic CNV carriers are reported in Table 1.

Case-control analyses
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CNV analysis on the discovery exome sequencing dataset

After QC and exclusion of Mendelian CNV carriers, we kept 22,093 samples for case-control analyses,
including 12,552 cases (4,077 EOAD, 8,457 LOAD) and 9,559 controls and a total of 45,964 rare CNVs
overlapping >2 targets, outside of segmental duplication regions and affecting at least 1 coding

transcript as described in RefSeq (23,134 deletions and 22,830 duplications).

To perform analyses based on transcript information, we focused on two sets of transcripts. Of 61,238
Refseq autosomic transcripts of 18,426 genes, set A contains 58,602 non-haplosufficient transcripts
(related to 17,302 genes), of which 3305 (1043 genes) are affected by at least four deletions. Set B
contains 60,220 non-triplosufficient transcripts (17,921 genes), of which 3392 (1252 genes) are
affected by at least four complete duplications. The fusion of sets A and B contains 60,633 transcripts
(18,141 genes), including 4997 transcripts (1717 genes) affected by at least four CNVs (including at

least one deletion and one complete duplication).

CNV-dosage EOAD-control analysis

Dosage analysis prioritized 55 transcripts from 20 genes with FDR <10% (Table 3 displaying one
transcript per gene when several transcripts exhibit the same p-values). Three genes were then
excluded because they either overlapped with repeats or duplicated regions in the genome or the
signal was driven by deletions and the transcript was not in set A (corresponding to non-
haplosufficient transcripts). Of the 44 remaining transcripts from 18 genes, five independent loci were
identified, as 13 genes mapped to the 22q11.2 region (FDR=0.0271 to 0.0386), and 2 other contiguous
genes mapped to chromosome 19g13.32 (FDR=0.0271 to 0.0412).

The 22q11.2 region is known as a locus with rare recurrent deletions and duplications driven by non-
allelic homologous recombination (NAHR) through low copy repeats (LCR) labelled LCR 22A, 22B, 22C,
22D and 22E (Figure S5). The region where all transcripts with FDR<10% clustered is located between
LCR 22B and 22D, which do not encompass the critical region for Di-George (velo-cardio-facial) 22q11.2
microdeletion syndrome (22A-22B including TBX1). Similar LCR 22B-22D deletions are often labelled
central deletions and considered as a risk factor for developmental disorders, with incomplete
penetrance and variable expression[43], [44]. We observed deletions in this region in 4 EOAD cases,
and this region was also prioritized in the deletion-only analysis (Table S4 displaying the top transcripts

in the deletion-only analysis with FDR<20%). Of note, while 3/4 EOAD cases exhibited a central deletion
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only, the fourth EOAD case actually carried a larger LCR 22A-22D deletion, typical of DiGeorge
syndrome. This case has no specific history of learning disabilities or neurodevelopmental disorders,
but he was born with congenital heart disease, without any other known features of this syndrome.
He presented first signs of cognitive impairment at the age of 43 and the diagnosis was confirmed with
AD CSF biomarkers (AB42, Tau, and 181-P-Tau levels all in abnormal ranges). DNA analysis using dPCR
in the patient confirmed the presence of the deletion. DNA from both unaffected parents was available
and the deletion was absent, which, after parenthood confirmation using informative polymorphisms,
allowed us to identify that the deletion occurred de novo in the proband (Figure S5). DNA of one of
the other three EOAD cases, carrying a central deletion, was also available and we confirmed the

presence of the deletion by ddPCR.

Interestingly, a smaller deletion was found in a LOAD case (LCR 22C-22D) and, strikingly, duplications
mirroring the LCR 22A-22D or the 22B-22D deletions, or affecting the 22C-22D or 22C to 22E regions,
were observed in 8 to 10 controls (depending on the CNV coordinates) and in 4 to 5 LOAD cases (Figure
S5), although the duplication signal was not significant enough to reach the 20% FDR threshold in the
duplication-only analysis (Table S5). Overall, this suggests a strong dosage effect with deletions
possibly increasing AD risk and duplications possibly decreasing the risk or delaying ages at onset. Of
note, DNA from 2 carriers of deletions was available and all CNVs that could be assessed were

confirmed.

Overall, the region with highest level of association based on deletions in EOAD cases was the LCR 22B-
22D region, as was the case for the dosage analysis, including the mirror duplications. If considering all
rare CNVs from this locus, a smaller minimal region could be defined between LCR 22C and 22D but
this would be based on a single LOAD case and a single control. Thus, we consider that the region of

interest, to be replicated and refined, remains the LCR 22B-22D region.

Another locus was identified with two contiguous genes involved, namely ERCC2 (p-value=1.09E-4,
FDR=0.0271) and KLC3 (p-value=4.28E-4, FDR=0.0412). Most of the duplications at this locus shared
similar coordinates, also encompassing the PPP1R13L gene but transcripts of this gene were not
considered in the analysis because they were not predicted to be entirely duplicated (Figure S6). This
locus is located on chromosome 19g13.32, ~440-kb away from the APOE gene. Despite showing
FDR<10% in the dosage analysis, the signal was clearly driven by an enrichment of complete
duplications in cases with an EOAD>LOAD>controls pattern. We observed that the duplications were

significantly more frequently carried by APOE4+ individuals, independently of the disease status (Table
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S6), suggesting that rare duplications may have occurred on an APOE4-linked haplotype. Consistent
with this hypothesis, the association signal did not remain significant after adjusting for APOE-€4
dosage (1.58 [0.85 — 2.99] p=0.148) while such adjustment did not change the results on the other
transcripts (Table S7). Of note, DNA from 12 carriers was available and duplications were confirmed in

all of them.

In addition to these two multi-gene loci, three single-gene loci showed FDR<10%, namely MBL2
(FDR=0.0271), FADS6 (FDR=0.0271) and ADI1 (FDR=0.0916). For MBL2 and FADS6, the dosage signal
was mainly driven by deletions. MBL2 deletions appeared to be enriched in controls whereas FADS6
deletions appeared to be enriched in EOAD cases (Supplemental information, Figures S7, S9). However,
enrichment observed for MBL2 did not remain after adjusting for ancestry (Supplemental results,
Figure S). For ADI1, complete duplications appeared to be enriched in cases (Supplemental
information, Figure S8). DNA from 12 carriers (1 MBL2 carrier, 1 ADI1 and 10 FASD6) was available and

CNVs were confirmed in 11 of them.

Joint CNV and loss-of-function indels and SNVs analyses

Then, we hypothesized that the signal driven by deletions could be reinforced by LOF SNVs and indels
or that such small variants could help refine genes of interest at the 22g11.2 locus. We thus performed
a joint analysis of CNVs (deletions only) with LOF SNVs and indels among (i) the genes belonging to the

prioritized loci in the dosage analysis and (ii) a list of AD-associated genes.

Among the candidate loci identified above, the signal seemed to be driven by duplications in cases for
ADI1 and the ERCC2-KLC3 genes, and there was no LOF association overall in the joint analysis, which
is consistent with the ERCC2-KLC3 duplications found as enriched in APOE4+ individuals, thus not
directly linked to these genes. No LOF SNV/indel was identified in the FADS6 gene.

In the 22g11.2 central deletion locus with 13 genes involved, the joint LOF analysis trended to narrow
the locus of interest to SCARF2, MED15 and KLHL22. Although the added LOF SNV/indels did not
significantly reinforce these genes, with a single splice site short delins in SCARF2 in an EOAD case
(NM_153334.4:c.1424+1_1424+2delinsTC) and 2 MED15 LOF SNV/indel variants in 2 LOAD cases (one
nonsense, one frameshift 1-bp deletion), and no control carrying LOF SNV/indels (as for deletions), but
all the other genes appeared as less significant now with a few LOF variant carriers in controls and not

significantly more in cases.
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We then focused on known AD-associated genes. Among them, we identified a significant enrichment
of LOF variants of ABCA1 (uncorrected p=0.0002) and confirmed the association of ABCA7 LOF variants
(p=0.0006), now adding deletion-CNVs to the known association of ABCA7 LOF variants with AD[45],
while the CTSB gene, a GWAS locus, also appeared as a candidate (p=0.0089). In ABCA1, we observed
3 carriers of 3 distinct deletions in ABCA1, impacting respectively exons 16 to 18, 32 to 34 and 47 to 50
(Figure S11). All were EOAD patients (AAO: 49, 51 and 55). The joint OR of ABCA1 LOF variants was
5.77 [2.25-17.06], suggesting that LOF of ABCA1 is a moderate EOAD risk factor, while burden tests
gathering LOF SNV/indels with missense variants showed more modest odds ratios[5]. Overall, LOF
variants in ABCA1 remained extremely rare with only 13 EOAD cases (0.32%), 12 LOAD (0.14%) and 5
controls (0.05%) carrying such a variant and deletions represented 10% (3/30) of the LOF alleles of this
gene. Deletions in ABCA7 were observed in 4 EOAD cases (0.09%), 3 LOAD (0.04%) and 3 controls
(0.03%). They represented 8.6% (10/115) of the LOF alleles of this gene, whereas a complete
duplication of ABCA7 was observed in one control (0.01%) and 2 LOAD cases (0.02%) (Figure S10).
Deletions did not affect the order of magnitude of known AD or EOAD association of ABCA7 with LOF
variants in terms of OR, given the higher frequency of ABCA7 LOF variants overall. DNA was available

for all 3 ABCA1 and 2 ABCA7 deletion carriers and confirmed the existence of each deletion.

Interestingly, LOF variants of MAF, PLEKHA1 and EPDR1 genes (incl. one deletion for each gene) were
only detected in controls, leading to the hypothesis of a protective effect of LOF of these genes, which
cannot be confirmed here as such events are extremely rare (Table S8, Figure S13). CTSB and APH1B
genes CNVs suggested a mirror effect with deletions of these genes observed in EOAD patients only
whereas duplications were observed in controls only; although these genes did not appear in the top
10% FDR in the primary analysis. Extending the analysis of these genes to LOAD, we observed 4 LOAD
patients carrying a deletion of CTSB as well as 1 LOAD patients (AAO=90) carrying a duplication (Figure

$12). Of note, there were no carrier of CNV encompassing APH1B gene among LOAD.

Cumulate CNV analysis of all transcripts

Considering CNVs overall in all transcripts from sets A and B, EOAD patients were more likely to carry
at least one deleted and one duplicated gene than controls (deletion: OR=1.15 [1.06;1.23], p-
value=0.0003; duplication: OR=1.10[1.02;1.19], p-value=0.0125). Restricting the analysis to the GWAS
list of genes, difference between EOAD and controls increased for deletions (OR=2.67 [1.51;4.74], p-

value=0.0008) whereas the difference trended to be reversed for duplications (OR=0.58 [0.30;1.04], p-
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value=0.0690) suggesting that a deletion in the GWAS list of genes might be a risk factor for EOAD, that
full duplications of some of these genes could be protective (Table S13), and that duplications in other
genes remain to be identified. Finally, analysis of the A network list of genes suggested that having a
deletion encompassing genes from this list might increase the risk for EOAD (OR=1.44 [1.09;1.90],
p=0.0114), and more particularly genes involved in the processing and trafficking of APP and genes
involved in calcium homeostasis (OR=1.64 [1.04;2.57], p=0.0336 and OR=16.42 [1.59;2208.35],

p=0.0161, respectively).

DISCUSSION

In this study, we managed to detect and analyze jointly CNVs from a heterogeneous exome dataset of
22,319 individuals. We propose a quality control (QC) and analysis strategy based first on an extensive
individual and sample QC from previous work[5] and, second, on CNV-specific features. Our QC
allowed us to obtain a dataset harmonized at the transcript level that allowed (i) the identification of
high-quality CNV calls in known AD genes (Mendelian and risk factor genes) and (ii) identification of

candidate loci, despite the extreme rarity of the individual CNVs under study.

Rare CNVs are a known mechanism for Mendelian disorder since decades in the context of multiple
diverse human disorders (e.g. [46]-[48]) and this includes neurodegenerative disorders. Duplications
or triplications of the SNCA gene are responsible from autosomal dominant Parkinson disease or
Dementia with Lewy Bodies[34], for example, and APP duplications or triplications, from Alzheimer
disease with or without cerebral amyloid angiopathy [11], [49]. However, in most Mendelian
neurodegenerative disorders, CNVs represent an extremely rare mechanism. For example, only one
APP triplication has been reported so far [49] while APP duplications represent 9% of all solved
autosomal dominant EOAD families in our series (update data from [50]). In addition to 10 APP
duplications (7 novel), we identified 6 MAPT duplications in this dataset (2 novel), confirming that
certain presentations of this heterogeneous primary tauopathy can mimic AD clinically and represents
a differential diagnosis [51]. We did not detect any CNV in other dementia genes causing AD-like
phenotypes, such as GRN, where we know that deletions also represent a low proportion of pathogenic

alleles[52].

In line with Mendelian dementia genes, we show here that CNVs are also an extremely rare mechanism

leading to a loss of function (LOF) of AD risk genes ABCA1 and ABCA7. In ABCA7, where the burden of
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LOF SNV/indels is known to be associated with AD, joint analysis of CNVs and LOF SNV/indels did not
modify the odds ratios much, remaining in the order of magnitude of 2 to 3 [5], [53], because (i) LOF
alleles are not so rare (0.37% in controls; 0.86% in EOAD cases) and (ii) CNVs represented only 8.6% of
all LOF alleles in the joint analysis. In ABCA1, where LOF variants are much rarer, we identified three
distinct deletions, adding up to 27 LOF SNVs/indels. Deletions thus represent 10% of all LOF alleles.
This analysis on ABCA1 now allows us to consider LOF of ABCA1 as a stronger risk factor for EOAD, as
compared to the known average odds ratios obtained by gathering LOF variants with missense,
predicted damaging variants (OR=2.2 [1.6;2.9] for LOF SNV/indels and missense variants with REVEL
score >0.75 in Holstege et al.,[5] and OR=5.77 [2.25;17.06] here in the joint LOF SNV/indels/CNV
analysis). These results suggest that (i) some CNVs represent an extremely rare mechanism increasing
the risk of AD but also that (ii) at the individual level, given the effect on AD risk of such LOF alleles,
CNVs should not be ignored. Although risk variants are not used for genetic counseling, they may be

used for the future of AD prevention in the context of precision medicine, along with other factors.

In our analysis, we identified several novel candidate loci. Of note, one of these novel suggestive
associations pointed to the APOE locus, which was not expected from a rare CNV analysis. However,
this unexpected result, suggesting that rare duplications occurred on an APOE4-associated haplotype,
further strengthen the validity of our global analysis. It is also a rare example of a rare recurrent CNV
in linkage disequilibrium with a common GWAS locus, highlighting that this type of event can actually

happen and should be considered in genome-wide analyses.

In the analysis at the protein-coding genome level, we identified an enrichment of deletions and of
duplications in cases. After focusing on the GWAS list of genes, the signal based on duplications
trended to be reversed. This suggests that additional genes, not identified here, may play a role in AD
determinism, and this highlights a limitation of analyzing CNVs at the protein-coding genome or gene-
list level, as increasing expression or decreasing expression of genes may show opposite effects on AD
pathophysiology. For example, APP, ABCA7 and ABCA1 are all AD GWAS hits, but gathering their effect
into a same analysis (if APP duplications would not be excluded prior to case-control studies), would
lead to non-interpretable results, as duplications of APP are expected to be enriched in cases but,
conversely, deletions of ABCA1 or ABCA7 are expected to be enriched in cases. Similarly, we

investigated genes related to the AP network. Although deletions suggestively contribute to AD, signal
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is probably confused by opposite effects of an expression decrease of these genes on AD. Overall, our
analysis suggest that additional genes remain to be identified despite power limitations when working

with rare CNVs.

Among the loci of interest, one of the strongest signals was the 22q11.2 locus. This unexpected finding
remains to be replicated. This signal was suggestive in the dosage analysis, with deletions in cases and
duplications in controls, and remained suggestive in the deletions-only analysis. This suggests that
some genes may influence AD risk or age at onset. Of note, carriers of the so-called central 22¢g11.2
deletion have a higher risk of neurodevelopmental disorders [43], [44], as do the carriers of the full
22q11.2 deletion with higher penetrance (DiGeorge syndrome). Thus, one could hypothesize that
carriers may have a lower cognitive reserve, even if not reaching the threshold for a formal diagnosis
of a neurodevelopmental disorder, but still sufficient to decrease the age at onset in the carriers[54]—
[56]. Another hypothesis is that there would be genes influencing the pathophysiology of AD in this
region. There is no gene obviously linked to AD mechanisms here, but we can still hypothesize that
genes like MED15 or SCARF2 may be related somehow to AD pathophysiology. SCARF2 encodes a
scavenger receptor (class F scavenger receptor family) expressed in the brain and in macrophages.
Although a scavenger receptor role for SCARF2 is yet to be demonstrated, contrary to other members
of this family including SCARF1, another member of this family, MEGF10, has been shown to be a
receptor for AB in the brain [57], [58]. MED15 is also expressed in the brain and belongs to a family of
proteins related to other genes’ expression, including inflammation and TGFB and SMAD2/3 signal

transduction, both involved in AD pathophysiology [59].

Here, we used a large existing dataset of exome sequencing data. Whole genome sequencing (WGS)
with short reads may also be used to replicate such findings, although at a high computational cost.
Such an analysis has been recently run on WGS of 6,646 AD cases (average age at onset: 74.6 years)
and 6,938 controls from the ADSP consortium [60], [61]. A moderate but significant burden of (coding
and non-coding) of CNVs was associated with AD status overall and appeared higher for rarest events
(singletons). In addition, an aggregated analysis of structural variants affecting a list of known AD genes
also unveiled an association with AD status. Interestingly, these structural variants included one coding
partial deletion of SORL1 and 5 coding partial deletions of ABCA7 (all in cases), among a few other

genes of interest. None of the CNVs was significantly associated with AD due to power limitations.
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Interestingly, non-coding structural variants, which are not detectable by exome sequencing, were also
analyzed, prioritizing for example an intronic deletion in the ADD3 gene (11 cases and no control) and
another intronic deletion in the ITPR2 gene (33 cases, 7 controls), suggesting that increasing sample

sizes with WGS data should unveil novel associations.

Novel long read sequencing technologies may also offer new opportunities. In addition to deletions
and duplications, such novel technologies will enable the analysis of mobile element insertions, repeat
variations, and balanced structural variants with an unprecedented accuracy [62], [63]. However,
sequencing costs remain very high, limiting the expectations that we can have from such a promising

technology given the rarity of the events with a putatively strong effect.

