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RESUME

L’amylose héréditaire a transthyrétine (ATTRv) est une maladie génétique rare progressive et
d’évolution fatale, transmise sur un mode autosomique dominant. Les Iésions organiques sont
induites par des dépdts de fibrilles amyloides, consécutifs a une mutation dans le géne de la
transthyrétine (TTR). Plus de 95 % de la TTR est synthétisée par le foie. Cette affection est
caractérisée par une répartition géographique particuliere, par des variations phéno-génotypiques
entre les populations, avec d’'importantes différences d’age de début des symptdémes ; notamment
pour la mutation TTRVal30Met (V30M), la plus fréquente en Europe. Les facteurs génétiques et/ou
environnementaux qui les sous-tendent restent inconnus. Récemment, deux thérapies de silencage
génique ont été développées (ARN interférent et Oligonucléotide antisens) ciblant les hépatocytes
pour supprimer 'ARNm de la TTR. Pour une plus grande efficacité, I'administration de ces
traitements doit intervenir des les premiers symptdémes. L’objectif de ce travail a été d'améliorer nos
connaissances des caractéristiques génétiques cliniques, notamment I'estimation du risque de la
maladie (pénétrance) dans une large cohorte de 342 familles ATTRv. Ce travail a été réalisé dans
notre centre expert ATTRv (Ho6pital Universitaire Henri Mondor) en collaboration avec cing centres
experts internationaux : Espagne (Majorque-Hbépital Universitaire de Son Llatzer), Brésil (Université
fédérale de Rio de Janeiro), Italie (Sicile-H6pital AOU Policlinico), Suéde (Hopital Universitaire
d’Umea) et Turquie (Hopital Universitaire d’Istanbul). Cette cohorte reflete la situation phéno-
génotypique hétérogéne de I'amylose ATTRv observée en Europe.

La méthode NPSE (Non-Parametric Survival Estimation) utilisée a été récemment développée pour
I'estimation du risque de maladie de transmission autosomique dominante. |l s’agit d’'une approche
statistique robuste non-paramétrique qui a 'avantage, de prendre en compte le recensement des
familles et différentes covariables susceptibles d’influencer le risque. De plus, nous avons créé une
extension de la méthode pour étudier les familles avec des individus homozygotes et prendre en
compte le sexe du parent transmetteur.

Nous avons d’abord testé cette approche sur les variants TTR fréquemment observés en France.
Les résultats montrent une pénétrance incompléte pour les variants analysés et une différence
significative de risque entre les mutations. Nous avons ensuite étudié une population plus large en
incluant des familles ATTRV30M et ATTR non-V30M d’origines diverses (France, Espagne, Italie,
Portugal, Suéde). Des profils de risques trés différents ont été observés entre les 7 mutations TTR
testées et nous avons précisé pour chaque variant, les intervalles d'age ou le risque d’étre malade
apparait.

Dans les familles ATTRV30M, le risque était significativement différent selon I'origine géographique
et le sexe du parent transmetteur qui était plus important en cas de transmission maternelle.

Enfin, nous avons étudié plus particulierement les familles suédoises ATTRV30M, recensées de
maniére exhaustive. Le nord de la Suéde est un foyer important en raison de la prévalence élevée
de la mutation TTRV30M. Dans cette population, nous avons démontré I'existence d’'une anticipation
d’age de début, plus importante dans les paires mere-fils. Nous avons confirmé que la pénétrance
était faible, avec cependant une majoration du risque en cas de transmission maternelle. Le risque
était similaire entre les individus homozygotes et hétérozygotes ATTRV30M suédois.

Pour finir, I'’étude de I'expression du géne TTR dans des biopsies hépatiques de patients ATTRV30M
par Digital Droplet PCR n’a pas permis de dégager de corrélations entre le taux d’expression de TTR
et 'age de début de la maladie.

L’ensemble de ces travaux a permis de préciser les risques de la maladie et de caractériser chez les
individus TTRV30M des facteurs modificateurs de I'aAge de début, tel le sexe du parent transmetteur.
Ces données sont importantes pour orienter le conseil génétique et la prise en charge des porteurs
asymptomatiques.

Mots-clés : Génétique, Neuropathie périphérique, Amylose héréditaire a Transthyrétine, Risque,
pénétrance, Covariables
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SUMMARY