In conclusion, we conducted an exome-wide CNV screen from sequencing data and identified ultra-
rare CNVs that contribute to AD risk. Beyond autosomal dominant known CNVs, we highlight rare
deletions in ABCA1 and ABCA7 as participating to AD risk in carriers and we identify candidate loci that
will require replication in larger datasets, such as CTSB and the 22q11.2 central region. While additional
CNVs may contribute to AD risk, as suggested by the gene-list and protein-coding genome-wide
analyses, CNVs remain extremely rare events. We used a transcript point of view to reduce the
recurrence issue at the CNV level and to reduce the heterogeneity among datasets, but the rarity of
such events remains an issue even in datasets as large as the one used here. Finally, we provide here
a catalog of genes with rare CNVs in EOAD, LOAD and controls, which can be reused for meta-analyses

and combination with other datasets.
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WES samples from ADES-ADSP,
described in Holstege et al.
restricted to individuals passing their QC (pathogenic CNV carriers not excluded) and
being included in a CNV-Calling-batch of 50+ individuals

Individual QC

Samples with =50 calls Large CNV carriers Suspected overamplification Mendelian disease
of CNVs (suspected somatic events) or contamination CNV carriers

(N=148) 22,171 Li==g 22,116 (N=6) 22,110 L=l 22,093
4,150 EOAD 4,099 EQAD 4,098 EOAD 4,093 EQAD 4,077 EOAD

8,519 LOAD 8,487 LOAD 8,459 LOAD 8,458 LOAD 8,457 LOAD
. 9,650 Controls 9,585 Controls 9,559 Controls 9,559 Controls 9,559 Controls

CNV QC
e CNV affecting CNV affecting Segmental Duplication
none transcript only one target Regions Common CNVs
(N=8,590) (N=6,499) (N=130,531) (N=69,100)

45,964 61,053 191,584
23,134 deletions
22,830 duplications 23,783 duplications 24,262 duplications 50,637 duplications

Figure 1: Quality Check (QC) pipeline
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Sample Cohort AAD Gender CNV coordinate HGVS nomenclature Gene Event
ALZ-0596-001" ADES-FR 50 Male chr17:43679169-44145099 NC_000017.10:g.43585921_44159772dup MAPT complete duplication
ALZ-0441-005" ADES-FR 45  Male chr17:43717946-44364336 NC_000017.10:g.43679455_44363695dup MAPT complete duplication
EXT-1114-001" ADES-FR 54 Female chr17:43679164-44364341 NC_000017.10:g.43585926_44408484dup MAPT complete duplication
ROU-1373-001" ADES-FR 54 Male chr17:43717946-44159945 NC_000017.10:2.43679455_44172015dup MAPT complete duplication
SCA5A00007a PERADES 59 Female chrl7:43679204-44159910 NC_000017.10:2.43611648 44171922dup MAPT complete duplication
C-FH5-51259 ADSP 87 Female chr17:43898720-44101538 NC_000017.10:2.43893949_44108840dup MAPT complete duplication
EXT-0814-001° ADES-FR 54 Female chr21:22370838-28338704 NC_000021.8:2.20058403_30248689dup APP  complete duplication
EXT-0773-001%* ADES-FR 44 Male chr21:26946242-31066399 NC_000021.8:2.22910384_31233900dup APP  complete duplication
EXT-0857-001° ADES-FR 56 Male chr21:26946246-28338704 NC_000021.8:2.22910379_30248689dup APP  complete duplication
FR16640974 Netherlands Brain Bank 47 Male chr21:22370838-28338827 NC_000021.8:£.20230358_30248689dup APP complete duplication
IW_Cardiff TE17A00020a DS1 PERADES 45 Male chr21:27056123-28338719 NC 000021.8:2.27012218 30248703dup APP complete duplication
20732 PERADES 53 Female chr21:27062175-27484514 NC_000021.8:2.27056277 27512460dup APP complete duplication
CH32A00027a PERADES 54 Female chr21:27066065-28338719 NC_000021.8:5.27062287-30248703dup APP complete duplication
09D04764 ADC-Amsterdam 30 Male chr21:26541838-29645932 NC_000021.8:g25725527_30248655dup APP complete duplication
10005060 ADC-Amsterdam 43 Female chr21:27253167-27542996 NC_000021.8:2.27142399 27840733dup APP complete duplication
5ID14617 AgeCoDe-UKBonn 46 Female chr21:26946221-27542992 NC_000021.8:g.25725527 27840779dup APP complete duplication
EXT-0313-001° ADES-FR 56 Male chr14:73672981-73678665 NC_000014.8:g.73664857_73683810del PSEN1 deletion exon 5-10

Table 1. Mendelien pathogenic CNVs

AAD: Age at onset, CNV: copy number variant, HGVS: Human Genome Variation Society; in bold: novel
" reported in Le Guennec et al., Mol Psychiatry, 2017

? reported in Le Guennec et al., Neurobiol Dis, 2017

* reported in Lanoiselée et al., PLoS Med, 2017

“* reported in Rovelet-Lecrux et al., Mol Psychiatry, 2015

EOAD LOAD All AD Controls

N 4,077 8,457 12,534 9.559
Age y mean (SD)" 58.43 (5.09) 77.90 (7.48) 71.38 (11.42) 8136 (12.28)
Gender N (%)

males 1814 (44 5%) 3307 (39.1%) 5121 (40.9%) 4147 (43 .4%)

females 2263 (55.5%) 5150 (60.9%) 7413 (59.1%) 5412 (56.6%)
APOE N (%)?

E4-non carriers 1704 (41.9%) 4640 (54.9%) 6344 (50.7%) 7535 (79.6%)

E4-heterozygous 1699 (41.7%) 3417 (40.3%) 5116 (40.9%) 1830 (19.3%)

E4-homozygous 668 (16.4%) 390 (4.6%) 1058 (8.4%) 101 (1.1%)

N. deletions mean * SD (range)
Deletion size in bp mean (range)

N. duplications mean * SD (range)
Duplication size in bp mean (range)

1.1841.75 (0 - 35) 1.0041.38(0-35) 1.06 +1.51 (0 - 35) 1.03 +1.41 (0- 32)
36,788 (187 - 2,860,014) 37,750 (129 - 7,103,184} 37,401 (129-7,103,184) 35,299 (146 - 8,273,974)
1.0541.25 (0 - 23) 1.0241.37(0-36) 1.04 +1.33 (0 - 36) 1.02 +1.37 (0- 33)
91,540 (129 - 4,847,347) 89,421 (75 - 4,809,978) 90,141 (75 - 4,847,347) 89,974 (75 - 4,840,509)

Table 2. Description of individuals included in case-control analysis

N: number, y: years, SD: standard deviation, bp: base pairs, EOAD: early onset Alzheimer disease, LOAD: late onset Alzheimer disease
"AAO for cases and age at last exam/inclusion for controls. Age is missing for 373 LOAD and 256 controls

*APOE genotype is missing for 6 EOAD, 10 LOAD and 93 controls
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Ntotal N carriers of CNVs (DEL/DUP Dosage analysis Deletion lysi: Duplication lysi
EOAD vs CTRL EOAD vs CTRL EOAD vs CTRL
Chr Gene EOAD LOAD CTRL| EOAD LOAD CTRL OR [95%CI]* p-value?* FDR OR [95%CI] p-value OR [95%CT] p-value Transcripts
1 PRAMEF26* | 2011 7302 6461 | 8(8/0) 2(2/0) 2(1/1) | 008[0,01:0,34] 2,88E-04 320E-02| 12,61 [2,84;11846]  3.96E-04 0,74 [0,005:13,87] 8,50E-01 NM_001306072.
2 ADI1 4077 8457 9559 | 5(0/5) 1(0/1) 1(1./0) [26.58[3.06:;3482.37] 1,05E-03 9,16E-02| (.78 [0,005 ; 14.65] 8.78E-01 25,82 [2.93 ; 3380.88] 1.40E-03 NM_001306077.2 ; NM_018269.4
g8 MTUS1** 4077 8457 9559 | 54 (54/0) 38 (371) 3T7(3T0) 0,47 [0,33;0,66] 1,95E-05 2,71E-02| related transcripts are not in set A no duplication in EOAD nor in CTRL NM_00 Ho”ﬁwwwmwﬁwwoww“wﬂ”m%MM.WMI%HQMMQwomwM“
10 MEBL2 4077 8457 9539 [ 2(2/0) 23(25/0) 45(44/1)| 576[2.22;21.16] 544E-05 2,71E-02| 0,13 [0,02:0,39] 2,02E-05 0,78 [0,005;14,65] 8.78E-01 NM_000242.3; NM_001378373.1; NM_001378374.1
17 FADS6 4077 8457 9559 |16(15/1) 11(11/0y 3(5/0) 0,19 [0,07;0.45] 1,65E-04 2,T1E-02| 6,61 [2,64;19,28] 3,45E-05 7,04 [0,38 ; 1026,65] 1.89E-01 NM_178128.6
19 PLINA** 4077 8457 9559 |20(16/1) 10(10/0) 12(12/0)( 031[0,15:0,61] 838E-04 7.66E-02| related transcripts are notinsetA| 367[1.82:7 2.83E-04 uﬂ?mlocHuuw‘www@wwm?wmm%%w.m”“mwHMWIWMIQM.OMumummo.H ;
19 KLC3 4077 8457 9530 |24(1/23) 33 (1/32) 16(0/16)| 3.06[1,65:5,79] 428E-04 4,12E.02| 7,04 [0,38;1026,65]  1,80E-01 3,35 [1,8:6,41] 1,5TE-04 NM_1774173
19 ERCC2 4077 8457 9559 |29(1/28) 43(2/41) 20(0/20) o . NM_001130867.2
~ : - ) 3.04[1,74:54] 109E-04 2,7T1E-02| 7,04 [0,38;1026,65]  1,89E-01 3,28 [1,86:5,56] 4,09E-05
19 ERCC2 4077 8457 9539 |20 (1/28) 42 (2/40) 20(0/20) NM_000400 4
22 IZNFT4 4077 8437 9539 | 4(4/0) 4(0/4) 9(0/9) | 0,04[0,0003;029] 2,71E-04 329E-02(21,12 [2,25:2799,03] 0,12 [0,001:0,87] 4,58E-02 zu_H\ooBmmumw.ﬂwﬂzmmﬁwmmwmzV_H\oStm.ﬁ
22 SCARF2 4077 8457 9559 | 4(4/0) 4(0/4) 9(0/9) [ 0.04[0.,0003;029] 2,71E-04 3.20E-02|21,12 [2,25:2799.03] 0.12 [0,001:0,97] 4,58E-02 NM_153334.7; NM_1828955
22 KLHL22 4077 8457 9539 | 4(4/0) 4(0/4) 8(0/8) | 0,04[0,0003;030] 3.80E-04 3.86E-02(21,12 [2,25:2799,03] 0,14 [0,001:1,10] 6,57TE-02 NM_032775.4
< . - - - NM_001003891.3; NM _001293234.2; NM_001293235.2;
22 MEDI15 4077 8457 9539 [ 4(4/0) 4(0/4) 9(0/%) | 0,04[0,0003;029] 2,71E-04 3,20E-02|21,12 [2,25;2799,03] 0,12 [0,001;0,97] 4.58E-02 NM_001203236.2; NM_001293237.2; NM_015889.5
22 PHHEA 4077 8457 9339 [ 4(4/0) 6(1/53) 10(0/10j| 0,03[0,0003;028] 192E-04 2,71E-02|21,12 [2,25;2799,03] 0,11 [0,001;0,87] 3.19E-02 NM_001362862.2; NM_001362863.2; NM_038004 4
22 SERPIND1 4077 B457 9539 [ 4(4/0)  6(1/5) 10(0/10)| 0,03 [0,0003;028] 192E-04 2,71E-02|21,12[2,25;2790,03] 0,11 [0,001:0,87] 3.19E-02 NM_000185.4
22 SNAP2I9 4077 8457 9559 | 4(4/0) 6(1/3) 10(0/10)( 0.03 [0.0003;0.28] 1,92E-04 2.71E-02|21,12 [2,25:2799.03] 0,11 [0,001:0.87] 3,19E-02 NM_004782.4
22 CRKL 4077 8457 9539 | 4(4/0) 6(1/5) 10(0/10)| 0,03 [0,0003;028] 192E-04 2,71E-02(21,12 [2,25:2799,03] 0.11 [0,001:0,87] 3,19E-02 NM_005207 4
22 LZTRI1 4077 8457 9559 | 4(4/0) 6(1/3) 10(0/10)( 0.03 [0.,0003;0.28] 1,92E-04 2.71E-02|21,12 [2,25:2799.03] 0,11 [0,001:0.87] 3,19E-02 NM_006767.4
22 THAPT 4077 8457 9539 | 4(4/0)  6(1/5) 10(0/10)| 0,03[0,0003;028] 152E-04 2,71E-02|21,12 [2,25;2799,03] 0,11 [0,001;0,87] 3.19E-02 NM_030573.3; NM_001008695.1
NM_001159554.2; NM_001349874.2; NM_001349875.2;
22 PIRXé 4077 8457 9559 | 4(4/0) 6(1/3) 10(0/10)( 0.03 [0,0003;0.28] 1,92E-04 2,71E-02|21,12 [2,25;2799,03] 0,11 [0,001:0.87] 3,19E-02 %MHMNHNMMMM w MMHMWNW“H“” %MHMMHWM“MWMM
NM_001394696.1; NM_001394697.1; NM_005446.5
22 SLCTA4 4077 8457 9539 | 4(4/0)  6(1/5) 10(0/10y| 0,03[0,0003;028] 1952E-04 2,71E-02|21,12 [2,25;2799,03] 0,11 [0,001;0,87] 3.19E-02 NM_004173.3
22 LRRCT4B 3917 7799 8016 | 4(¢4/0) 6(1/5) 10(0/10)| 0,04 [0.0003;029] 1.86E-04 2. 7T1E-02)|18.44 [1,97:244322] 0,10 [0,001:0,75] 2.01E-02 NM_001291006.2

Table 3. Results from dosage analysis and subsequent analyses on deletions and duplications
Chr: chromosome; N: number, EDAD: early onset Alzheimer disease, LOAD: late onset Alzheimer disease; CTRL: controls
"OR should be interpreted for an increase of transcript copies by 1, i.e. a OR > 1 (resp. OR <1) means that
duplications (resp. deletions) are associated with a higher disease risk
*non adjusted p-values, selected based on FRD = 10%
* gene overlapping with repeats or duplicated gene in the genome (despite CNVs not overlapping >50% with repeats)
** gene for which the signal in dosage analysis is drived by deletion whereas transcripts are not in set A
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SUPPLEMENTAL METHODS

Sample descriptions

Cohorts

We included in our analysis a total of 22,319 samples with WES from Holstege et al [1], collected as
part of the Alzheimer Disease European Sequencing consortium (ADES) comprising studies from
Europe and of the Alzheimer Disease Sequencing Project (ADSP) comprising studies from the USA.
Cohorts are detailed in Holsetge et al [1]. In order to homogenize EOAD/LOAD categorization across
cohorts, we defined as EOAD, all cases with an age at onset (AAO) < 66 years or age at last visit < 66 if
AAO is missing. Cases without numerical information for age were considered as LOAD. Cohorts are

briefly described below.

All samples were selected following the quality control detailed in supplementary methods of Holstege
et al[1], except samples who carry a pathogenic CNV. We included the latter in our initial dataset and

excluded them later after a descriptive analysis of pathogenic CNVs found in our data set.

ADES-FR (Alzheimer Disease European Sequencing-France, France): WES of 1,731 cases (1,413 EOAD,
318 LOAD) and 1,017 controls recruited either at the French national reference center for young
Alzheimer Disease at Rouen (CNRMAJ-Rouen; PHRC-GMAJ and ECASCAD study), or through the

European Alzheimer’s Disease Initiative (EADI) consortium [2]or the French exome project (FREX)[3].

AgeCoDe-UKBonn (Aging, Cognition and Dementia in primary care, Germany): WES of 371 cases (99
EOAD, 272 LOAD) and 1 control from the combination of the German study “Aging, Cognition, and
dementia” (AgeCoDe)[4] and patients' recruitment at the interdisciplinary Memory Clinic of the
department of psychiatry and department of Neurology at the University Hospital in Bonn (UKBonn).
The control individual and all LOAD patients are from the AgeCoDe study and all had > 75 years of age

(AAO for cases, current age for control). EOAD cases were recruited through UKBonn cohort.

Barcelona-SPIN (Sant Pau Initiative on Neurodegeneration, Spain): WES of 50 EOAD patients and 9
controls recruited through the multimodal Sant Pau Initiative on Neurodegeneration (SPIN) cohort
(https://santpaumemoryunit.com/our-research/spin-cohort/) [5] and for which neuropathological

samples were obtained from the Neurological Tissue Bank of Biobanc-HospitalClinic-IDIBAPS.
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AC-EMC (Alzheimer center - Erasmus University Medical Center, The Netherlands): WES of 108 cases
(86 EOAD, 22 LOAD) from the Alzheimer center Erasmus MC cohort (AC-EMC) that are patients referred

to the Department of Neurology of the Erasmus Medical center of Rotterdam.

ERF (Erasmus Rucphen Family, The Netherlands): WES of 4 cases (1 EOAD, 3 LOAD) and 319 controls
from the Erasmus Rucphen Family (ERF) study, a family-based cohort study that is embedded in the

Genetic Research in Isolated Populations (GRIP) program in the Southwest of the Netherlands.

Rotterdam study (The Netherlands): WES of 366 cases (3 EOAD, 363 LOAD) and 1,514 controls
recruited in the prospective population-based cohort from Rotterdam study [6], focused on chronic

disabling conditions of the elderly[7].

ADC-Amsterdam (Amsterdam medical center, The Netherlands): WES of 762 cases (502 EOAD, 260
LOAD) and 303 controls from patients who visit the memory clinic of the Alzheimer center at the
Amsterdam University medical center [8]. Controls are individuals diagnosed with psychiatric and

subjective cognitive complaints.

Netherlands Brain Bank (The Netherlands): WES of 169 cases (51 EOAD, 118 LOAD) and 52 controls

obtained from DNA isolated from brain tissues.

100-plus Study (The Netherlands): WES of 64 LOAD patients (AAO > 100 years) and 282 controls = 100

years of age from the prospective cohort study of cognitively healthy centenarians [9].

EMIF-AD 90-plus Study (European Medical Information Framework for Alzheimer’s Disease, The

Netherlands): WES of 69 controls = 90 years of age [10].

CBC (Control Brain consortium, UK): WES of 111 cases (33 EOAD, 78 LOAD) and 250 controls derived
from brain banks in UK and USA [11].

PERADES (Defining Genetic, Polygenic and Environmental Risk for Alzheimer’s Disease using multiple
powerful cohorts, focused Epigenetics and Stem cell metabolomics UK): WES of 3,450 cases (1,110
EOAD, 2,340 LOAD) and 609 controls recruited across UK, Italy and Spain for the “Defining Genetic,

Polygenic and Environmental Risk for AD” study.

ADSP (American Alzheimer Disease Sequencing Project, USA): WES of 5,502 cases (817 EOAD, 4,685
LOAD) and 5,228 controls from the ADSP Discovery phase (stage 1 in Holstege et al) and the ADSP

Discovery extension and Augmentation phase (stage 2 in Holstege et al). Of note, controls from the
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Discovery phase were all 2 60 years old and were selected as those having the least probability of

converting to AD by age 85 [12].

BAM files sources

For most of the WES from Holstege et al. [1], BAM files were retrieved from the original processing
pipeline after quality control. BAM were aligned on the GRCh37 version of the human genome. BAM
from the ADSP Discovery extension and Augmentation phase were downloaded directly from the
database of Genotypes and Phenotypes (dbGAP) website (N=1588), alighed on GRCh38. Thus, CNV
calling and annotations were made for each sample according to the genome version. Then, data were

merged to be analyzed jointly only at the transcript level.

CNV calling and quality control

Optimization of CANOES source code for large dataset

We grouped samples into calling batches as homogeneous as possible according to technical
properties. Thus, depending on available information, samples were grouped primarily by sequencing
batches, otherwise sequencing center else study. However, the latter option led to subsets of samples
that were too large for an optimal use of CANOES as the time needed for processing an individual is

proportional to the size of the input dataset.

To improve performances (computational time and resources needed) of CANOES on large datasets
including > 100 individuals, we slightly modified the original version of CANOES. Indeed, during the
process, CANOES needs to generate an NxN matrix based on read counts similarity between samples.
In the original version, CANOES may be executed sequentially or in parallel over a list of samples. In
both cases, the NxN matrix was newly generated before the CNV calling for each sample, despite its
consistency across all processed samples. If the time needed to completely analyze (including the
matrix generation and the CNV calling) is less than 14 minutes for a dataset of 100 samples, it can go
up to more than 11 hours for large datasets including 1000 samples. In the new version of CANOES,
we separated the matrix generation from the calling process, such that the NxN matrix is generated

only once for an input dataset. Then the calling process may be executed in parallel over all samples.
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In a comparative study of the two CANOES versions in a similar setting of computational resources and
parallelization (192 Gb of RAM and 32 threads), we observed that the modification helped to save ~2

minutes and ~9 hours for datasets with respectively ~100 and ~1000 samples (Figure S1).

Large mosaic CNV carriers

Due to its high sensibility, CANOES is able to call mosaic events appearing in > 30% of cells [13]. Such
mosaic CNVs could be acquired early by mutation during the development process, or later in case of
blood-specific, age-related events [14]. Both are associated with a lower frequency of cells carrying
the mutation leading to a weak signal. Combined with the fact that they encompass low complexity
regions, their calling may be less accurate and such large CNVs can be called as multiple, smaller CNVs.
Thus, we computed for each sample and each chromosome, the cumulative size of detected CNVs of
the same type (deletion/duplication). For each cumulative size per chromosome greater than 2.5Mb
encompassing a range of 10Mb, we proceeded to a manual visualization through the UCSC genome
browser. Literature review was performed to support decision making. Carriers of candidate large

blood-specific, age-related CNVs were excluded from the analysis.

CNV filtering

Frequency

For each CNV, we proposed to compute two frequencies by considering independently information
from two public databases: the Database of Genomic Variants (DGV) gold Standard section [15] and
the non-neuro non-Finnish European section of the gnomAD database v2.1 [16]. For each CNV and
each public dataset, corresponding frequency was computed as follows:

Mearriers
fl'(l'l"l'll("ll(::‘.' - —

”tu[ul

where N griers cOrresponds to the number of carriers of a given CNV (of the same type [deletion or
duplication]) overlapping mutually > 70% with the CNV of interest; n;,t4; is the total number of

individuals included in the study revealing the candidate CNV. In case of several candidate CNVs from
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several studies, all carriers of such CNVs were added together in the numerator n g riers Whereas the
denominator (nsy¢q;) corresponded to the highest sample size among all studies contributing to
candidate CNVs in order to count individuals contributing to several candidate CNVs only once. Besides
this may lead to an overestimation of the frequency, it makes our definition of “rare CNV” more

stringent.

All CNVs with a frequency >1% in at least one above-mentioned public databases were excluded from

the analyses.

Segmental duplications

Segmental duplication regions were extracted from the UCSC Table Browser (https://genome-
euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables). For each CNV, we computed its proportion overlapping segmental
duplication regions. All CNV with a 250% overlap with segmental duplication regions were excluded

from the analyses.

Information at the transcript level

To avoid potential bias due to heterogeneity of capture kits, we worked at the transcript level. This
allowed us (i) to adapt the number of analyzable individuals for each transcript, (ii) to more easily
highlight transcripts of interest affected by multiples CNVs with different coordinates, and (iii) to
exclude transcripts affected by a recurrent small transcript-specific CNV without excluding the other
transcripts of the same gene that were not affected by it. For each deletion and each duplication, we

reported if it encompasses partially or completely a transcript.

To define partial and complete deletion or duplication of a transcript, we could not rely on annotation
tools based on transcript coordinates defined by public databases as, for example, RefSeq. Indeed,
each capture kit has its own specificity (some of them targeting UTR or specific alternative exons, while
the others do not), leading to transcripts falsely reported as partially affected despite they should be
considered as full events (Figure S2). Consequently, a transcript was considered as completely deleted

or duplicated if all targets linked to this transcript were affected by the event.
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Analyses and statistical tests

For each analysis, we compared EOAD cases versus controls at first-choice analysis. In parallel, we show
the results obtained among all AD vs controls. In models detailed below, “cases” refers either to EOAD
cases or to all AD cases. Each case-control comparison is performed using Firth’s logistic regression.
Based on a log-likelihood penalization, this method avoids infinite estimates due to separability

problem that may arise in rare events analysis [17].
CNV-dosage analysis

For each transcript and each individual, the dosage information refers to the number of copies. Dosage
equals 2 for individuals without any deletion nor full duplication affecting the transcript. Each
duplication affecting the entire transcript increases the dosage by 1, whereas any deletion affecting
partially or fully the transcript decreases the dosage by 1. Firth’s logistic regression model is:

logit [P(case | dosage)] = G0 + 51 x dosage

such that OR (=exp(B1)) associated with dosage information should be interpreted for an increase of
transcript copies by 1, i.e. a OR > 1 (resp. OR <1) means that duplications (resp. deletions) are

associated with a higher disease risk.
Deletions/duplications analyses

For each transcript and each individual, the deletion (resp. full duplication) information refers to a
binary variable: absence/presence of any deletions (resp. full duplication). Firth’s logistic regression

model is:

logit [P(case | presence of a CNV)] = 8y + 31 X L(presence of a CNV)

such that OR (=exp(B1)) associated with CNV (any deletion or full duplication) information should be
interpreted for a CNV presence versus absence, i.e. a OR > 1 (resp. OR <1) means that carrying a CNV

is associated with a higher (resp. lower) disease risk.
Joint CNV and loss-of-function indels and SNVs analyses

At the gene level, we assessed the effect of all loss-of-function (LOF) variants in a list of AD risk genes

and candidate genes. We included in this analysis all genes previously associated with AD in a GWAS
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study [18] and in our latest gene-based rare variants exome case-control study [1] as well as genes

prioritized by the dosage EOAD — controls analysis (FDR<10%).
LOF variants were defined as following:

any deletion (partial or full) affecting at least one transcript within the gene. Only transcripts

with less than 25% of missingness in the whole dataset were considered for this analysis;

SNV/indel with the highest prediction of a loss-of-function variant. To filter SNV/indels, we
used the LOFTEE software[19] labeled as “High Confidence”, as in Holstege et al. (i.e., nonsense,
canonical splice site variants and frameshift indels not affecting the last exon or the 50 last bp of the
penultimate exon with no close rescue site as predicted by MaxEntScan software [20]). In addition, we
performed an additional check on splicing variants, which can have diverse consequences that are
more difficult to predict than nonsense variants and frameshift indels. We filtered out splicing variants
affecting in-frame coding exons of less than 33 amino-acid residues (<100bp), as the likelihood of a
LOF effect is lower. We also added manually the recurrent NM_019112.4:c.5570+5G>C ABCA7
recurrent variant with a demonstrated effect on splicing and considered as a LOF variant [21]. We
considered for the analysis all LoF-SNV with < 25% of missingness, without differential missingness
between cases and controls (based on a Fisher’s exact test and p-value > 10-30) and a Variant Batch

Detector (VBD) score < 20 [1].

Individuals with missing information in at least one transcript considered for deletion or in > 80% of

gene position were not included in the analysis.
For each gene and each individual, the LOF information refers to a binary variable: absence/presence

of a LOF variant as defined above. Firth’s logistic regression model is:

logit [P(case | presence of a LOF)] = 8y + 81 X L{presence of a LOF)

such that OR (=exp(B1)) associated with LOF information should be interpreted for a LOF presence
versus absence, i.e. a OR > 1 (resp. OR <1) means that carrying a LOF is associated with a higher (resp.

lower) disease risk.

124



Sensitivity analyses
Sensitivity analyses include either adjustment for:

- ancestry based on the principal component analysis performed on the 1000G samples and described

in Holstege et al. [1]. Firth’s logistic model includes the first ten principal components and is thus:
logit [P(case | X, ancestry)] = 5o + 51 x X+ a1 x PCy + ... + erio x PCyg

- APOE4 dosage being 0 for non-carriers of e4 allele, 1 for e4-heterozygote carriers and 2 for 4e-

homozygote carriers. Firth’s logistic model is thus:

logit [P(case | X, APOFE)| = 8y + 51 x X + 82 x APOE dosage

The X variable represents either the dosage, the CNV or the LOF variant, and B1 coefficient should be

interpreted as described above according to the X variable.

All statistical analyses were performed using R version 3.6 [22]. Firth’s logistic regressions were

performed using the “logistf” function from “logistf” package [23].

SUPPLEMENTAL RESULTS

In the sensitivity analysis, we adjusted our model for ancestry using the first ten principal components
as covariates. This adjustment did not affect ORs nor p-values in the dosage analysis except for two
genes. First, variability associated with dosage in analysis of FADS6 gene is higher after adjustment
leading to 2-order of magnitude lower p-value. Second, in MBL2 gene analysis, OR becomes
unsignificant since deletions observed is population dependent. Indeed, all carriers share a similar
ancestry (see below the projection of CNV carriers in MBL2 region on the two main axes for ancestry

components).
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Reference

N for association

Cohort Capture kit M after QC B
gEnome analysis

100-plus Study Mimblegen v3 GRCh37 247 247
100-plus Study Agilent w6 GRCh37 a0 a0
EPMIF-AD 90-plus Study Agilent vé GRCh37 68 [}
AC-EMC Agilent w6 GRCh37 39 39
AC-EMC Mimblegen v2 GRCh37 57 67
ADC-Amsterdam Mimblegen v3 GRCh37 296 294
ADC-Amsterdam Agilent w6 GRCh37 758 758
ADES-FR Agilent w5 GRCh37 1327 1319
ADES-FR Agilent w5+ UTR GRCh37 821 321
ADES-FR Agilent w6 + UTR GRCh37 460 460
ADES-FR Agilent vd GRCh37 106 106
ADSP Mimblegen WCRome 2.1 GRCh37 5124 5123
ADSP llumina Rapid Capture Exome GRCh37 3942 3947
ADSP llumina Rapid Capture Exome GRCh3E 96 o6
ADSP Apgilent w5 GRCh3E 200 200
ADSP Mimblegen YCRome Custom GRCh3E 480 480
ADSP Mimblegen v3 GRCh3E 778 778
AgeCoDe-UKBonn Mimblegen v2 GRCh37 370 369
Barcelona-SPIN Mimblegen v3 GRCh37 59 59
Metherlands Brain Bank  Agilent vé GRCh37 212 211
ERF Agilent vd GRCh37 322 322
PERADES Nextera vl1,2 GRCh37 4034 4030
Rotterdam Study Mimblegen v2 GRCh37 1865 1885
CBC Mimblegen v2 GRCh37 &0 &0
CBC llumina TruSeq GRCh37 290 290
Total 22111 22094

Table 51: Sample repartition among cohort
M: number, QC: quality control, EMIF-AD: European Medical Information Framewaork for Alzheimer’s Disease,
AC-ECM: Alzheimer Center - Erasmus Medical Center, ADC: Amsterdam medical center, ADES-FR: Alzheimer

Disease European Sequencing-France, ADSP: American Alzheimer Disease Sequencing Project; AgeCoDe-UKBonn:

Aging, Cognition, and Dementia in primary care, SPIM: Sant Pau Initiative on Neurodegeneration, ERF: Erasmus

Rucphen Family, PERADES: Defining Genetic, Polygenic and Environmental Risk for Alzheimer’s Disease using

multiple powerful cohorts, focussed Epigenetics and Stem cell metabolomics CBC: Control Brain Consortium

137



138

Cumulate
Type of Referent
Sample chr CNV size Start End e
event " genome
Ccal

Comments Literature review Age Gender Status

These events are probably releted to an
acquired mosaic deletion as it covers
A TLOAD-LD007196-CL-NCR-8008287363 1 Deletion 9559508 184477417 197146373 GRCh38 Excluded region of 12.5 Mb from 1g25 to 1931, a Hoglund et al., 2003 S0 Male LOAD
locus associated with genomic
syndrome of intellectual disability.
These events are probably releted to an
acquired mosaic deletion as it covers
A-WCAP-WC003720-BL-COL-37039BL1 1 Deletion 24570931 211312652 235883583 GRCh38 Excluded region of 24.5 Mb from 1q32 to 1g42, a Shaffer et al., 2007 80 Female Control ADSP
locus associated with genomic
syndrome of intellectual disability.
These events are probably releted to an
acquired mosaic deletion as it covers
region of 11 Mb from 1g43 to 1g44
AMIA-UM001958 1 Deletion 11357458 237655105 249212564 GRCh37 Excluded (chromosome 1 long arm telomeric van Bon et al., 2008 76 Male LOAD ADSP
extremity), a locus associated with
genomic syndrome of intellectual
disability.
This duplication of 14 Mb from 1p34 to
1p35 is part of recurrent cytogenetic -
B ~ R Cavazzini et al., 2009 78 Male LOAD PERADES
rearrangements in chronic lymphocytic
leukemia.

ADSP

10622 1 Duplication 14263793 31194249 45672024 GRCh37 Excluded

Trisomy 2 is a rare yet recurrent finding
in myelodysplastic syndrome and

A-NCED-NC014940-CL-NCR-8008287827 2 Duplication 148329462 41459 242095067 GRCh38 Excluded ) Czepulkowski et al., 2003 68 Female LOAD ADSP
occurs more frequently in acute
myeloid leukaemia.
These events lead to a duplication of
N the long arm of chromosome 3.
A-ADC-AD00B487 ! 3 Duplication 48812328 107429299 197896723 GRCh37 Excluded e Block et al., 2002 67 Male LOAD ADSP

3g21q26 rearrangements were found
3% of n._(._cmﬁ._p_c__.
Events from 4,861,627 to 10,586,580
are related to a deletion of 5.7Mb in
4p16 region. Such an event has been
4861626 10586580 GRCh37 Excluded described before in leukaemia Cawvazzini et al., 2009 83 Female Control ADSP
(acquired mosaic deletion) or in

)
)
=1

't

b

C-CHS-51712 4 Deleticn 44

Wolf-Hirchhorn syndrome
(constitutional abnormality).
Manual vizualisation showed that this
individual carries two independant
deletions on chromosome 4 of
respectively 742,706 bp
A-LOAD-LDO10850 4 Deletion 3048748 NA NA GRCh37 Not excluded (chr4:57164395-57907100) and 82 Male Control ADsSP
2,306,044 bp
(chra:104510838-106816821). The
larger deletion appears in a
polymorphic region.

" This sample carries two CNVs selected as potential lareg mosaic: a duplication on chromosome 3 as well as a deletion on chromosome 13,



Cumulate

Type of Referent  Exclusi
Sample chr P onvsize  start End e usion

call genome decision

Comments Literature review Age Gender Status Cohort

Manual vizualisation showed that this
individual carries two independant
duplications on chromosome 5 of

respectively 3,158,890 bp
Not excluded (chr5:50680374-53839263) and 11,620
bp (chr5:68849396-68861016). The
larger duplication appears in a
polymorphic region closed to the
centromere.

A-MAP-MA00O304 5 Duplication 3160051 NA NA GRCh37

88 Male LOAD ADSP

These events are probably releted to an
acquired mosaic deletion as it covers
region of 43,7 Mb, from 5q31 to 5g25
. . (chromosome 5 long arm telomeric
Duplication 37948774 136957735 180687816 GRCh37 Excluded ) i . Haase D, 2008. 76 Male LOAD ADSP
extremity), mainly detected in
myelodysplastic/myeloproliferative
neoplasms and acute myeloid
leukemia.
Monosomy 6 (-6, not compatible with
- survival when constitutional. Somatic
48470 203388 170584569 GRCh38 Excluded R Jang et al., 2015 74 Female LOAD ADSP
event rare but present in some myeloid
leukemia.

A-MIA-UMO001958 5

A-NCRD-NC016047-CL-NCR-B8008288034* 6 Deletion

Trisomy & is one of the major anomalies
additional to the 1{9;22), with i(17q), +
A-LOAD-LD005084 § Duplication 100492852 363073 146279544 GRCh37  Excluded U \22)- before +19; found as a unique Paulsson et al. 2007 81 Female LOAD ADSP
additional anomaly in 10%, with other
in 25% of chronic myelogenous
leukemia cases with clonal evolution.
Trisomy 8 is one of the major anomalies
additional to the t(9;22), with i(17qg), +
Duplication 8220884 1808011 146279545 GRCh37 Excluded n_ml.m.mr before +Hmn.+0:3n_ mw.m. unique Paulsson et al., 2007 75 Female LOAD PERADES
additional anomaly in 10%, with other
in 25% of chronic myelogenous

20304 8

leukemia cases with clonal evolution.

Trisomy 8 is one of the major anomalies
additional to the t(9;22), with i(17g), +
. der(22), before +19; found as a unique
Duplication 2776250 2813051 146056413 GRCh37 Excluded A. X ) ) ) q Paulsson et al.,2007 80 Female Control ADES-FR
additional anomaly in 10%, with other
in 25% of chronic myelogenous

WD_061 8

leukemia cases with clonal evolution.

28Mb deletion included the
heterochromatic centromeric section of
the chr9, a recurrent cytogenetic Peniket et al., 2005
abnormality in acute myeloid
leukaemia (AML).

09D04577 9 Deletion 3745339 42366578 70490142 GRCh37 Excluded

43 Male EOAD ADC-Amsterdam

* This sample carries two CNVs selected as potential lareg mos:

a deletion on chromosome 6 as well as a duplication on chromosome 15,
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Sample

Tvoe of Cumulate
Chr ype CNV size
call

Referent
genome

Start End

Exclusion
decision

Comments

Literature review

Age Gender Status Cohort

15R10%9

20014

Anglia_10303

10210

C-FHS-51043

C-R8-30633

A-NCRD-NC009851-CL-NCR-8008288019 2

10263

A-NCED-NC007070-CL-NCR-8015320875

9 Deletion 21163184 45376571 69901148 GRCh37

)

Duplication 36743260 15907 69256891 GRCh37

9  Duplication 66648608 116748 141069324 GRCh37

—

0 Duplication 74182382 292666 135379064 GRCh37

11 Deletion  1568483% 99690274 115375113 GRCh37

11 Deletion 4136197 1593557 68673723 GRCh37

11 Duplication 37678181 94129316 134387714 GRCh38

12 Deletion 10772835 11034804 21807639 GRCh37

12 Duplication 34839191 234861630 133202875 GRCh33

Excluded

Excluded

Excluded

Excluded

Excluded

Excluded

Excluded

Excluded

Excluded

24Mb deletion included the
heterochromatic centromeric section of
the chrg, a recurrent cytogenetic
abnormality in acute myeloid
leukaemia (AML).

This events are related to an acquired
trisomy 9 is an abnormality found in
2,2% of chronic myeloproliferative
disorders other than CML
This events are related to an acquired
trisomy 3 is an abnormality found in
2,2% of chronic myeloproliferative
disorders other than CML
These events are realted to an acquired
trisomy 10 appearing in less than 1% of
acute leukemia.

This event is probably related to an
acquired deletion in 11q region which
has been associated with
non-Hodgkin's lymphoma.

The larger event is probably related to
an acquired deletion in 11q region
which has been associated with
non-Hodgkin's lymphoma.
Partial gain of the long arm of
chromosome 11, containing the
unrearranged mixed lineage leukaemia
gene (KMT2A, lysine (K)-specific
methyltransferase 2A) is a rare but
recurrent anomaly in myeloid
malignancies, and is often associated
with an older age and a higly complex
karyotype.

T-cell prolymphocytic leukemia is a rare
form of mature leukemia which occurs
in adults and in younger patients
suffering ataxia telangiectasia. Among
others, complex chromosome
aberrations of chromosome 12 have
been described in this disease, We
searched for deletions of the 12p13
region as the result of these
chromosome rearrangements.
Trisomy 12 is found in one third of
cytogenetically abnormal chronic
lymphocytic leukemia by conventional
karyotype, and in about 12-54% of
cases when interphase FISH is used.

*This sample carries two CNVs selected as potential large mosaic: a duplication on chromosome 11 and a deletion on chromosome 18

Peniket et al., 2005

Bacher et al., 2005

Bacher et al., 2005

Czepulkowski et al., 2002

Cuneo et al,, 2000

Cuneo et al., 2000

Winters et al., 2017

Hetet et al., 2000

Matutes et al., 1996

101 Female Control 100-plus Study

70 Female LOAD PERADES

80 Male LOAD PERADES

91 Female Control Rotterdam Study

85 Male LOAD ADSP

90 Male Control ADSP

90 Male LOAD ADSP

73 Male Control Rotterdam Study

72 Female LOAD ADSP
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Cumulate
Type of . Referent  Exclusion ~ N
Sample chr CNV size Start End Comments Literature review Age Gender Status Cohort
event " genome
These events are related to an acquired
trisomy 15 already observed in
. . hematological malignancies (rare,
A-GDF-GDO000340 15 Duplication 8258772 31324891 102261526 GRCh37 Excluded € e ﬁ Smith et al., 1996 86 Male Control ADSP

marked male predominance, found
mostly in adults with a median age of
77 years).
These events are related to an acquired
trisomy 15 already observed in
hematological ma
marked male predominance, found
mostly in adults with a median age of
77 years).

. - nancies (rare,
FR16641240 15 Duplication 70464010 2201608% 102417144 GRCh37 Excluded ﬁ

These events are related to an acquired
trisomy 15 already observed in
hematological malignancies (rare,
marked male predominance, found
mostly in adults with a median age of
77 years).

20679 15 Duplication 534921812 NA NA GRCh37 Excluded

These events are related to an acquired
trisomy 15 already observed in
hematological malignancies (rare,
marked male predominance, found
mostly in adults with a median age of
77 years).

A-WCAP-WC003934-BL-COL-49239BL1 15 Duplication 2760315 2513895 14415147 GRCh38 Not excluded

These events are related to an acquired
trisomy 15 already observed in
hematological malignancies (rare,

FR21322539 15 Duplication 10070027 NA NA GRCh37 Excluded ;
marked male predominance, found
mostly in adults with a median age of
77 years).
trisomy 15 already observed in
hematological mali i
C-RS-30517 15 Duplication 2889141 NA NA GRCh37 Excluded ematological malignancies (rare,

marked male predominance, found
mostly in adults with a median age of
77 years).

These events are related to an acquired
trisomy 15 already observed in
hematolegical malignancies (rare,
marked male predominance, found
mostly in adults with a median age of
77 years).

A-ACT-AC001924 15 Duplication 3384348 NA NA GRCh37 Excluded

acute non lymphocytic
leuemia/myelodysplastic syndromes
(AML/MDS), chronic myelogenous
leukemia (CML) in blast crisis
monosomy 18
Complex chromosomal rearrangement
implicated the major part of the chr18

A-ACT-AC001055 17 Deletion 21442815 NA NA GRCh37 Excluded

A-NCRD-NC009851-CL-NCR-8008288019% 18  Deletion 10068783 NA NA GRCh38 Excluded
A-RAS-RAQ00176-CL-NCR-8011737027¢ 18  Deletion 13646406 NA NA GRCh38 Excluded

*This sample carries two CNVs selected as potential large mosaic: a duplication on chromosome 11 and a deletion on chromosome 18
* This sample alternates deletions and duplications on chromosome 18

Smith et al., 1996

Smith et al., 1996

Smith et al., 1996

Smith et al., 1996

Smith et al., 1996

Rajan et al,, 2015

Younes et al., 1994

Younes et al., 1594

102 Male Control 100-plus Study

77 Male LOAD PERADES

79 Male Control ADSP

79 Male LOAD ADC-Amsterdam

86 Male Control ADSP
B84 Male LOAD ADSP
83 Female Control ADSP
70 Male LOAD ADSP
86 Female LOAD ADSP
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Sample

Type of

Cumulate
CNV size
call

Start

End

Referent
genome

Exclusion
decision

Comments

Literature review

Age Gender Status

Cohort

20266

11062

A-WCAP-WC000258

C-FHS-31743

A-ADC-ADO00B56

A-ADC-ADO09324

C-R8-50755

A-LOADLDO002344 BL-NCR-8008288154

BOOGTIW

10828

20

20

20

20

20

20

20

20

Duplication

Duplication

Duplication

Deletion

Deletion

Deletion

Deletion

Deletion

Deletion

Deletion

Deletion

5341695

3262352

13318877

8632616

20820057

13057606

7784390

24198333

12474100

NA

NA

NA

31035398

33203845

32581616

35425504

36353597

32447226

31015552

30897614

NA

NA

NA

44354275

43882375

45247393

57899516

48458439

46550585

55214325

45362502

GRCh37

GRCh37

GRCh37

GRCh37

GRCh37

GRCh37

GRCh37

GRCh37

GRCh38

GRCh37

GRCh37

Not excluded

Not excluded

Not excluded

Excluded

Excluded

Excluded

Excluded

Excluded

Excluded

Excluded

Excluded

Manual vizualisation showed that this
individual carries several duplications
on chromosome 19 appearing in high
polymarphic region, which does not
constitute a reason of exclusion
Manual vizualisation showed that this
individual carries several duplications
on chromosome 13 appearing in high
polymarphic region, which does not
constitute a reason of exclusion

Manual vizualisation showed that this

idual carries several duplications
on chromosome 19 appearing in high
polymarphic region, which does not
constitute a reason of exclusion
Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders
Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders
Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders
Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders

Acquired deletion of the long arm of
chromaosome 20 already described in
various types of hematological
disorders
Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders
Acquired deletion of the long arm of
chromasome 20 already described in
various types of hematological
disorders
Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders

Berger et a., 1952

Berger eta,, 1592

Berger eta,, 1592

Wang et al., 1998

Wang et al., 1998

Wang et al., 1998

Wang et al., 1998

Wang et al., 1998

Wang et al,, 1998

Wang et al., 1998

Wang et al,, 1998

76

Male

Female

Male

Female

Female

Male

Male

Male

Female

Female

Male

LOAD PERADES

Control Roftterdam Study

Control Rotterdam Study

Control ADSP

Control ADSP
Control

ADSP

Control ADSP

Control ADSP

LOAD ADSP
Contral

ADES-FR

Control Rotterdam Study
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Type of i Referent  Exclusion . .
Sample Chr CNV size Start End . Comments Literature review Age Gender Status Cohort
event call genome decision
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Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders

15R0O185 20 Deletion 6517448 32974735 44527790 GRCh37 Excluded Wang et al., 1998 100 Male LOAD 100-plus Study

Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders

15R3660 20 Deletion 10714706 35796488 50217935 GRCh37  Excluded Wang et al., 1598 102 Female Control 100-plus Study

Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders

FR16641041 20 Deletion 11491722 39316579 50808301 GRCh37  Excluded Wang et al., 1598 94 Female Control  90-plus Study

Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders

6260 20 Deletion 13103758 30946467 44050225 GRCh37 Excluded Wang et al., 1998 77 Female LOAD PERADES

Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders

24063 20 Deletion 22413624 32161987 56228165 GRCh37 Excluded Wang et al., 1598 na Male Control PERADES

Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders

PMAD214 20 Deletion 4578350 30818619 47858745 GRCh37 Excluded Wang et al., 1998 na Female LOAD PERADES

Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders

A-MAP-MA001233 20 Deletion 9997242 35125107 49626876 GRCh37 Excluded Wang et al., 1998 90 Female Control ADSP

Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders

BOOFNAT 20  Deletion 3933893 30917992 495185098 GRCh37 Excluded Wang et al., 1938 84 Female LOAD ADES-FR

Acquired deletion of the long arm of
chromosome 20 already described in
various types of hematological
disorders

20428 20  Deletion 9934811 32161987 50734259 GRCh37 Excluded Wang et al., 1998

Male  LOAD PERADES

Complex chromosomal rearrangement

A-ADC-ADO0O3681 ¢ 20  Deletion 45082728 68349 52105741 GRCh37 Excluded . )
implicated the major part of the chr20

Stevens-Kroef et al., 2000 86 Male Control ADSP

Complex chromosomal rearrangement

A-ADC-ADO05681 © 20 Duplication 9549605 52185654 62919174 GRCh37 Excluded . .
implicated the major part of the chr20

Stevens-Kroef et al., 2000 86 Male Control ADSP

Manual visualization show a large CNV
N of 2,663,828 by
Deletion 21663828 10454232 13118060 GRCh38 Excluded i 80 Male LOAD ADSP
(chr21:10454232-13118060) at the

centromeric region.

A-WCAP-WC003963-BL-COL-41735BL1

Acquired duplication of chromosome
Duplication 4231153 19422258 50926172 GRCh37  Excluded 22 long arm already discribed in acute Vosberg et Greif, 2019 828 Female Control ADSP
mueloid leukemia.

A-MAP-MAO00O096

22

Table 52: List of large mosaic CNV in the whole
EOAD: Early Onset Alzheimer Disease, LOAD: Late Onset Alzheimer Disease

* This sample alternates deletions and duplications on chromosome 20.



N total N carriers of CNVs (DEL/DUP) Dosage analysis Delets : Duplication anal
all AD vs CTRL all AD vs CTRL all AD vs CTRL

Chr Gene EOAD LOAD CTRL| EOAD LOAD CTRL OR [95%CI] p-value | OR [95%CI] p-value OFR. [95%6CT] p-value Transcripts
1 PRAMEF26*| 2911 7302 6461 | 8(B/0) 2Q2/0) 2(1/D) 0,18[0,02:0,78] 1.90E-02| 443[1,04:41.07] 429E-02| 0.21[0,001;3.93] 298E-01 NM_001306072.3
2 ADI1 4077 8457 9559 | 5(0/5 1(0/1) 1(1J0)|12.64[1,53;1644.41] 1,32E-02( 0.25[0,002;4.77] 3.,62E-01 (9,92 [1.73;1293.57] 3.19E-02 NM_001306077.2 ; NML_018269.4
g MTUS1** 4077 8457 9559 | 34540y 3B(E3VD 3T(570) 0.80[0,59:1.08] 147E-01 2207[0,12;333,88] 5.91E-01 ZEIQEEGK.HZalcsummmu m%ww/m.wﬂcwumuomw.um M _001363059.2;
10 MBL2 4077 B457 9559 2¢2/0) 2525700 45044/ 1) 1.95[1,24:3,10] 3A9E-03| 047[0,29;0.75] 1.56E-03| 025[0,002:477] 3.62E-01 INM_000242.3; NM_001378373.1; NM_001378374.1
17 FADS6 4077 8457 9539 |16(15/1) 111170y 3(5/0) 031[0,12;0,7]  3.38E-03| 3,68 [1,58;10,31] 1,67E-03| 2.29[0.12;333.88] 5.91E-01 NM_178128.6
19 PLIN4*= 4077 8437 9539 |20(19/1) 1010/ 0y 12¢12/0)] 0.59[030:1,10] 1,01E-01 1.80[095:3.62] 7.14E02 NM_001393888.1 ._Z.z.ﬂloo—ww_w.hﬂmﬂm_mmumﬂwwwuzﬁmB.H s NM_001353851.1;
19 ELC3 4077 8457 9550 [24(1/23) 33(1/32) 16(0/16)| 233[1.4:406] SANE-04 3.81[031:52600] 325E-01 ST[1.524.60] 297E4 NM_ 1774173
13 ERCC2 4077 B457 9539 |29(1/28) 43 (2/41) 2000/20)] 2.31[1.47:3,76] 2,14E-04 534[052:71794] 181E01 2,39 [1.62436) 4.58E-03 NM_001130867.2
15 ERCC2 4077 8457 9559 |20(1/28) 42(2/40) 2000/20)] 227[1.44:371] 288E04| T T ’ 236 [1.59:430] 6.34E-05 NM_000400.4
22 ENFM4 4077 B437 9539 | 44/ 40/ 9/ 0,28[0,09:0.78] 130E-02| 6.87[0,73;909.82] LOIE01| 036[0.11;1.06] 637E-02 NM_001236523.2; NM_001256325.2; NM_003426.4; NM_001236324.2
22 SCAFF2 4077 B457 9559 | 4(4/0)  4(0/4) 90/ 0,28[0,09:0,78] 130E-02| 6.87[0,73;909.82] 10IE01| 036[0,11;1.06] &37E-02 NM_153334.7; NM_182805 5
22 22 4077 B437 9539 | 44/ 40/4 (0B 031[0,09:0.86] 233E-02] 6.87[0,73;909.82] LOIE01| 040[0.12;122] 1.09E-01 NM_032775.4

- - , , , N . 1 - ) n NM_001003891.3; NML_001293234.2; NN 001293235.2; WM 001293236.2;
22 MEDI3 4077  B43T7 9339 | 4(4/0) 4(0/4) 90/ 0,28[0,09:0,78] 130E-02| 6.87[0,73;909.82] 1L0IE-01| 036[0.11;1.06] 637E-02 - Zw.mlooﬁm.mum..__.m z.wmloammm.m =
22 PHEA 4077 8437 9330 | 4(4/0)  6(1/3) 1000100 031[01:077] 1,08E-02|839[095;1101,69] 3.67E02 A40[0,13;1,08] 719E02 NM_001362862.2; NM_001362863.2; NM_038004.4
22 SERPINDL | 4077 8457 9559 | 4¢4/0) 6(1/3) 10(0/10)| 031[01:077]  1,08E-02|839[0.95:1101,69] 567E02| 040[0,13:1,08] 7.19E-02 NM_000185.4
22 SNAP2Y 4077 8437 9330 | 4¢4/0)  6(1/3) 1000100 031[01:077 1,08E-02| 8,39 [0,95;1101,69] 567E02| 040[0,13;1,08] 719E02 NM_004782.4
22 CREL 4077 8457 9559 | 4¢4/0) 6(1/3) 10¢0/10)| 031[0 1,08E-02| 8,39 [0,95:1101,69] S67TE02| 040[0,13:1,08] 7,19E-02 NM_005207.4
22 LZTR1 4077 8437 9539 | 44/0)  6(1/3) 1000100 031[01:077 1,08E-02| 8,39 [0,95;1101,69] 567E02| 040[0,13;1,08] 719E02 NM_006767.4
22 THAP? 4077 8457 9559 | 4¢4/0) 6(1/3) 10(0/10)| 031[01:077]  1,08E-02|839[095:1101,69] 567E02| 040[0,13:1,08] 7.19E-02 NM_030573.3; NM_001008693.1

NML_001139554.2; NM_001349874.2; NN 001349875.2; WM_001349876.2;
22 PIRXSG 4077 B437 9559 | 4¢4/0)  6(1/35 1000/10) 031101077 1,08E-02| 8,39 [0,95;1101,69] 567E-02( 040[0,13;1.08] 7.19E-02 NM_001394691.1; NM_001394692.1; NM_001394693.1; NM_001394694.1;
NM_0013946935.1; NM_001394696.1; NM_001394607.1; NM_005446.5
22 SLCTA4 4077 8457 9550 | 4(4/0)  6(1/3) 10¢0/10)] 031[01:077 1,08E-02| 8,39 [0,95;1101,69] 567E02| 040[0,13;1,08] 719E02 NM_004173.3
22 LRRC74B 3917 7799 8016 | 4(4/0) 6(1/3 1000100 029[01;0,72 T.21E-03| 7,33 [0,85;088,39] 739E-02| 0.36([0,12;097] 438E-02 NM_001291006.2
Table 3. Results from dosage analysis and sul Iy on deleti and duplications

Chr: chromosome; N: number, EQAD: early onset Alzheimer disease, LOAD: late onset Alzheimer disease; CTRL: controls

"OR should be interpreted for an increase of transcript copies by 1, i.e. a OR > 1 (resp. OR <1) means that duplications (resp.

*non adjusted p-values, selected based on FRD < 10%
* gene overlapping with repeats or duplicated gene in the genome (despite CNVs not overlapping »50% with repeats)
** gene for which the signal in dosage analysis is driven by deletion whereas transcripts are notinset A

deletions) are associated with a higher disease risk
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Firth regression

N total N carriers of deleti
EOAD vs CTRL all AD vs CTRL
Chr Gene EOAD LOAD CTRL EOAD LOAD CIRL _ OR[95%CI]  pvalie FDR _ OR[S%CI  pvalue Transcripts
I PRAMEF3* 2994 7878 7683 8 2 1 1438[329:13695] 168E04 G1IEQ2 495(116:4388] 2,80E-02 NM 0010134075
| PRAMEF26* 2911 7302 6461 8 2 1 1261[2.84 11346] 3.96E-04 L0SE-01 443 [1,04;41,07] 4,29E-02 NM 0013060723
| rect 408 8396 9359 27 11 29 D16[1.28:365] 42903 LESEOL 098[0.61:160] 930E-01 NM 0010481903
4077 8457 9559 27 11 20 2,19[130;370] 365E03 18SE01 099[0,62;162] O,84E-01 NM 001381865.2 NM 0013818662

1 suco 4077 8457 9559 4 3 0 20,12[2.25;2799.03] 475E-03 LESE01 1144 [1.39; 1485,47] 1,80E-02 NM_001282750.2; NM_001282751.2: NM,_014283.5: NM_016227.4
1 NPL 4077 8457 9559 15 13 12 291[138;626] S514E03 LS4E01 174[091;351] 924E-02 NM_001200050.2 NM 0012000512 NM_001200052.2; NM 0012000362 NM._030769.3
4 MMRNI 4077 8457 9559 3 4 0 25.82[2.93:3389,.88] 141E03 L8SE-01 14,50 [1,84;1869,33] 5,71E-03 NM_001371403.1: NM. 0073513
5 WDR36 4077 8457 9558 11 7 4 600[214:20,10] SAIE04 LISE-O1 314[122;1008] 1,62E-02 NM 1392813
10 ccoer 4077 B45T 9559 4 2 0 21,12[225;2799,03] 475E-03 1,8SE-01 992 [1,17;1293,57) 3,19E-02 NM 001321115 2: NM_001395015.1
10 MBL2 4077 8457 959 2 35 4 013[003:030] 202E-05 182E-02 047[029:075] 156E-03 NM 0002423 : NM 0013783731 NM 0013783741
11 NELLI 4077 B4ST 9558 4 1 0 21,12[225;2799,03] 475E-03 1,8SE-01 $39[0.95;1101,69] 3,67E-02 NML 001288713.1; NM 001288714.1: NM. 006157.5: NM. 2015512
11 AHNAK 4077 8457 9339 4 0 0 21,12[225;2799.03] 475E-03 1.85E-01 687[073:909.82] 101E-O1 NM_ 0013464452 NM 001346446 2: NM_001620.3
16 METTLS 4077 8457 955 12 10 7 392[162;1019] 261E03 18SE01 229[105:562] 3,73E-02 NM 0010771803 NM._001288639.2: NM_001288660.2: NM._016025.3
16 IGSF6 4077 8457 959 12 10 7 392[162;1019] 261E-03 L8SE01 229[1.05:562] 3,73E-02 NM 005849 4
16 OTOA 4077 B4ST 959 12 10 7 392[162;1019] 261E-03 18SE01 229[1,05:562] 3,73E-02 NM _001161683.2; NM. 144672 4: NM._ 1706643
17 FADS6 4077 B45T 9559 15 11 5 663[265;1934] 334E-05 182E02 3,68[1,58;1032] 1,65E-03 NM 1781286
N INFH 4077 8457 9559 4 0 0 20,12[2.25;2799.03] 475E03 LESE01 6.87[0.73:909,82] 1,01E-01 NM_ 0012565232 NM_ 001256524 2: NM,_0D1256325.0; NM_003426 4
2 SCARF2 4077 8457 9550 4 0 0 20,12[225;2799.03] 475603 1.85E01 6.37[0.73:909,82] 1,01E-01 NM 133334.7: NM._ 1828055
22 KLHLZ2 4077 8457 9559 4 0 0 21,12[225;2799,03] 475E-03 185E-01 6.87[0.73:909.82] 1,01E-01 NM 0327754
22 MED13 4077 8437 9559 4 0 0 21,12[225:2799,03] 475E-03 L8SE0l 6.87[0.73:909.82] LOIE-01 ﬁﬂlﬁwﬁwﬁwﬁw NAL 001203234.2; NM,_001293235.2; NM_001203236.2; NM_001293237.2;
22 PHEA 4077 B45T 9559 4 1 0 20,12[225;2799,03] 475603 1,85E01 300,85 ;1101,60] 5,67E-02 NM_001362862.2; NM 0013628632 NM. 038004.4
22 SERPINDI 4077 8457 9559 4 1 0 21,12[2.25;2799,03] 475E-03 185E-01 839[095;1101,69] 567E-02 NML 0001854
22 SNAP2® 4077 8457 9559 4 1 0 21,12[225;2799,03] 475E-03 1,85E-01 839 [0.95; 1101,69] 5,67E-02 NM_ 0047824
22 CRKL 4077 8457 959 4 1 0 21,12[223;2799,03] 475E-03 L8SE-01 839 [0.95;1101,69] 5,67E-02 NM_005207.4
22 AIFMG 4077 B4ST 9558 4 1 0 21,12[2,25;2799,03] 475603 18SE01 390,85 ;1101,69] 5,67E-02 NM_001018060.3; NM 001146288.2; NM. 001386814.1; NM_144704.3
22 LZTRI 4077 B45T 9559 4 1 0 21,12[225:2799,03] 475E-03 1,8SE-01 839 [0.95; 1101,69] 3,67E-02 NM_ 0067674
22 THAPT 4077 B45T 9558 4 1 0 21,12[225;2799.03] 475E-03 1,85E-01 839[0.95;1101,69] 5,67E-02 NM_001008695.1: NM 030573 3

NM_001159554.2; NM__001349874.2; NM_001349875.2; NM_001349876.2; NM_001394691.1;
22 PIRX6 4077 B45T 9559 4 1 0 21,12[2.25;2799.03] 475603 1,85E01 390,85 ; 1101,69] 5,67E-02 NM 0013946921 NM (01384693 1. NML 001394694, 1. NM 0013046951 NM_001394696.1-

NM_001394697.1; NN 003446.5 B - -
22 SLC7TAd 4077 8457 9559 4 1 0 2112[225.2799.03] 475E-03 L8SE-01 839 [0.95; 110169 5.67E-02 NM 0041733

Table 54: Results for deletion analysis {(without adjustment)

'0R should should be interpreted for a deletion presence versus absence, i.e. a OR = 1 {resp. OR <1) means that carrying a deletion is associated with a higher (resp. lower) disease risk.

* gene overlapping with repeats or duplicated gene in the genome {despite CNVs not overlapping >50% with repeats)
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N carriers of complete Firth regression

N total
duplications EOQAD vs CTRL all AD vs CTRL

Chr Gene  EDAD LOAD CTRL EOAD  LOAD  CIRL OR[95%CI]  pvalue FDR  OR[9S%CI  pvalue  Tramscripts
7 ZNFSR2 4077 87 939 6 g 0 3032 [3.61:3980,95] 4.17E-04 1.83E-01 2214 [2.07; 2820.46] 3.20E-04 NM_D01099220 5
19 KLC3 4077 #457 9539 23 D) 16 335[180:640] 157E-04 103E-01 2.57[1,52:460] 207E-04 NM 1774173

4077 85T 9559 28 4 2 ) . 259[161:436] 458E-05 NM_ 0011308672

ERCC2 307[186:586] 409E-05 53TE-02 b i : -

12 4077 8457 95 2% 40 2 327186386 40903 3.3 2.56[1.59:420] 634E-D5  NM 0004004

Table 55: Results for duplication analysis
'OR should should be interpreted for a duplication presence versus absence, i.e. a OR > 1 (resp. OR <1) means that carrying a duplication is associated with a

higher {resp. lower} disease risk.

24 non carrier e4 heterozygous €4 homozygous p-value!

M duplication non carriers 7528 1819 100

CTRL T _ o 50E-05
M duplication carriers (%) 7 (0,0009%) 11 (0,006%) 1 {0,0099%)
duplication non carriers 4629 3394 384

LOAD o _ 2,67E-04
M duplication carriers (%) 11 {0,0024%) 23 {0,0067%) 6 0,0154%)
duplication non carriers 1700 1683 660

EOQAD 4 21E-03

M duplication carriers (%) 4 (0,0023%) 16 {0,0094%) 8 (0,012%)

Table 56. Repartition of APOE e4 status among carriers and non carriers of the duplication
at KLC3-ERCC2? locus on chromosome 19 (based on NM_001130867_2 transcript) for each

disease status group

' p-values were obtained using a Fisher exact test
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N total N carriers of CNVs (DEL/DUP)
EQAD vs CTRL all AD vs CTRL

Chr Gene EOAD LOAD CTRL] EOAD LOAD  CTRL OR 95%CI]  pvalue  OR [95%CI]  pvalue Transcripts
1  PRAMEF26° | 2906 7288 6448 | 8(3/0) 2(2/0) 2(L/1) | 010[001;037 7,J0B-03 023[002;104] 5,74E-02 NML 0013060723
2 ADIL 4071 8447 9466 100/1)  1(1/0) |41,64[449;551147] 335604 1317133 ;172344] 138E-02 NM_001306077.2 ; NM._018269.4
8 MTUSI®== | 4071 3447 0466 /A TG 041[028:060] 40306  080[058:108]  LAGE-01| NM_001001924.3; NM_001363057.2; NM_001363038.2: NM_001363059.2; NM_001363061.2
10 MBL2 2071 9466 25(25/0) 45(44/1)| S66[201:22,08] 3A4SE04  181[1,14;293]  120E-02 NM 000242.3; NM._001378373.1; NM_001378374.1
17 FADS6 4071 0466 /0 5G/0 | 013[005:049] 16005 025[000:057] 672E-04 NM._178128.6
19 PLINg®* 2071 9466 10(10/0) 12(12/0)| 030[0,14;063] 1,79E03  0,62[031:1,20]  1,59E-01| NM 001393888.1: NI 001393889.1 ; NM 0013838901 ; NM_001393891.1; NM 0013678682
19 KLC3 40m 9466 201730 16(0/16)| 137[069:2735] 365E01  143[083:257]  198E-01 NM_177417.3
1 ERCC) 4o 9466 LR BOMD| ooy gy 70905241 LSE0 NM 0011308672
19 ERCC2 4071 0466 41(2/39) 18(0/19) 147[0.90;248]  1.30E-01 NM._000400.4
22 ZNFT4 207 9466 400/4)  9(0/9) | 004[00003:037] 125E-03 030[009:087] 2,51E-02 N 001236523.2; NM 001256525.2; NAL 003426 4; NM 00125652422
22 SCARF2 4071 0466 40/49)  ©(0/9) | 004[00003:037] 125E-03 030[000:087] 2.51E-02 NM_153334.7; NM_182803 3
22 KLHL2 2071 9466 40/4)  8¢0/® | 005[00003:043] 254E-03[ 036[0,10:1,03] |577E-02 NM 0327754
22 MEDI3 4071 0466 40/49  9(0/® | 004[00003:037 125E03  030[000:087] 2SIE-02 5.@28%2&.é,.ﬁgaaﬁa.yzﬂmmﬂw@mwmw NM_001293236.2; NM_001203237.2;
23 PUKA 7 9466 6(L/5) 10(0/10)| 0,04 [0,0003;0,39] 038[0,12;098]  4,61E-02 NM 001362862.2: NM_001362863.2; NI 038004.4
22 SERPINDI | 4071 0466 6(L/5) 10(0/10)| 0,04 [0,0003 ;0.30] 038[0,12;098] 4,61E-02 NM._000185.4
22 SNAP2S 7 9466 6(L/5) 10(0/10)| 0,04 [0,0003 ;0,39] 038[0,12;098]  4,61E-02 NM_ 0047824
22 CRKL 2071 9466 6(L/3) 10(0/10)| 0,04 [0,0003 ;0.39] 038[0,12:098]  4,61E02 NML_003207 4
22 LETRI 7 9466 6(L/5) 10(0/10)| 0,04 [0,0003 ;0,39] 038[0,12;098]  4,61E-02 NM._ 0067674
22 THAPT 2071 9466 6(L/3) 10(0/10)| 0,04 [0,0003 ;0.39] 038[0,12:098]  4,61E02 NM_030373.3; NM_001008693.1

NM_001159554.2; NM._001349874.2; NM_(01349875.2; NM._001348876.2; NM_001384691.1;
22 PIRXS 4071 8447 9466 6(L/5) 10(0/10)| 0,04 [0,0003 ;0,39] 038[0,12;098]  4,61E-02| NM 001394692 1; NM 001394683 1; NM 001364684 1; NM _001384685.1; NM_001394696.1;

NM 001394697.1: NM_005446.5

22 SLCTA4 2071 o466 | 4¢4/0)  6(1/5) 10(0/10)| 0.04 [0,0003 :0,39] 038[0,12:098]  4,61E02 NML_004173.3
22 LRRCTB | 3911 7975 | 4(/0)  6(1/5) 10(0/10)| 0,05[0,0004;041] 035[0,11;083] 345E.02 NML 001281006.2

Table 57.a APOE4-adjusted dosage analysis
* gene overlapping with repeats or duplicated gene in the genome (despite CNVs not overlapping >50% with repeats)

*#* gene for which the signal in dosage analysi

driven by deletion whereas transcripts are not in set A



148

. Deletion analysis Duplication lysi
N total N carriers of CNVs {DEL/DUP)
EOAD vs CTRL all AD vs CTRL EOAD vs CTRL all AD vs CTRL
Chr Gene EOAD LOAD CTEL| EOAD LOAD CTRL OR [95%4CT] p-value OR [95%CT] p-value OR [95%4CT] p-value OR [959%4CT] p-value Transcripts
1 PRAMEF26° | 2906 7208 6448 | 8(8/0) 2(2/0) 2(1/1) | 634[1,70:07.89] 904E03 3.73 103E01| 130[0,01:28,08] 8.12E01 034 [0,002:637] 4.78E-01 NM_0013060723
2 ADn 4071 8447 0466 | 5(0/3) 1(0/1) 1(1/0)| 151[001:2836] S.07E-01 040[0,003:7.44] 546E-01|4120[4,43:5468,10] 3.99E-04 11,53 [1.28: 1319,57] 2,54E-02 NM_001306077.2 : NM_018269.4
74 3 3 7 - b1 | 5Q -
8 MTUSI*®= | 4071 8447 90466 | 34 (340) 3BGTD I G0 related transcripts are not in set A duplication in EOAD nor in CT) 220[0,12:333.88]  5.01E-01| 001001924, .7&.8;oummmmmwwm%omaaw - NM_001363039.2,
10 MBL2 4071 B447 0466 | 2(2/0) 25(23/0) 45(44/1)| 014[003:044] 175E04 051[031:0.83] 694E03| 151[001:2836] S0TEO0I 0A0[0,003:744] 546E-01 NM_000242.3: NM_001378373.1: NM_001378374.1
17 FADS6 4071 8447 0466 [16(15/1) 11(11/0) S5(3/0) | 8,68[3,31:26,05] 7,33E-06 4,31[1,82:12,24] 5,166-04| 0.65[0.03:05.17] 801E01 031[002:4387] 3.24E-01 NM_178128.6
. R I 12 ] ) . a5 5 as . NM_001393888.1 : NM_001393889.1 : NM_001393890.1 ;
19 PLIN4** 4071 B447 9466 |20(19/1) 10(10/0) 12(12/0) related transcripts are not in set A 380[181:853] S516E-04 174[089:358] 1.07E-01 ML 001303691 1. MM 0013678882
19 KLC3 4071 B447 0466 [24(1/23) 32(1/31) 160/ 16)| 2.98[0,16:43475] 4.73E-01 395 [0.27:365.83] 3.37E-01 27301 1356[089:2,86]  1.24E-01 NM_1774173
19 ERCC2 4071 8447 0466 |29(1/28) 42(2/40) 19(0/19)] _ 162[097:281]  6.57E-02 NM_001130867.2
298 [0,16:43475] 473E01 453 [038:631.08] L62E-01| 1,69[080:323] 1,04E-01 -
19 ERCC2 4071 s447 9466 |29(1/28) 41(2/39) 190/ 19y 2°F [BAGAIATT 4T3 3 [038631.08] 2, 90090323 1 1,61[096:2,80]  6.86E-02 NM_000400.4
22 ZNF4 4071 B44T 466 | 4(4/0) 4(D/4)  9(0/9) |17.49 [136:2428,63] 516 [049:705.22] 198E-01| 013[0001:1,13] 680E-02 037[010:1,13]  8,17E-02| NM_001256323.2; NM_001256323.2; NM_003426.4; NM 0012563242
22 SCARF2 4071 B44T 0466 | 4(4/0) 4074 9(0/9) |17.49 [156:2428,63] 516 [049:705.22] 198E-01| 013[0.001:1,13] 680E-02  037[010:,13]  §.17E-02 NM_153334.7: NM_182895 3
22 KLHL22 4071 B447 0466 | 4(4/0) 4(0/4)  8(0/8) |17.49 [136:2428,63] 516 [049:705.22] 198E-01| 018[0001:1,59] 147E-01 045[012:142] 1.75E-01 NM_032775.4
. R ) ) I . NM_001003891.3; NM_001293234.2: NI 001293235.2; NM_001293236.2;
7 7 / / / 7 242 98E- 001; 02 1TE-02 - - = :
22 MEDIS 4071 B44T 466 | 4(4/0) 4(D/4)  9(0/9) |17.49 [136:2428,63] 5,16 [0.49 198E-01| 0,13[0,001:1,13] 680E02 037[010:1,13] &.17E0 NM 0012032972; NM 015889.5
22 PMKA 4071 B44T 0466 | 4(4/0) 6(1/3) 10(0/ 10| 17.49 [136:2428,63] 5,83 [0,60:783.93] 14SE-01| 016[0001:1,31] 990E-02 043[0.15:133] 1.61E-01 NM_001362862.2: NM_001362863.2: NM_038004.4
22 SERPINDI | 4071 8447 0466 | 4(4/0) 6(1/5) 10(0/10)]17.49[1,36:2428,63] 5,83 [0,60:783.93] 14SE-01| 016[0001:1,31] 990E-02 043[0.15:133] 1.61E-01 NM_000185.4
22 SNAP29 4071 B44T 0466 | 4(4/0) 6(1/3) 10(0/ 10| 17.49 [136:2428,63] 5,83 [0,60:783.93] 14SE-01| 016[0001:1,31] 990E-02 043[0.15:133] 1.61E-01 NM_004782.4
22 CREL 4071 B44T 0466 | 4(4/0)  6(1/5) 100/ 10| 17.49 [156:2428,63] 5,83 [0,60:783.93] 148E-01| 016[0001:1.31] 9S0E-02 048[015:133] 161E-01 NM_005207.4
22 LZTR1 4071 B44T 0466 | 4(4/0) 6(1/3) 10(0/ 10| 17.49 [136:2428,63] 5,83 [0,60:783.93] 14SE-01| 016[0001:1,31] 990E-02 043[0.15:133] 1.61E-01 NM_006767.4
22 THAPT 4071 B44T 0466 | 4(4/0) 6(1/3) 10(0/ 10| 17.49 [136:2428,63] 5,83 [0,60:783.93] 14SE-01| 016[0001:1,31] 990E-02 043[0.15:133] 1.61E-01 NM_030573.3: NM_001008695.1
NM_001159554.2: NM_001349874.2: NM_001340875.2; NM_001349876.2:
22 PIRX6 4071 B44T 0466 | 4(4/0) 6(1/3) 10(0/ 10| 17.49 [136:2428,63] 5,83 [0,60:783.93] 14SE-01| 016[0001:1,31] O90E-02 0A4S[0,15:133]  1.61E-01|NM_ 001394691 1; NI 001394692.1: NI 001394693 1; NAT_001394694.1:
NM_001394695.1; NM_001394696.1; NM._001394697.1: NM._005446.5
22 SLCTA4 4071 B447 466 | 4(4/0)  6(1/5) 10(0/10)|17.49 [1.56:2428,63] 5,83 [0,60:783.93] 148E-01| 016[0001:131] 990E-02 048[0.15:133] 161E-01 NM_004173.3
22 LRRCTB | 3911 7795 7973 | 4(4/0) 6(1/5) 10(0/10)] 15,16 [1,33:2111,62] 515 [0,53:605,32] 1,87E-01| 014[0001:1,14] 706E-02 043[013:121] 1L1E0L 1 0012910062

Table $7.b APOE4-adjusted dosage analysis

* gene overlapping with repeats or duplicated gene in the genome {despite CNVs not overlapping =50% with repeats)

** gane for which the signal in dosage analysis is driven by deletion whereas transcripts are not in set A
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n LoF analysis CNV-deletion) EOAD versus CTRL all AD versus CTRL
Reason of inclusion Transcripts used for deletion definition
Gene chr Start End EOAD LOAD CTRL | EOAD LOAD CTRL OR [95%CI] pvalue | OR[95%CI]  pvalue
Prioritized genes from dosage analysis(FDR
ADI1 2 3,501,690 3,523,350 | 4077 8457 9559 | 1{0) 2(0) 5(1) | 0.64[0.07;3.20] 0.6130 | 0.49[0.11;1.82] 02824 < 1o NM_001306077.2; NM_018265.4
Genes associated with AD in GWAS analysis
ADAM17 2 9,628,614 9695959 | 4077 8457 9559 | 2(0) 1(1) 4(0) | 130[0.23:387] 07411 | 0.50[0.13;243] 04612 (eelenguez et ) v NM_001382777.1; NM_001382778.1; NM_003183.6
WDR12 2 203,732,983 203,776,000 | 4077 8457 9558 | 0(0) 2(3) 2(0) | 047[0.003:5.76] 05964 | 1.07[021:641] 0.9370 mmsmmmmoo_m.__wmns:j»u,.j ”épm%m_ﬁ_m NM_001371664.1; NM_018256.4
ellenguez et al
Genes associated with AD in GWAS analysis | NM_0D1354644.1; NM_000502.5; NM_001354642.2; NM_001354643.1;
2.14 5| 2290121;4. 1 | _ _ _
MME 3 154,741,990 154,901,518 | 7077 8457 9559 | 10(0) 24(3) 11(0)| 2.14[0.91:499] 00795 9[121;467] 00089 (Belenguez et o) NV 007387.6; NI 007285.35 N 007285.4
IDUA 4 980,784 998,352 | 4068 2423 9510 | 7(1) 17(2) 14(0)| 121[0.47:2.84] 06760 | 1.29[0.68:2.52] 04425 mm__mmmmcn_ﬂ%_“,_Mnhom@mmé»mm:m_ﬁ_m NM_000202.5; NM_001263576.1
Genes associated with AD in GWAS analysis
CLNK 1 10488018 10686330 | 4077 8457 9559 | 2(0) 5(0) 1(1) | 3.91[052;4272] 01785 | 3.81[0.83;36.17] 0.0882 (Belenguez et ) v NM_052964.4
RASGEF1C 5 179,527,794 179,636,000 | 4077 8457 9559 | 1(1) 2(0) 3(1) | 1.00[0.10;6.11] 09962 | 0.76[0.16:3.58] 0.7203 mm__mmEmon_ﬂ%_%_Mnhom@m_mhé»mm:m_ﬁ_m NM_175062.4
Genes associated with AD in GWAS analysis
HLA-DQAL 6 32,605,182 32,611,460 | 4053 8427 9508 |14(13) 15(14) 25(25) 133[0.68:251] 03875 | 0.88[052:151] 06405 (Bellengues et o) v NM_002122.5
EPDR1 7 37,950,241 37,991,530 | 4077 8453 9558 | 0(0) ©0(0) 3(1) | 033[0.003:345] 04005 | 0.11[0.001;112] 0.0643 mm__mmamcn_ﬂm_%mnhu%mmé»mm__m_ﬁ_m NM_001242046.2; NM_017549.5. NM,_001242048.2
NM_001317237.2; NM_001384714.1; NM_001384723.1;
- - Genes associated with AD in GWAS analysis NM_D01384724.1; NM_001384725.1; NM_001384726.1;
) . ) X 5 NM_ M ;
cTse ] 11,700,032 11725530 | 4077 3457 9559 | 7(1) 10(4) 3(0) | 5.03[150;2071] 00080 | 3.82[136;14.51] 0.0002 P KV DOL284727 13 NI 001324728, 11 NN DO1908.5; NI 147750.4;
NM_147781.4; NM_147782.4; NM_147783.4
. - - _ .| Genes associated with AD in LoF analysis
ABCAL 3 107,543,286 107,650,000 | 4077 8457 9559 | 13(3) 12(0) 5(0) | 577[2.25:17.06] 00002 | 3.54[152:995] 0.0025 (Holstege ot ) NM_005502.4
MBL2 10 54,525,135 54,532,540 | 3604 7273 9159 | 3(2) 19(19) 40(40)| 022[0.06:057]  0.0008 | 0.47[028:078] 0.0032 | Priortized genesfrom dosage analysis(FDR NM_000242.3; NM_001378373.1; NM_001378374.1

< 10%)
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EOAD versus CTRL

all AD versus CTRL

Reason of inclusion

Transcripts used for deletion definition

Gene chr Start End EOAD LOAD CTRL | EOAD LOAD CTRL OR [95%CI] pvalue |  OR[95%CI]  p-value
NM_001001974.4; NM_001195608.2; NM_001330178.2;
NM_001377230.1; NM_001377231.1; NM_001377232.1;
NM_001377234.1; NM_D01377235.1; NM_001377237.1;
NM_001377238.1; NM_001377240.1; NM_001377241.1;
- . - Genes associated with AD in GWAS analysis NM_001377242.1; NM_001377243.1; NM_001377244.1;
. N K K X
PLEKHAL 10 124,134,094 124151871 | 4076 8457 9558 | 0(0) ©(0) 2(1) | 047[0.003:576] 05966 | 0.15[0.001:187] 0.1520 (Ballongue et o) NML_001377245 1, NV 001377245.1, NV 001377247 1
NM_001377248.1; NM_001377248.1; NM_001377250.1;
NM_001377251.1; NM_D01377252.1; NM_001377253.1;
NM_001377254.1; NM_D01377255.1; NM_001377256.1;
NM_001377257.1; NM_001377258.1; NM_021622.5
Genes associated with AD in GWAS analysis
MS4A4A 60,013,138 60,076,440 | 4077 8457 9558 | 1(1) 3(0) 1[0} | 2.34[0.19;2888] 04671 | 229[042:2282] 03310 (eelenguez et ) ¥ NM_001243266.2; NM_024021.4; NM_148575.3
SLC24A4 1 92,783,924 92,967,820 | 4077 8457 955 | 1(0) 2(1) 1(0) | 234[0.10:28.88] 04671 | 1.78[020:1836] 0.5417 mmsm:aon_ﬂ_ﬁ_s;j»uﬂ”éﬁmjm_ﬁ_m NM_001378620.1; NM_153646.4; NM_153647.4; NM_153648.4
ellenguez et al
Genes associated with AD in GWAS analysis
APH1B 15 63,569,803 63,601,320 | 4077 8457 9558 | 3(1) 6(0) 3(0) | 234[0.50;1106] 02666 | 2.07[0.66:829] 02223 (Belenguez et o) 4 NM_001145646.2; NM_031301.4
Docza 16 30016834 30,022,340 | 3535 sl01 581 | 2(2) 2(1) 3(z) | 156[026:8300] 05085 | 0.02[0.22;4.10] 0.0020 mmsmmamon_ﬂmﬂ_s_ﬁj»u,ﬁmé»wma;m NM_001282062.1; NM_001282063.2; NM_001282068.2; NM_003586.3
ellenguez et al
MAF 16 79,627,734 79,634,630 | 4077 8457 9558 | 0(0) ©(0) 2(1) | 0.47[0.003;576] 0.5964 | 0.15[0.001:187] 0.1519 mm__mmmmcn_ﬂ%_“,_Mnhom@m”é»mm;m_ﬁ_m NM_001031804.3; NM_005360.5
Genes associated with AD in GWAS analysis
PLCG2 16 81,612,895 81,996,290 | 4077 8457 9559 | 0(0) 9(3) S(2) | 021[0.002;188] 01957 | 132[047.406] 0.6031 (Belenguez et o) 4 NM_002661.5
PROM7 16 90,122,973 90,143,730 | 4077 8457 9559 | 3(0) 17(0) 17(1)| 047[0.12:132] 0.1610 | 0.89[0.47:1.71] 0.7281 mm__mmEmon_ﬂ%_“,_Mnhom@m_mhé»mm;m_ﬁ_m NM_001098173.2
Genes associated with AD in GWAS analysis
MYO154 17 18,012,065 18,083,110 | 4077 8457 9559 | 16(1) 27(1) 40(0)| 095[052:166] 08743 | 0.82[0.53:126] 0.3608 (Bellengues et o) 4 NM_016239.4
WNT3 17 14,835,871 44,396,050 | 4077 8452 553 | 0(0) 2(1) 2(0) | 047[0.003:576] 05962 | 076[012:493] 0.7619| Genes @ssociated with ADin GWAS analysis NM_030753.5

(Bellenguez et al}
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Number of Number of carriers of Firth regression
Position in hg19 individuals included | LoF variants (including
in LoF analysis CNV- i EOAD versus CTRL all AD versus CTRL
Reason of inclusion Transcripts used for deletion definition
Gene chr Start End EOAD LOAD CTRL| EOAD LOAD CTRL OR [95%CI] pvalue | OR[95%CI]  p-value
. - - Prioritized genes from dosage analysis(FDR
FADSG 17 72,873,473 72,883,705 | 4077 8457 9558 |15(15) 11(11) 5(5) | 6.63[2.65:1034] 334E-05| 368[158:1032] 0.0017 “10%) NM_178128.6
G ted with AD in LoF anal
ABCA7 19 1,040,105  1,065571 | 4077 8457 9559 | 35(4) 44(3) 36(3)| 229[L44:3.65]  0.0006 | L66[1.13:249] 0.0090 m:mzmsg_mxm_ n,“,mmmS_,ﬂ oF analysts NM_019112.4
KLC3 19 45,843,998 45854778 | 4077 8457 9554 | 11(1) 20(1) 30(0)| O088[043;169] 0.7174 | 0.79[048;130] 03464| Nmamm:mmMcmum_smmmm;mzm_mnmox NM_177417.3
_ - = Prioritized genes from dosage analysis(FDR
ERCC2 19 145,854,649  45372,845 | 4077 8457 9558 | 4(1) 12(2) 11(0)| 092[027;257) 08758 | 100[052;239] 08142 10%) NM_000400.4; NM_001130867.2
SIGLECIL 19 50,452,241 50,464,420 | 4077 8455 9555 | 8(7) 12(8) 11(6)| 173[0.69:419] 02333 | 136([0.67: 03087 mmjmmmmoeﬂwﬂ%mn“ﬂ.ﬁ_wéama_ﬁ_m NM_052884.3; NM_001135163.1
Genes associated with AD in GWAS analysis NM_001080578.4; NM_001278403.3; NM_001278404.3;
. 505 ¢ 1 _
LILRB2 13 54,777,675 54,785,033 | 4077 8457 9558 | 1(1) 3(2) 4(3) | 078[008:422] 07896 | 0.76[0.20:295] 06848 (Bellonguez et al N 001278405 2; NM_00S874.5; NM. 001275406.2
RBCK1 20 388,942 212,783 4075 sa31 ss3 | 1(0) 2(2) 2(0) 140 [0.13 : 10.56] 0.7467 107[021:641] 09372 Genes associated with AD in GWAS analysis | NM_001323960.2; NM_001323956.2; NM_001323958.2; NM_006462.6;
(Bellenguez et al) NM_031229.4
INF74 2 20,748,430 20,762,740 | 4077 8458 9558 | 4(4) 1(0) 4(0) | 235[0.61:9.00] 02077 | 0.93[026:347] 09120 E_E_Eamm:mmmumum_smmm%mzm_mnsx NM_001256523.2; NM_001256524.2; NM_001256525.2; NM_003426.4
- Prioritized genes from dosage analysis(FDR
SCARF2 22 20,778,873 20,792,1 4034 8281 9042 | S5(4) 0(0) 0(0) [24.68[2.80;3240.77] 0.0017 |8.08[0.92 ;106065 0.0623 <10%) NM_153334.7; NM_182895.5
KLHL22 2 20,795,806 20,850,170 | 4077 8457 9558 | 4(4) 0(0) 0(0) |2L.12[2.25:2799.03] 0.0047 | 6.87 [0.73:908.82] 0,1011 E_E_Emnmm:mmMn,mum_ammm%mzm_mhsx NM_032775.4
_ _ Pri zed genes from dosage analysis(FDR NM_001003851.3; NM_001293234.2; NM_001233235.2;
. y 5 . X K |
MED15 2 20,861,896 20,941,900 | 4077 8457 9558 | 4(4) 2(0) 0(0) |21.12[225:2790.03] 0.0047 [9.92[1.17;129357] 0.0319 10%) N 001293236 2; NV 015889.5, NM. 001283237.2
PlaKA 2 21,061,979 21,213,100 | 4077 8457 9559 | 7(4) 7(1) 5(0) | 320[1.07:1022] 0.0379 | 201[0.79:590] 0.1446 E_o_._Hmamm:mmm“omumwmmmm%mzm;?ow NM_001362862.2; NM_D01362863.2; NM_058004.4
- - Prioritized genes from dosage analysis(FDR
SERPIND1 22 21,128,383 21,142,008 | 4077 8457 8558 | 5(4) 4(1) 3(0) | 360[0.08;1501] 00531 | 207[0.66;820] 02223 < 10%) NM_000185.4
. o Prioritized genes from dosage analysis(FDR
SNAP29 2 21,213,292 21,245,501 | 4077 8457 9558 | 4(4) 2(1) 2(0) | 422[004:2423] 00607 | 198[051:1079] 03368 NM_004782.4

<10%)
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Number of Number of carriers of Firth regression
Position in hg19 individuals included | LoF variants {including
in LoF analysis CNV-deletion) EOAD versus CTRL all AD versus CTRL
Reason of inclusion Transcripts used for deletion definition
Gene Chr Start End EOAD LOAD CTRL [ EOAD LOAD CTRL OR [95%CI] p-value OR [95%C1] pvalue|
Prioritized genes from dosage analysis(FDR
CRKL 22 21,271,714 21,308,037 | 4051 8364 9471 | 4(4) 2(1) 1(0) | 7.02[1.30;70.01] 0.0230 | 3.31[0.70;31.73] 0.1414 < 10%) NM_005207.4
" ized genes from dosage analysis(FDR
LZTR1 22 21,336,558 21,353,326 | 4077 8457 9559 | 10(4) 12(1) 14(0)| 1.70[0.75:3.74]  0.1008 | 1.18[0.62:2.34] 0.6140 <10%) NM_006767.4
- - ized fi d I FDR
THAPT 22 21,354061 21,356,404 | 4074 8444 9541 | 4(4) 1(1) 1(0) | 7.03[1.30:70.13] 00229 | 2.79 [0.56:2725] 02248 zed genes _Agmuéamm::ii NM_0010086395.1; NM_030573.3
NM_001159554.2; NM_001345874.2; NM_001345875.2;
<14 | Prioritized genes from dosage analysis(FDR NM_D01349876.2; NM_001394691.1; NM_0013546592.1;
2 2 4 2 12 5 - — —
P2RXE 22 21,369,464 21,382,302 | 4077 8457 9559 | 13(4) 13(1) 16(0)| 102[002:3.94] 00813 | 1.23[0.67:231] 0514 <10%) NM_001394593.1; NM_001394694.1, NM_001394695.1,
NM_001394696.1; NM_001354657.1; NM_005446.5
Prioritized genes from dosage analysis(FDR
SLCTAS 22 21,383,007 21,386,847 | 4077 8455 9553 | 5(4) 1(1) 7(0) | 172[054:515] 03442 | 066[022:191] 04384 g <10%) 8 yeist NM_004173.3
Prioritized fi d I FDR
LRRC748 n 21,400,245 21,418,457 | 3917 7799 8016 | 6(4) S5(l 6(0) | 205[067;6.24] 02012 | 121[047;3.37] 06846| O 0ieC BENES _nomuguommm%mﬁi NM_001291006.2

Table 58: LoF variants analysis
Only genes with at least one CHV are displayed in this table
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encompassed
Sample Cohort AAD Gender Status  Type CNV coordinate HGVS nomenclature Fully encomp d Genes Genes
CRKL,KLHL22,LRRC74B,LZTR1,MED15,P2RX6,PI4KA,SCARF2,
EFA-425-001 ADES-FR 43 male EOAD Deletion chr22:18873820-21846407 NC_000022.10:g.18871041_21921807del SERPIND1,S5LC7A4,SNAP23,THAP7,ZNF74
CRKL,KLHL22,LRRC74B,LZTR1,MED15,P2RX6,PI4KA,SCARF2,
FR16641215 Netherlands Brain Bank 64 female EOAD Deletion chr22:20705732-21414861 NC_000022.10:2.20705136_21480084del SERPIND1,SLCTA4,SNAP29,THAPT,ZNF74
CRKL,KLHL22,LRRC74B,LZTR1,MED15,P2RX6,PI4KA,SCARF2,
FR16642636 ADC-Amsterdam 53 male EOAD Deletion chr22:20708601-21537450 NC_000022.10:2.20706580_21539553del SERPINDL1,5LC7A4,SNAP29,THAPT,ZNF74
CRKL,KLHL22,LRRC74B,LZTR1,MED15,P2RX6,PI4KA,SCARF2,
ROU-0165-001 ADES-FR 51 male EOAD Deletion chr22:20717833-21414845 NC_000022.10:g.20398711_21576182del SERPIND1,SLCTA4,SNAP29,THAPT,ZNF74
CRKL,LRRC74B,LZTR1,P2ZRX6,PI4KA,SERPIND1,5LCTA4,SNAP
IW_Anglia_10158 PERADES 86 female LOAD Deletion chr22:21062310-21414817 NC_000022.10:g.21045693_21480534del 29,THAP7
700003 PERADES 56 female ECAD Duplication chr22:20891401-21088843 NC_000022.10:g.20873283_21096512dup MED15,PI4KA
EXT-PUC-001 ADES-FR 51 male EOAD Duplication chr22:21322064-21340318 NC_000022.10:g.21341672_21341672dup LZTR1
CRKL,KLHL22,LRRC74B,LZTR1,MED15,P2RX6,PI4KA,SCARF2,
BOODESCV ADES-FR 78 female LOAD Duplication chr22:18893812-21411601 NC_000022.10:g.18655928_21799164dup SERPIND1,SLCTA4,SNAP2S, THAPT,ZNF74
CRKL,KLHL22,LRRC74B,LZTR1,MED15,P2RX6,PI4KA,SCARF2,
A-ACT-ACD02268 ADSP 81 female LOAD Duplication chr22:18893887-21568164 NC_000022.10:g.18835841_21570212dup SERPIND1,5LC7A4,SNAP2S THAP7,ZNF74
CRKL,KLHL22,LRRC74B,LZTR1,MED15,P2RX6,PI4KA,SCARF2,
A-ADC-ADO03657 ADSP 74  male LOAD Duplication chr22:20705059-21414817 NC_000022.10:g.20653814_21480535dup SERPIND1,5LC7A4,SNAP2S THAPT,ZNF74
CRKL,KLHL22,LRRC74B,LZTR1,MED15,P2RX6,PI4KA,SCARF2,
A-TARC-TCOO0847 ADSP 67 female LOAD Duplication chr22:20718475-21570368 NC_000022.10:g.20717966_21570758dup SERPIND1,SLC7A4,SNAP2S, THAP7,ZNF74
CREKL,LRRC74B,LZTR1,P2RX6,PI4KA,SERPINDL,SLC7AL, SNAP
A-ROS-RS000801 ADSP 87 female LOAD Duplication chr22:21044318-22453623 NC_000022.10:2.20940993_22516590dup 29,THAP7
CREL,KLHL22,LRRC74B,LZTR1,MED15,P2RX6,PI4KA,SCARF2,
1865116 ERF 55 female Control Duplication chr22:18893812-21411601 NC_000022.10:g.18655928_21795164dup SERPIND1,SLC7A4,SNAP2S, THAP7,ZNF74
CRKL,KLHL22,LRRC748,LZTR1,MED15,P2RX6, PI4KA, SCARF2,
FR21322518 ADC-Amsterdam 50 male Control Duplication chr22:18667400-21635009 NC_000022.10:g.18656711_21661880dup SERPIND1,SLC7A4,SNAP2S, THAP7,ZNF74
CRKL,KLHL22,LRRC748,LZTR1,MED15,P2RX6, PI4KA, SCARF2,
A-WCAP-WCD03952-BL-COL-57689BL1 ADSP 78 female Control Duplication chr22:18773782-21193485 NC_000022.10:2.19139966_21617833dup SERPIND1,5LC7A4,SNAP29 THAP7,ZNF74
CRKL,KLHL22,LRRC748,LZTR1,MED15,P2RX6,PIAKA, SCARF2,
A-WCAP-WCD03955-BL-COL-40463BL1 ADSP 75 female Control Duplication chr22:18855517-21105723 NC_000022.10:g.19230001_21524610dup SERPIND1,5LC7A4,SNAP29 THAP7,ZNF74
CRKL,KLHL22,LRRC748,LZTR1,MED15,P2RX6,PIKA,SCARF2,
C-R5-50711 ADSP 90 female Control Duplication chr22:20705059-21414817 NC_000022.10:2.20653814_21480535dup SERPIND1,5LC7A4,SNAP23, THAP7,ZNF74
CRKL,KLHL22,LRRC748,LZTR1,MED15,P2RX6,PI4KA,SCARF2,
FR16641043 EMIF-AD S0-plus Study 91 female Control Duplication chr22:20705076-21575718 NC_000022.10:g.20657675_21637213dup SERPIND1,5LC7A4,SNAP23, THAP7,ZNF74
WD_478 ADES-FR 85 male Control Duplication chr22:20717833-20825852 NC_000022.10:g.20398713_20843263dup SCARF2,ZNF74 KLHL22
CRKL,KLHL22,LRRC74B,LZTR1,MED15,P2RX6, PI4KA, SCARF2,
A-ADC-ADO0O0379 ADSP 90 male Control Duplication chr22:20720856-21414817 NC_000022.10:g.20718608_21480535dup SERPIND1,5LC7A4,SNAP29,THAP7,ZNFT74
CRKL,KLHL22,LRRC74B,LZTR1,MED15,P2RX6, PI4KA, SCARF2,
WD_135 ADES-FR 81 male Control Duplication chr22:20731392-21414845 NC_000022.10:g.20725961_21576182dup SERPIND1,SLC7A4,SNAP23,THAP7,ZNF74
C-RS-50896 ADSP 90 male Control Duplication chr22:20812093-20940953 NC_000022.10:g.20800968_21044317dup MED15 KLHL22
CRKL,LRRC74B,LZTR1,P2RX6,PI4KA,SERPINDL,SLC7AL,SNAP
FR16641086 EMIF-AD SO-plus Study 88 female Control Duplication chr22:21044363-21680572 NC_000022.10:g.21035063_21724331dup 29,THAP7
CRKL,LRRC74B,LZTR1,P2RX6,PI4KA,SERPINDL,SLC7AL,SNAP
WpD_131 ADES-FR 84 female Control Duplication chr22:21056494-21414845 NC_000022.10:2.21045672_21576182dup 29,THAP7
A-ACT-AC002023 ADSP 86 male Control Duplication chr22:21322232-21340187 NC_000022.10:g.21304135_21341791dup LZTR1

Table $9. CNV encompassing the 22q11.21 locus
Only genes within the locus are reported
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main Dosa, lysi D lysis with PC adjustment
N total N carriers of CNVs (DEL/DUP) fono _an:nr. osage EoAD v CTAL 1

Chr Gene EOAD LOAD CIRL| EOAD LOAD CTRL OR [95%CI]* p-value* FDR OR [95%CI] p-value® FDR Transcripts
1 PRAMEF26® | 2011 7302 6461 | 8(3/0) 2Q2/0) 2(1/1) 0,08 [0.01;0,34] 2.88E-04 3.20E-02| 0.07[0,01;034] 3.65E-04 8.07E-02 NM_001306072.3
1 Hiv 4077 5457 B(0/8) 8(1/7) 8(4/4) | 491[171;16,69] 2.82E-03 1.99E-01| 7.34[2.31;2748] 35.97E-04 8.33E-02 NM_001316767.2; NM_001379352.1; NM_213633.4
2 ADn 4077 8457 (073 1¢0/1) 1(1/0)|26.58[3.06;3482.37] 1.OSE-03 9.16E-02|26,50 [2.88 ; 3518,08] 1,59E-03 1.43E-01 NM_001306077.2 ; NM_018269.4
8  MTUSI** 4077 8457 34(34/0) 38(371) 57570 0.47[0,33:0.66] 1.95E-05 2,71E-02 0.58[0.40:084] 3,75E-03 1.91E-01 NM_001001924.3; NM_001363057.2; NM_001363058.2; NM_001363059.2; NM_001363061.2
10 MBL2 4077 8457 202700 252570y 45(44/ 1) 576[222;21,16] 544E-05 2,71E-02 1.74[0.55:7,60] 3,78E-01 9.91E-01 NM_000242.3; NM_001378373.1; NM_001378374.1
17 FADS6 4077 8457 16(15/1) 11(11/0) 5{(5/0) 0,19 [0,07:045] 1.65E-04 2.71E-02| 0,32[0,12;0,80] 1,42E-02 540E-01 NM_178128.6
19  PLIN4** 4077 8457 20(19 /1) 10¢10/0y 12(12/0)| 0,31[0.15:0.61] B.38E-04 7.66E-02| 034[0.16:0,70] 3,59E-03 §,07E-02 NM_001393888.1 ;: NM_001393889.1 ; NM_001393890.1 ; NM_001393891.1; NM_001367868.2
19 KLC3 4077 8457 24(1/23) 33(1/32) 16(0/16)| 3,06[1.65:579] 428E-04 412E-02| 279[1.48:536] 1.50E-03 145E-01 NM_1774173
19 ERCC2 4077 8457 291 ! 28) 432 ..a: 2000 20) 304[174:54] 109E-04 271E-02| 287[162:516] 332E-04 8,07E-02 NM_001130867.2
19 ERCC2 4077 8457 20(1/728) 42(2/40) 200/ 20) NM_000400.4
22 INF74 4077 8457 4470 4@/4 9(0/9 [ 0,04[0,0003;029] 2.71E-04 3.20E-02| 0,03 [0,0002:0,30] 6,37E-04 §33E-02 NM_001256523.2; NM_001256525.2; NM_003426.4; NM_001256524.2
22 SCARF2 4077 8457 4(4/0) 4@/4 9(0/9 | 0,04[0,0003;029] 2.71E-04 3.20E-02| 0,03 [0,0002:0,30] 6,37E-04 §33E-02 NM_153334.7; NM_182895.3
22 KLHL22 4077 8457 4(4/0) 4(@/4 8(0/8 | 0,04[0,0003;030] 3.80E-04 3.86E-02( 0,03 [0,0003:0,33] 1,14E-03 1,26E-01 NM_032775.4
22 MEDI15 4077 8457 4470 4@/49  9(0/9 [ 0,04[00003;029] 2.71E-04 3.20E-02| 0.03 [0,0002:0,30] 6.37E-04 §33E-02 NM _001003891.3, NM_001283234.2, 7.ﬂw“uchwwmmwuum NM_001283236.2, NM 0012032372,
22 PHKA 4077 8457 4470 6(Q1 10(0/ 10y 0,03[0,0003;028] 1.92E-04 2.71E-02| 0.03 [0.0002:0,29] 441E-04 §07E-02 NM_001362862.2; NM_001362863.2; NM_058004 .4
22 SERPINDI1 | 4077 8457 440 6(7/ 10(0/ 10y 0,03[0,0003;028] 1.92E-04 2.71E-02| 0.03 [0.0002:0,29] 441E-04 §07E-02 NM_000185.4
22 SNAP29 4077 8457 4470 6Q1/ 10¢0/ 10y 0,03 [0,0003:0.28] 1.92E-04 2,71E-02| 0.03 [0.0002:0,29] 4.41E-04 §,07E-02 NM_004782.4
22 CREL 4077 8457 4470 6(1/ 10¢0/ 10y 0,03 [0,0003;028] 1.92E-04 2,71E-02| 0.03 [0.0002:0,29] 4.41E-04 §,07E-02 NM_005207.4
22 LZTRI1 4077 8457 4470 61/ 100/ 10y 0,03 [0,0003;028] 1.92E-04 2,71E-02| 0.03 [0.0002:0,29] 4.41E-04 §,07E-02 NM_006767.4
22 THAP7 4077 8457 44700 6(1/ 100/ 10y 0,03[0,0003;028] 1.92E-04 2,71E-02| 0,03 [0,0002:0,29] 4.41E-04 §,07E-02 NM_030573.3; NM_001008695.1

NM_001159554.2: NM_001349874.2; NM_001349875.2; NM_001349876.2; NM_001394601.1;
22 PIRX6 4077 8457 9559 | 4(4/0) 6(1/5) 10(0/10)| 0,03 [0,0003;0.28] 1.92E-04 2,71E-02| 0,03 [0,0002:0,29] 441E-04 §,07E-02 NM_001394692.1; NM_001394693.1; NM_001394694.1; NM_001394695.1; NM_001394696.1;

NM_001394697.1; NM_005446.5

22 SLCTA4 4077 8457 9559 | 4(4/0) 6(1/5) 10(0/10)| 0,03 [0,0003;0.28] 1.92E-04 2,71E-02| 0.03 [0,0002:0,29] 441E-04 §07E-02 NM_0041733
22 LRRC74B | 3917 7790 8016 | 4(4/0) 6(1/5) 10(0/10) 0,04 [0,0003:0.29] 186E-04 2.71E-02| 0.03 [0,0002:0,29] 441E-04 §28E-02 NM_001291006.2

Table $12. Results from dosage analysis after adjustment on ancestry
Chr: chromosome; N: number, EQAD: early onset Alzheimer disease, LOAD: late onset Alzheimer disease; CTRL: controls
'0R should be interpreted for an increase of transcript copies by 1, i.e. a OR = 1 (resp.
*non adjusted p-values, selected based on FRD < 10%

* gene overlapping with repeats or duplicated gene in the genome (despite CNVs not overlapping =50% with repeats)
** pene for which the signal in dosage analysis is driven by deletion whereas transcripts are not in set A

OR <1} means that duplications (resp. deletions) are associated with a higher disease risk



N total EOAD vs CTRL (firth regression) | All AD vs CTRL (firth regression) N carriers
List of genes EOAD LOAD CTRL| OR[95%CI]*  pvalue| OR[95%CI]  p-value |EOAD LOAD CTRL
Al genes deletion | 4077 8457 9559 | LIS[1.06:123] 341E-04] 1.04[0.98:109] 194E-01] 1756 338 3802
duplication | 4077 8457 9550 | 1,10[1,02:1,19] 125E-02| 1.06[100:1,12] 3,31E-02| 1408 2816 3091
Genes in GWAS i deletion | 4077 3457 9550 | 2,67[151:4.74] 7.98E-04| 202[L26:335] 298E-03| 25 33 122
duplication | 4077 8457 0550 | 0,58[030:1,04] 690E-02| 0,67[045:1,00] 525E-02| 12 32 50
:st"j:r':m'"e‘j'”ma deletion | 4077 8457 0550 | 144[1.09:100] 1.14E-02| 126[L01:157] 362E-02| 81 138 133
Genes involved in Processing o0 | 4077 8457 0550 | 164[1.04:257] 336E-02| 096[0,65;1,42] 833E-01| 32 26 46
or traffficking of Abeta
Genes involved in mediator of
Abeta toxicity / calcium deletion | 4077 8457 9550 |16.42 [1,50 : 2208,35] 1,61E-02|11,45 [1,40 ; 1485.47] 1,80E-02| 3 4 0
homeostasis

Table $13. Association Results aggregated by lists of genes
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Sample Cohort AAO [ Age at last « visit » Gender APOE Status  Gene BaseChange AAChange
FR16618481 ADC-Amsterdam 51 2 34 EOAD PSEN2 c715A>G pMet239Val
FR16640975 Netherlands Brain Bank 34 2 33 EOAD PSEN1 c617G=A p.Gly206Asp
FR16642626 ADC-Amsterdam 36 2 33 EOAD PSEN1 c786G>C p.Leu262Phe
FR16640980 Netherlands Brain Bank 57 1 33 EOAD PSEN1 c791C=T pPro264Len
FR16642720 Netherlands Brain Bank 59 1 33 EOAD PSEN1 c791C=T pPro264Len
FR16640953 Netherlands Brain Bank 42 2 33 EOQOAD PSEN1 cl1151G=C p.Gly384Ala
FR16618475 Netherlands Brain Bank 32 1 23 EOAD PSEN1 c1254G=C pLeud418Phe
FR16640939 Netherlands Brain Bank 74 2 33 LOAD APP  c2149G-A p.Val717Ile
G-KGAD-KA000745-UNK-WU-8002617069 ADSP 54 2 24 EOAD APP c2146A>G plle716Val
G-KGAD-KA000751-BL-WU-8002616270 ADSP 53 1 33 EOAD PSEN1 c677T=G p.Leul26Arg
FR16640931 Netherlands Brain Bank 47 1 34 EOAD PSEN1 c779C=T p.Ala260Val
FR16642644 ADC-Amsterdam 36 2 34 EOAD PSEN1 c1130G=T pArg37TMet
FR21322134 ADC-Amsterdam 42 2 33 Control TARDEP c.1144G=A p.Ala382Thr
G-KGAD-KA000743-BL-WU-8015455061 ADSP 41 1 22 Control MAPT c1216C>T p-Arg406Trp
G-KGAD-KA000168-BL-WU-8298765 ADSP 61 1 23 EOAD GRN c709-2A>G SpliceVariant
G-KGAD-KA000243-UNK-WU-8005874997 ADSP 54 2 33 Control GREN c911G=A p.Trp304*
G-KGAD-KA000738-UNK-WU-8002616127 ADSP 60 2 33 EOAD GRN c1145delC p-Thr3g2fs
EXT-1733-001 ADES-FR 58 1 33 EOAD GREN 1403 _1404insGTGAGTGCCTCCCTGCCTGCCCCTGCCTGGGTGGGAGCTGGGCCTGCTGCCAGTTGCCCCAT  p Leuds9fs
A-WCAP-WC004049-BL-COL-40538BL1 ADSP 84 1 34 LOAD NOTCH3 c2095T=C p.Cys699Ars
G-KGAD-KA000377-UNE-WU-24004552 ADSP 69 2 44  LOAD NOTCH3 c.3691C>T pArg1231Cys
FR16617223 ADC-Amsterdam 72 2 33 LOAD NOTCH3 c3691C>T pArgl231Cys
FR16642490 ADC-Amsterdam 54 2 34 EOAD NOTCH3 c3568C>T p-Arg1190Cys

Table 514. Pathogenic variant carriers excluded from stage-2 ADES/ADSP dataset
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FigureS1. Time required for the calling step of our pipeline with two versions of CANOES
The two versions of CANOES differ only on the parallelization step, there is no differences on
CNVs calling.
The same data have been processed using the same computational server with 32 threads
and 192Gb of RAM. The parallelization used all threads, with the exception of the 1000
samples datasets, limited to 16 threads due to RAM limitation due to the matrix size.
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Figure 52. Theoretical example of definition of CNV coordinates according to transcript and capture kit coordinates.

On the top, a fictious example of two genes with two transcripts each. Larger blue rectangles represent exons whereas thinner rectangles represent non
coding regions.

On the middle, an example of a difference of captured zone between different kits.

On the bottom, the fictious true CNV, in blue, and the coordinates attributed by each capture kit to this CNV.

In this example, the true CNV could be considered as encompassing fully Gene 2 when called from data obtained following capture by kit C, whereas the same
CNV would be annotated as partially affecting Gene A regarding kits B and C if using reference coordinates to define a transcript. Using the proposed
definition here (all targets are encompassed defines a fully encompassed transcript), this CNV is considered as fully affecting gene A in all three examples.
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Figure S3. Example of a large CNV on chromosome 9 suggesting a blood-specific event (probable clonal hematopoiesis)
This figure was obtained from the UCSC genome browser and represents large mosaic duplications detected in two samples from the PERADES dataset on

chromosome 9 (GRCh37/hg19). The first two rows display duplications detected across chromosome 9. Black rectangles indicate duplications as defined by
CANOES. Blue rectangles indicate how multiple calls should be merged as one unique CNV. The third line indicates the position of capture kit targets (both
samples have the same capture kit). The fourth line indicates genes position according to RefSeq. Finally, the last line indicates positions of segmental
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Figure S4. Comparison of results before and after adjustment for ancestry.
1. P-value gg-plot for main dosage analysis.
2. B. P-value gg-plot for ancestry adjusted dosage analysis.
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Figure S5. 22q11.2 locus as displayed on the UCSC genome browser

In red: deletions

In blue: duplications

Large areas represent coordinates of CNVs as detected by CANOES. Thinner areas show breakpoints uncertainties, i.e. regions between two targets of the
sample-specific capture kit.

Genes are indicated below, and the regions of segmental duplications appear at the bottom part.

Blue rectangles show regions of low copy repeats underlying recurrent rearrangements by non-allelic homologous reparation (NAHR).

The green area indicates the locus identified in our study
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Figure S6. ERCC2-KLC3 locus on chrl9 as displayed on the UCSC genome browser
In red: deletions

In blue: duplications

Large areas represent coordinates of CNVs as detected by CANOES. Thinner areas show breakpoints uncertainties, i.e. regions between two targets of the
sample-specific capture kit.

Genes are indicated below, and the regions of segmental duplications appear at the bottom part.
The green area indicates the locus identified in our study
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Figure S7. MBL2 locus as displayed on the UCSC genome browser

In red: deletions

In blue: duplications

Large areas represent coordinates of CNVs as detected by CANQES. Thinner areas show breakpoints uncertainties, i.e. regions between two targets of the
sample-specific capture kit.

Genes are indicated below, and the regions of segmental duplications appear at the bottom part.

The green area indicates the locus identified in our study
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Figure S8. ADI1 locus as displayed on the UCSC genome browser

In red: deletions

In blue: duplications

Large areas represent coordinates of CNVs as detected by CANOES. Thinner areas show breakpoints uncertainties, i.e. regions between two targets of the
sample-specific capture kit.

Genes are indicated below, and the regions of segmental duplications appear at the bottom part.

The green area indicates the locus identified in our study
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Figure S9. FADS6 locus as displayed on the UCSC genome browser

In red: deletions

In blue: duplications

Large areas represent coordinates of CNVs as detected by CANOES. Thinner areas show breakpoints uncertainties, i.e. regions between two targets of the
sample-specific capture kit.

Genes are indicated below, and the regions of segmental duplications appear at the bottom part.
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Figure S10. ABCA7 locus as displayed on the UCSC genome browser

In red: deletions

In blue: duplications

Large areas represent coordinates of CNVs as detected by CANOES. Thinner areas show breakpoints uncertainties, i.e. regions between two targets of the
sample-specific capture kit.

Genes are indicated below, and the regions of segmental duplications appear at the bottom part.
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Figure S11. ABCA1 locus as displayed on the UCSC genome browser

In red: deletions

In blue: duplications

Large areas represent coordinates of CNVs as detected by CANOES. Thinner areas show breakpoints uncertainties, i.e. regions between two targets of the
sample-specific capture kit.

Genes are indicated below, and the regions of segmental duplications appear at the bottom part.
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Figure 512. CTSB locus as displayed on the UCSC genome browser

In red: deletions

In blue: duplications

Large areas represent coordinates of CNVs as detected by CANOES. Thinner areas show breakpoints uncertainties, i.e. regions between two targets of the sample-specific capture kit.
Genes are indicated below, and the regions of segmental duplications appear at the bottom part.
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3. Discussion

3.1. L"évolution de la détection des variations de structure

3.1.1. Utilisation actuelle des approches de séquencage

L'étude des variations de structure reste I'un des défis majeurs dans I'étude de nombreuses
pathologies et dans la structure globale de notre génome. Il est facile de faire un parallele entre I’étude
des variations ponctuelles (SNVs/indels) et celle des variations de structures. La premiére difficulté est
la détection des événements de maniere précise, puis vient la question de I'interprétation. Dans le cas
des variations ponctuelles, la qualité des séquences produites permet d’obtenir, en dehors de régions
complexes répétées, une confiance de plus de 99% dans le calling. Cette qualité de détection est loin
d’étre atteinte dans le cas des variations de structure, surtout lorsque I'on considére les technologies

les plus répandues dans le cadre de la recherche et du diagnostic.

A I'heure actuelle, les technologies de séquengage majoritairement mises en place dans le cadre de la
recherche et du diagnostic restent celles de seconde génération, et plus particulierement par capture
(panel de géne ou exome). La raison principale reste principalement le co(t: un séquencage de
génome reste un peu plus élevé plus que celui d’'un exome, lui-méme étant plus élevé que celui d’un
panel de génes, mais surtout le colt bioinformatique reste une différence majeure. La question est
donc de savoir ce qui est le plus avantageux entre nombre d’individus séquencés et les régions
séquencées. Dans le cadre de la recherche de variants rares comme nous I'avons effectué dans le cadre
de ces travaux, la faible fréquence des variations du nombre de copies et le nombre de loci
potentiellement associés a un risque de développer la maladie conduit a la nécessité d’avoir des grands

effectifs.

3.1.2. Séquencage ShortReads : de I'exome vers le génome

Le passage de I'exome vers le génome a été induit par plusieurs facteurs. Tout d’abord I'évolution des
séquenceurs a permis de rentre plus accessible ce type de séquencage, que cela soit en termes de co(t
ou de temps de séquencage. Cette évolution des séquenceurs s’est aussi accompagnée d’évolutions
bioinformatiques et informatiques : le développement de solutions plus optimisées et I'augmentation
de la puissance des machines de calcul ont rendu possible I'analyse rapide des données. Ensuite, dans

le cadre de I'exploitation des variations ponctuelles, I’évolution des connaissances des régions non
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codantes a ouvert le plein potentiel des génomes. Grace a cela, nous sommes passés d’'un génome qui
était exploité plus comme un exome avec de meilleures couverture dans certaines régions (Meienberg
et al. 2016) a une exploitation compléte du génome, a la fois des régions codantes et non codantes.
Enfin, I'intérét de plus en plus important envers les variations de structure conduit a passer des

techniques ACPA (SNP array / CGH array) vers les techniques de séquencage.

D’un point de vue bioinformatique et comme nous I'avons vu au cours de ces travaux, 'utilisation du
séquencage d’exome nous limite principalement a utiliser les approches basées sur la profondeur de
lecture. Il est techniquement possible d’utiliser les autres approches mais les résultats sont
généralement trés décevants car peu sensibles et bruités, les points de cassure ciblés par ces
approches étant rarement localisés dans les régions codantes ou a proximité. Dans le cadre du
génome, il est possible d’utiliser les autres approches (orientation des paires, splitreads, assemblage
de novo) et ainsi combiner différents outils. L'apport est alors important : non seulement il est possible
d’identifier tous les types de variations équilibrées (inversion, translocation, insertion, ...) en plus des
variations du nombre de copies, mais I'utilisation de différents outils basés sur des signaux différents
permet de croiser les différents résultats afin de venir améliorer la détection et la filtration des variants
: si plusieurs outils convergent pour un événement, la probabilité que ce dernier soit vrai augmente,
bien que certains événements restent impossibles a détecter par certaines techniques, par essence,

comme les points de cassure de remaniements médiés par des séquences répétées par exemple.

De plus, la combinaison de plusieurs outils permet aussi de comprendre certaines structures, comme
dans I'exemple de la Figure 32. Notre pipeline utilisant CANOES (basé sur la profondeur de lecture) a
identifié la duplication compléte du géne SMAD4, alors que le logiciel GRIDSS (Cameron et al. 2017)
qui utilise les 3 autres méthodes, a identifié de multiples délétions a l'intérieur de la région. En
observant plus précisément les fichiers d’alignements, les délétions identifiées correspondent aux
coordonnées des introns. Nous avons conclu a la présence d’une rétrocopie chez le patient, cette

rétrocopie étant fréquente dans la population générale (Chatron et al. 2019).

Le passage au séquengage en génome complet est donc une étape importante qui permet d’obtenir
une augmentation du nombre d’événements détectés et de maniére plus précise (Hehir-Kwa, Tops, et
Kemmeren 2018), et par la méme occasion d’augmenter le nombre de diagnostics réalisés (Hehir-Kwa,
Pfundt, et Veltman 2015). Ce passage au séquencgage de génome complet est déja mis en place sur les
laboratoires AURAGEN et SeqOIA mis en place dans le cadre du Plan France Médecine Génomique

pour le diagnostic des maladies rares et des cancers, lesquels rendant a la fois les SNV et les CNVs.
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Figure 32 : Visualisation d’une rétrocopie du géne SMADA4.

On observe dans la partie supérieure des pics de profondeur correspondant a certains exons (en gris).
Dans la partie inférieure, des paires de reads (en rouge) présente des tailles d’insert anormalement
élevés, révélant des délétions coincidant avec les exons (en bleue)

3.1.3. Le génome de référence : un génome ou des génomes ?

L'utilisation de plus en plus importante de séquencage de génome permet d'identifier et de
caractériser de nombreux haplotypes présents dans la population générale. Ces haplotypes étant par
définition fréquents dans la population, ils sont détectés de maniére récurrente dans les analyses. Il
est donc nécessaire de les prendre en compte et de les filtrer de la méme maniére que pour les
variations ponctuelles fréquentes. Contrairement a ces dernieres, les variations de structure ont un
impact important dans I'alignement et afin de pouvoir identifier correctement des variations de

structure rares, il faut pouvoir identifier correctement les haplotypes de l'individu étudié.

Il est donc nécessaire de faire évoluer le génome de référence afin de prendre en compte ces différents
haplotypes. C'est le cas de la version hg38 du génome de référence qui inclut un certain nombre de
ces haplotypes. Malheureusement, leur utilisation reste encore rare, voire anecdotique. Ceci est d( a
plusieurs points bloquants. Tout d’abord pendant I'étape d'alignement des reads sur le génome de
référence, les logiciels vont considérer que les reads peuvent a la fois correspondre au chromosome
de référence “classique” et en méme temps a I’haplotype, conduisant a un alignement multiple qui
était jusqu'a maintenant traité comme un signe de mauvaise qualité. De plus, la majorité des bases de
données ne tiennent pas compte de ces haplotypes et ne conserve l'information que pour les

chromosomes de référence. Cela signifie que méme si I'on aligne et que I'on exploite les données
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présentes sur les haplotypes, Il ne sera pas ou tres peu possible de récupérer des données de fréquence

ou méme des connaissances issues de bases de données spécialisées.

L’évolution du génome de référence prend actuellement deux directions qui se réveleront sirement
complémentaire. Il y a tout d’abord la voie établie par le consortium T2T (Telomere-to-telomere) qui,
comme nous l'avons rapidement vu, vise a compléter entierement la séquence connue du génome
humain, et plus particulierement les zones de faible complexité de ce dernier (Nurk et al. 2022). Afin
de réaliser la complétion du génome, il a été nécessaire de combiner de trés nombreuses approches,
avec a la fois du séquencage de troisieme génération (technologie Oxford Nanopore et PacBio) associé
a de la cartographie optique et du séquencage de seconde génération. Au final, ils ont obtenu une
séquence compléete, mais pour une seule molécule d’ADN entierement homozygote issue d’'une moéle
hydatiforme, c’est a dire une anomalie rare de la grossesse qui se manifeste par la croissance d’une
masse cellulaire dont tous les chromosomes paternels sont dupliqués. Ceci permet d'étre sar d'avoir
une seule molécule a séquencer et non deux. Le probléme de cette approche est que |'on retire toute
I'information de diversité qui a été ajoutée au fur et a mesure de la construction du génome de

référence actuel.

L'autre voie d’évolution est la construction d'un pangénome qui prendra en compte le besoin de
représentativité de toute la diversité du génome humain (Miga et Wang 2021; Sherman et Salzberg
2020). Le principe consiste non pas a avoir un génome linéaire mais un ensemble de génome assemblé
sous forme de graphes (Eizenga et al. 2020). De cette maniere, les haplotypes ne sont plus une
séquence alternative d’une référence mais un embranchement possible dans une structure compléte.
Séquencer un individu consiste alors a définir le parcours a effectuer a travers le graphe des possibilités
pour obtenir sa séquence personnelle. Au niveau international, le consortium du HPRC (Human
Pangenome Reference Consortium) travaille a I'établissement de ce dernier (T. Wang et al. 2022). Ce
passage d'un génome de référence linéaire a un pangénome organisé sous forme de graphe nécessite
tout de méme de repenser et de remettre en place tout un pipeline d'analyse. Actuellement le pipeline
standard bio-informatique établi par le Broad Institute (McKenna et al. 2010) et constitué de la suite
BWA puis GATK est le plus utilisé dans les laboratoires, mais celui-ci n'est pas le plus adapté pour le
travail sur du graphe. Cela signifie donc qu'il faudra mettre en place de nouveaux aligneurs et de
nouveaux logiciels de détection de variants adaptés a ces structures en graphe. A la fin du processus
bioinformatique, la maniere dans sont stockés les variants est aussi a redéfinir : il faut passer d'un
systeme de coordonnées chromosome/position a un systéme basé sur les haplotypes, obligeant a

revoir la facon d'appréhender la “position” d'un variant. Ceci conduit aussi a revoir la maniere dont
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sont construites les bases de données actuelles, qui devront a la fois permettre l'inclusion des
nouveaux variants tout en reportant toutes les variations connues sur ce nouveau systeme de
coordonnées. Tous ces changements devront étre pris en compte avant de passer sur une référence

pangénomique.

3.1.4. Evolution technologique : séquencage de 3™ génération et cartographie optique

Toutes ces évolutions ont été possibles principalement grace au développement des techniques de
séquencage de 3eme génération et, en parallele de ces derniéres, les techniques de cartographie
optique. Ces technologies de séquencage permettent de résoudre les probleéemes posés par la présence
des longues séquences répétées et qui diminuent la qualité des alignements des courts fragments dans
ces régions (Midha, Wu, et Chiu 2019). Grace a cela, la détection des variations de structure est
grandement améliorée (Figure 33), permettant d'obtenir une résolution jusqu'a maintenant
difficilement atteignable avec les technologies shortReads (Fujimoto et al. 2021; Midha, Wu, et Chiu
2019). Les technologies longRead ne présentent pas non plus de biais dans les régions séquencées du
fait de I'absence d'étapes d'amplification avant séquencage, la couverture du génome est alors
homogene sur I'ensemble de la séquence (Pollard et al. 2018). Enfin, I'utilisation de fragments longs
permet le phasage des variants, phasage qui peut avoir son importance dans le cadre de I'étude de

pathologies avec une transmission récessive.
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Figure 33 : Apport du long read pour la détection des variations de structure.

Pour chaque réarrangement sont représentés a la fois des short reads (partie supérieure) et des long
reads (partie inférieure). A : Insertion de grande taille. B : Délétion de grande taille. C : Duplication dans
une région multi allélique. D : Inversion d’un fragment. Image adaptée de Pollard et al., 2018
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Les deux technologies actuelles de séquencage de 3éme génération présentent chacune des avantages
et inconvénients. La technologie SMRT de la société PacBio, basée sur une circularisation des
fragments d'ADN, permet d'obtenir des fragments allant jusqu'a 100 kb au maximum, et une taille
moyenne a environ 20 kb. L'intérét de circulariser la molécule est de pouvoir la lire de multiples fois et
ainsi de corriger les éventuelles erreurs lors du séquencage, produisant ainsi des reads HiFi (High
Fidelity) en faisant un niveau de qualité similaire voire supérieur aux séquencages de 2éme génération.
La technologie d'Oxford Nanopore, basée sur [l'utilisation de canaux ioniques et la mesure de
modification du champ électrique lors du passage des molécules, est capable de produire des
molécules tres longues, certains projets ayant réussi a obtenir des fragments de plus de 800 Kb. Le
point faible de ces technologies est la qualité de séquencage qui présente un taux d'erreur

relativement élevé, bien que les derniéres évolutions de la chimie aient réduit ces inconvénients.

En fonction de la longueur des fragments souhaités, on choisira de préférence la technologie SMRT si
I'on recherche a la fois des variations ponctuelles et de grande taille en un seul séquencage, ou bien la
technologie ONT si on recherche avant tout a produire de trés grands fragments, que I'on combinera
par exemple avec des données de séquencage short reads pour I'analyse des variations ponctuelles si

nécessaire.

Seule la question du séquencage d'ADN a été abordé, mais ces technologies permettent bien sir
I'analyse transcriptomique, mais aussi la détection de la méthylation de I'ADN pour des analyses

épigénétiques.

Le facteur limitant pour I'emploi de ces technologies reste actuellement le co(t qui est supérieur a
celui d'un génome ou d'un exome séquencé en shortReads. Au fur et a mesure que les colts de
production des séquences vont diminuer, de nombreux projets vont basculer depuis les séquencages
short reads vers le séquencage long reads, de la méme maniére que de nombreux projets sont passés
du séquencage d'exome vers le génome avec la réduction du co(t de séquencage a la base. Au-dela
du colt du séquencage en lui-méme, il faut prendre en compte la partie informatique qui ne cesse elle
aussi d’augmenter. Les besoins de stockage et de calcul pour le passage de I'exome au génome sont
importants, et la transition vers le séquencage de 3éme génération le sera tout autant. Les différents
outils utilisés pour la détection des SV a partir de ces données (tel que pbsv ou sniffles) utilisent des
approches combinatoires (Smolka et al. 2022; Topfer 2022) qui se révelent plus consommatrices en

ressources que les outils basés sur des approches uniques.
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En complément des technologies de séquencage, les technologies de cartographie optique, telle que
la plateforme SAPHYR de la société Bionano, génerent des cartes génétiques complétes et sont capable
de détecter des variations de structure avec une résolution de 500 pb. Le principal défaut de cette
technique et I'absence totale de lecture base a base, qui ne permet pas en un seul passage d'avoir et
la séquence et la structure du génome séquencé. Cette technique relativement colteuse (environ
1300€ par échantillon) sera donc utilisée dans des maladies induites par des grands réarrangements

chromosomique, ou bien en complément d'autres approches de séquengage.

3.2. Impact biologique des variations de structure

3.2.1. Uinterprétation des variations de structures

La premiere grande difficulté avec les variations de structure est, comme nous avons pu le voir
jusqu'ici, leurs détections. La question suivante est celle de l'interprétation qui reste encore dans
certains cas relativement complexe. Afin d’interpréter les variations de structure, il est important de

considérer a la fois le contenu mais aussi les éventuels points d’insertion de la variation.

En fonction du type d’événement, les conséquences ne seront pas les mémes. Dans le cas ou I'on
observe une délétion, il faut se poser la question du contenu de cette derniere : affecte-t-elle un géne
codant ? Si oui, est ce que celui-ci est haploinsuffisant ou non ? Si la délétion est intronique, affecte-t-
elle I'épissage ou un élément de régulation de I'expression génique ? Et enfin si elle est intergénique,
emporte-t-elle des éléments de régulation impactant des genes proches ? Dans le cas des duplications,
il faut définir si ces derniéres chevauchent entierement un géne ainsi que les éléments de régulation
associés. Il faut aussi prendre en compte la localisation du point d'insertion de la duplication si celle-ci
n'est pas en tandem, et aussi définir I'orientation de la duplication. Des questions similaires vont se
poser concernant les inversions et les insertions d'éléments mobiles. Au final, c'est principalement le
contenu génique des événements et les points d'insertion ou de cassure qui sont les éléments clés

pour pouvoir interpréter I'effet d'une variation.

Certains logiciels, tel qu’AnnotSV (Geoffroy et al. 2018), annotent les variations et fournissent une
partie des informations nécessaires a l'interprétation, tel que les éléments affectés ou bordant
I'événement (gene, élément de régulation, etc) ainsi que les fréquences dans les bases de données
publiques tel que la DGV ou gnomAD-SV. Néanmoins, ce genre d'outil présente un certain nombre de
limites telles que la non prise en compte des points d'insertion des duplications ou leur orientation.
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De plus, comme nous I'avons rencontré dans notre étude, le caractére “complet” d’un gene affecté
par une variation peut étre biaisé par la méthode de détection : si les cibles de capture ne couvrent
pas exactement I'ensemble du géne, I'événement sera rapporté comme partiel. Dans le cas d’un
séquencage avec peu d’individus a la fois (comme dans le cadre du diagnostic par exemple), il est
possible de parcourir le fichier et de vérifier ces différentes discordances qui peuvent étre introduites.
Mais dans le cas d’une étude contenant plusieurs milliers d’individus, cette curation manuelle est

difficilement applicable, et il faut alors trouver une méthode pour résoudre ce probleme.

Dans le cas de notre étude, nous avons adapté notre stratégie aux données auxquelles nous avions
accés. Notre jeu de données étant constitué de séquencages en exome, nous avons di travailler avec
les différents kits de capture qui variaient entre les études : la recherche de récurrence au niveau des
CNVs étant difficile a réaliser sans perdre de I'information, nous avons fait le choix de travailler au
niveau des génes/transcrits. Les différents kits de capture ne ciblant pas les mémes exons et ne
couvrant pas les transcrits de maniére égale, nous avons redéfini les coordonnées de chaque transcrit
pour chaque kit de capture. Enfin, nous avons assimilé les délétions de transcrits, qu’ils soient affectés
complétement ou partiellement, comme une perte de fonction en nous focalisant sur les génes
potentiellement haploinsuffisants. Pour les duplications, nous avons considéré uniquement les
transcrits entierement affectés, considérant que leur duplication conduirait a une augmentation de la

production de la protéine.

En conclusion, l'interprétation fine de chaque événement nécessite une curation manuelle et une
expertise, avec un retour aux données brutes afin de bien interpréter dans un premier temps, la

structure réelle de I'événement puis son impact potentiel sur la pathologie d’intérét.

3.2.2. 'apport des variations de structures dans la recherche et le diagnostic

L'implication des SV dans un certain nombre de pathologies humaines est bien identifiée, depuis les
maladies chromosomiques jusqu'aux délétions ou duplications responsables de maladies
mendéliennes, tel que nous l'avons vu en introduction de ce document. La part des diagnostics
imputables aux variations de structure varie en fonction de la pathologie, avec par exemple environ
10 % de diagnostics expliqués par des SV dans les troubles du spectre autistique (Shen et al. 2010;
Tammimies et al. 2015) et entre 10 et 20% dans des cas de troubles neurodéveloppementaux (Hehir-

Kwa, Pfundt, et Veltman 2015; Pfundt et al. 2017).
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La validation de I'implication d’'un SV dans une pathologie peut se faire par différentes approches : soit
une recherche d’enrichissement dans des cohortes cas témoins, soit par I'identification de variations
rares, voire ultra rares dans des familles ou des cohortes tres bien caractérisées de patients. Dans le
cas des événements rares, voire singletons, on s’appuiera généralement sur des preuves biologiques
pour affirmer I'effet sur la pathologie. Cette approche est efficace quand le risque associé est fort,
signe d’un effet biologique important. Pour étudier |’effet des facteurs de risque ultra rares, la difficulté
principale est la récurrence trop faible pour permettre une validation CNV par CNV. L’équipe du Pr
Jacquemont a proposé de quantifier I'impact d’'un CNV en calculant un score basé sur différentes
caractéristiques du contenu génique de I'événement (Huguet et al. 2018). On peut par exemple se
baser sur le nombre de génes, la fréquence de ces derniers dans la population, leur score de pression
de sélection tel que la pLl, et bien slr les connaissances établies liées au phénotype étudié. On
considere un score élevé si I'événement porte de nombreux genes fortement conservés et ayant un
lien avec notre pathologie. Néanmoins, il reste difficile d’utiliser ce type d’approche dans le cadre du
conseil génétique pour les CNV, bien que les arguments d’interprétation des sociétés savantes

recoupent en partie ce type d’argument (taille, contenu génique, tolérance a la perte de fonction, etc).

Les limites de détection (selon la technologie employée) et d’interprétation des CNV conduisent a une
sous-évaluation de la part des SV dans l'origine génétique des pathologies. Il est probable que la
proportion de SV va augmenter dans les années qui viennent, entre I'étude de maniere plus
systématique de ces derniéres, que cela soit par du séquengage de 2éme ou de 3eme génération, mais
aussi avec une résolution de plus en plus élevée, révélant des délétions ou des insertions de I'ordre de

I’exon, jusqu’alors trés peu étudiées dans des études d’enrichissement de cas et de témoins.

3.2.3. Impact des CNVs dans la maladie d’Alzheimer

Les origines génétiques de la maladie d’Alzheimer sont complexes, allant de formes autosomiques
dominantes provenant de variations dans les génes APP, PSEN1, PSEN2 a des formes complexes
largement déterminées par I'accumulation de facteurs de risque. Parmi ces facteurs de risque, il existe
une grande variabilité a la fois dans la fréquence et dans le risque associé a ces variations. Jusqu’a
maintenant, seuls des SNV ont été associés de maniére significative avec la maladie d’Alzheimer, ces
facteurs ayant été identifiés soit par des études de GWAS pour les variants fréquents, soit par des

études de séquencgage pour les variants rares. Les SV, et plus particulierement les CNVs, n’avaient été
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identifiés que dans les formes autosomiques dominantes (duplication compléte du gene APP, délétion
partielle du géne PSEN1). Tous les autres CNVs potentiellement impliqués dans la pathologie sont des
événements fréquents identifiés dans des études de puces de génotypage mais sans réplication dans
des études indépendantes, ou bien des variants ultra rares, voire des singletons, et pour lesquels un
lien biologique potentiel a été identifié. |l est donc nécessaire de rassembler de trés grandes cohortes

de cas et de témoins afin d'avoir la puissance statistique nécessaire pour détecter un signal.

Dans notre étude, nous avons réussi a identifier 18 génes affectés de maniére différente entre les cas
et les témoins répartis sur 5 loci, avec des p-valeurs associées variant entre 1,05x10-3 et 5,44x10-5.
L'un des résultats les plus intéressants concerne la région centrale de la délétion 22.q11.2, un facteur
de risque (aussi connu sous le nom de PIEV - Pénétrance Incompléte et/ou Expressivité Variable) de
maladie du neurodéveloppement (Rump et al. 2014; Woodward et al. 2019). Le lien entre le
réarrangement et la pathologie reste encore a préciser. Une explication pourrait étre un effet
aspécifique de la délétion, celle-ci induisant potentiellement une diminution de la réserve cognitive du
patient (Nelson et al. 2021; Soldan et al. 2017; Stern 2012) : si un individu posséde une réserve
cognitive plus faible, la perte neuronale induite par la maladie aura des conséquences cognitives
détectables potentiellement plus précoces. Si on considére deux individus avec le méme fond
génétique compatible avec le développement d’une maladie d’Alzheimer, celui présentant la délétion
22q11.2 en subirait alors les effets plus précocement. Si cet effet aspécifique est confirmé, on peut
alors se poser la question de Iimpact des autres PIEV identifiés dans les troubles
neurodéveloppementaux. Une perspective de prolongement de nos travaux pourrait donc étre d’aller
regarder spécifiquement dans ces régions d’intérét et de voir si un enrichissement est détecté chez les
cas ou chez les témoins. Il faudra pour cela revenir aux données brutes d’origine, les nombreuses

filtrations appliquées pouvant exclure les CNVs dans ces régions d’intérét.

En plus de ces 5 loci a répliquer, nous avons pu identifier des délétions dans des genes préalablement
identifiés comme facteur de risque pour la maladie, avec 10 délétions du géne ABCA7 (4 chez des
EOAD, 3 chez des LOAD et 3 chez des témoins) et 3 délétions partielles du géne ABCAI1, toutes
identifiées chez des EOAD. Ces délétions renforcent le signal initialement détecté a partir des SNV
perte de fonction. Ceci confirme le mécanisme perte de fonction comme facteur de risque pour ces
genes, les délétions représentant 9% des variations perte de fonction pour ABCA7 et 10% pour ABCAL.
En plus de ces deux genes identifiés a partir de variations rares, Nous avons identifié des délétions et

variations perte de fonction du géne CTSB, géne qui avait été identifié a partir des études de GWAS,
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indiquant que c’est un mécanisme perte de fonction qui pourrait médier le risque pour la maladie, sans

pour autant connaitre |’effet biologique associé au locus commun de GWAS.

De maniere intéressante, nous avons identifié lors des différents controles qualité des grands
réarrangements emportant soit un bras chromosomique, soit un chromosome complet. Dans la
majorité des cas, ces grands événements sont incompatibles avec la vie ou un développement normal
(Berger et al. 1992; Matutes et al. 1996; Paulsson et Johansson 2007) qui permettrait I'inclusion du
porteur, soit comme un cas de maladie d’Alzheimer, soit comme un témoin. Ayant acces a ’ADN de
certains des porteurs (K Le Guennec et al. 2017), nous avons pu confirmer I’événement et observer
que celui-ci était présent en mosaique. Nous en avons donc conclu que ces CNVs sont potentiellement
somatiques, probablement spécifiques du tissu étudié, le sang, car ils ne sauraient étre
constitutionnels. L’hypothese principale est qu’il s’agisse de clones hématopoiétiques, c’est a dire des
populations de cellules sanguines provenant d’'une méme cellule souche hématopoiétique. Avec I'age
et la multiplication des mitoses que subissent les tissus en constant renouvelement, des mutations
somatiques peuvent apparaitre lors de la mitose. Certaines de ces mutations conferent un avantage
sélectif a la cellule qui le porte, par exemple des mutations perte de fonction dans le géne TP53 ou des
mutations récurrentes dans le gene DNMT3A (Jakubek, Reiner, et Honigberg 2023). Ainsi, un clone
hématopoiétique peut se constituer et représenter une proportion significative de toutes les cellules
hématopoiétiques souches et leurs cellules filles différenciées. Avec le temps, ces clones peuvent eux-
mémes acquérir d’autres mutations somatiques qui les caractérisent, et parmi elles, ces sous
populations peuvent présenter des réarrangements chromosomiques qui ne sont pas éliminés du fait
du caractére immortel ou quasiment, du clone initial ayant introduit dans son génome une mutation
dite driver. (D. G. Wang et al. 1998). Plusieurs études ont été menées sur ces clones hématopoiétiques
(ou CHIP —Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential). Ces CHIP peuvent conduire a des troubles
hématologiques tel que des leucémies avec un risque multiplié 10 d’hémopathies malignes (Chung et
al. 2000; Lu et al. 2009) mais elles peuvent d'également rester sans conséquence clinique pendant un
tres long moment. Elles ont également été associées au risque cardiovasculaire avec un risque
multiplié par deux d’infarctus du myocarde ou cérébral (Evans, Sano, et Walsh 2020). Le facteur le plus
associé au risque de CHIP est I'4ge, avec des preuves fortes d’'une accumulation avec I’age du porteur
de CHIP et de mutations dites driver (Acuna-Hidalgo et al. 2017). Une étude a tenté d’établir le lien
entre ces CHIPs et la maladie d’Alzheimer (Bouzid et al. 2023), identifiant un potentiel effet protecteur
de ces derniers (OR=0.64 [0.52 - 0.79], p-valeur = 3.8x10). L’hypothése physiopathologique serait un

lien entre les cellules de 'immunité innée (monocytes) et un passage de ces cellules dans le cerveau
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pour y subir une différenciation microgliale et lutter contre la neurodégénérescence, faisant
également le lien entre certains genes associés a la maladie d’Alzheimer et qui sont d’expression et de
fonction microgliale, comme TREMZ2. Bien que ces résultats étaient corrigés sur I’age, nous n’avons
dans notre étude pas reproduit ces résultats (OR= 1.0009, SE=7.39x10%, P=0.24) en analyse
multivariée, mais avons relié la présence des CHIP uniquement a I’dge des porteurs (OR=1.0001,
SE=2.9x10°, P=1.14x107%). Il existe des différences méthodologiques, comme le fait que nous ne
détections pas les CHIP de la méme maniere : elles sont identifiées a travers les variations ponctuelles
driver, a 'origine des CHIP, dans la littérature, alors que nous identifions des grands CNV qui sont des
potentiels marqueurs de CHIPs. Nous allons poursuivre cette étude en nous intéressant également aux
variations driver. Par ailleurs, nous avons travaillé a partir d’études cas-témoins quand d’autres études
ont travaillé en partie a partir de cohortes qui sont probablement moins biaisées, mais également a
partir des données d’exomes d’ADSP, ce qui est plus surprenant car nous avons également étudié ces
données. Cette analyse des CHIP n’étant qu’une partie de notre QC, nous n’avons pour le moment pas
poussé les analyses. Il faudra néanmoins aller plus loin sur cet aspect, et faire une analyse séparée
d’ADSP et d’ADES, une analyse des CNV mais aussi des variations driver, restreindre I’'analyse aux
échantillons avec du sang comme prélévement (certains patients ont eu un séquencage d’ADN extrait
de cerveau), et restreindre aux participants avec APOE 3-3 du fait d’un biais de sélection dans ADSP et

comme fait dans Bouzid et al., 2023.

Afin de prolonger le projet, plusieurs possibilités sont envisageables. La premiére possibilité est de
continuer I'exploration du jeu de données actuelles en relachant certains filtres de fagon a aller
explorer d'autres événements. Nous pourrions explorer les CNV monoexoniques, exclus de I'analyse
actuelle a cause de la valeur prédictive positive qui est seulement de 70% pour les CNVs mono
exoniques contre plus de 90% pour les CNVs emportant au moins deux exons. Un travail important de
curation sera nécessaire, mais ces petits événements ne sont généralement pas exploités dans les
grandes études et peuvent potentiellement contenir des variations non détectées jusqu’a maintenant.
Ensuite, et afin de gagner en puissance, nous pourrions augmenter |'effectif de I'étude en séquencant
de nouveaux patients et de nouveaux témoins, toujours en utilisant de la capture d’exome. Pour étre
le plus efficace possible il faudrait que tous ces individus soient séquencés avec le méme kit de capture
de facon a limiter la variabilité. Une autre possibilité envisagée est de passer au séquencage de génome
avec des courtes lectures ou de 3éme génération sur la technologie SMRT de PacBio de fagon a pouvoir

analyser a la fois les régions non codantes et les variations de structure ainsi que les répétitions.
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En conclusion, les CNVs sont une partie minoritaire, en proportion, des alléles responsables ou associés
a des maladies humaines. Dans le contexte global de la maladie, ils sont difficiles a identifier car rares
dans la population mais au niveau individuel, ils peuvent expliquer a eux seuls I'origine de la pathologie,
d’ou un intérét tres important et un enjeu de détection et d’interprétation pour certains. En cela, les
variations de structure sont a considérer de maniére similaire aux SNVs rares : difficiles a identifier car
peu présent et nécessité de les agréger pour identifier un signal significatif et pourtant ayant un réle
tres important au niveau individuel, avec une difficulté supplémentaire provenant de la détection des
CNVs. Les CNVs sont aussi a I'origine d’avancées dans la compréhension des mécanismes impliqués
dans les pathologies en apportant des arguments physiopathologiques, tel que les duplications du

géne APP dans la maladie d’Alzheimer ou celle du gene SNCA dans la maladie de Parkinson.

D’un point de vue méthodologique, I'utilisation de plusieurs milliers d’individus avec une variabilité
technique importante marque le passage au “big data”, nécessitant |'utilisation de ressources de calcul
toujours plus importantes et la mise en place de méthodes spécifiques a cette volumétrie de données.
Néanmoins, plusieurs grands défis restent devant nous, avec l'intégration de données toujours plus
variées. Cette variabilité provenant de I'origine des données, issues de séquencage d’exome ou de
génome, et produit par des technologies de short ou de long read, et provenant de populations
diverses. La variabilité proviendra aussi du type des variations étudiées et la nécessité dans le futur
d’intégrer tous les types de variations de fagon a obtenir une vision globale des facteurs génétiques
des pathologies. Ceci passera aussi par l'interprétation du non codant qui reste dans la majorité des
études peu exploité et surtout tres peu interprété. La diversité des variations non codantes étant tres
importante, elle nécessitera un retour a I'analyse individuelle, nécessitant une étude au cas par cas

avant de pouvoir généraliser et revenir a des analyses globales.
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