Transthyretin amyloidosis (ATTRV) is a rare, progressive and lethal genetic disease transmitted by
an autosomal dominant pattern. The organ lesions are induced by the deposition of amyloid fibrils,
due to a mutation in the Transthyretin gene (TTR). More than 95% of the TTR is synthesized by the
liver. This affection is characterized by a specific geographical distribution, by pheno-genotypic
variations between populations, with important differences in the age of onset of symptoms,
particularly for the TTRVal30Met (V30M) mutation, the most frequent TTR mutation in Europe. The
genetic and/or environmental factors behind this variability remain unknown. Recently, two gene
silencing therapies have been developed (Interference RNA and Antisense oligonucleotide) to target
the hepatocytes and inhibit TTR mRNA. For a higher efficiency, these treatments should be
administered at the first symptoms appear. The objective of this work was to improve our knowledge
of the clinical genetic characteristics of this disease, particularly the estimation of the disease risk
(penetrance) in a large cohort of 342 ATTRv families. This study was performed in our ATTRv expert
center, The Henri Mondor University Hospital, in collaboration with five international centers: Spain
(Mallorca- Son Llatzer University Hospital), Brazil (Hospital Federal University of Rio de Janeiro),
Italy (Sicily- AOU G. Martino University Hospital of Messina), Sweden (Umed& University Hospital)
and Turkey (Istanbul University Hospital). The ATTRv families included in this study reflect the
heterogeneous pheno-genotypic variability of ATTRv observed in Europe.

The NPSE (Non-Parametric Survival Estimation) method used in this study has been recently
developped for the risk estimation of autosomal dominant diseases. It is a robust non-parametric
statistical approach allowing to consider the ascertainment of families and the different covariates
that may influence the risk. In addition, we have developped an extension of the method to study
families with homozygous individuals and take into account the parent of origin (POO).

First, we tested this approach on the TTR variants frequently observed in France. The results showed
incomplete penetrance for the variants analyzed and a significant difference in the risk between
mutations. We then studied a larger population by including ATTRV30M and non-V30MATTR
families from various origins (France, Spain, Italy, Portugal, and Sweden). Different risk profiles were
observed between the 7 TTR mutations tested and the age intervals where the risk raised for each
variant. In ATTRV30M families, the risk was significantly different according to the geographical
origin and the POO that was higher in case of maternal transmission. Finally, we specifically studied
the Swedish ATTRV30M families, which were exhaustively surveyed. Northern Sweden is an
important focus for the disease associated with a high prevalence of the TTRV30M mutation. In this
population, we demonstrated the existence of an earlier age of onset, which is more pronounced in
mother-son pairs. We confirmed that the penetrance was lower, but with an increased risk in case of
maternal transmission. The risk was similar between homozygous and heterozygous Swedish
individuals ATTRV30M. In addition, the study of TTR gene expression in liver biopsies of ATTRV30M
patients by Digital Droplet PCR did not reveal any correlation between the level of TTR expression
and the age of onset of the disease.

Overall, this work allowed to specify the risks of the disease and characterize factors that modify the
age of onset in TTRV30M individuals, such as the POO. These data are important to guide genetic
counselling and the management of asymptomatic carriers.

Keywords: Genetics, Peripheral neuropathy, Hereditary transthyretin amyloidosis, Risk,
Penetrance, Covariates
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INTRODUCTION GENERALE

Les maladies rares, également appelées maladies orphelines, touchent un nombre
restreint de patients. L’Union Européenne qualifie de « rare » une maladie touchant
moins de cing personnes sur 10 000 (Nguengang Wakap et al., 2020). En France,
les maladies rares représentent un enjeu majeur de santé publique, car les 7 000
identifiées représentent plus de 3 millions de personnes soit 4,5 % de la population
(DGOS, 2021). Les maladies rares sont généralement graves, chroniques,

évolutives, invalidantes et parfois mortelles.

Soixante-dix pour cent des maladies rares sont d’origine génétique (Nguengang
Wakap et al., 2020). Une grande majorité des maladies génétiques se caractérise
par une hétérogénéité allélique, c’est-a-dire que des mutations différentes d’un
méme gene sont potentiellement en cause. Cependant, les phénotypes observés
peuvent étre différents, et ce pour plusieurs causes, notamment I'existence de
polymorphismes associés du génome, une régulation complexe de I'expression des

génes ou encore des modifications épigénétiques.

Les amyloses sont des maladies rares ayant en commun la présence d’un dépét de
protéines (dép6t amyloide, DA) dénaturées et insolubles dans les tissus. Ces
dépbts extracellulaires sont organisés en feuillets B-plissés antiparalléles leur
conférant une propriété histologique commune en microscopie optique : un aspect
rouge brique lorsqu'ils sont colorés au rouge Congo, associé a une biréfringence
jaune-vert en lumiére polarisée (Yakupova et al., 2019). Plus de 36 protéines
amyloides différentes ont été recensées par le Comité de nomenclature de la

Société Internationale des Amyloses (Benson et al., 2020).

Il existe deux formes d’amyloses a transthyrétine : une forme rare, héréditaire, ou
le précurseur est la transthyrétine (TTR) mutée, classiquement dénommeée amylose
a TTR héréditaire (hATTR) et recemment renommée ATTRV (v pour variant) ; une
forme plus commune ou le précurseur est la TTR non mutée, I'amylose sénile ou
sauvage (Wild Type) (Benson et al., 2018). Dans ce travail, nous nous intéresserons
uniguement a I'amylose a TTR héréditaire et utiliserons la nouvelle nomenclature,
ATTRuv.
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L’ATTRv a d’abord été identifiée au Portugal par Andrade en 1952, puis au Japon
en 1968 et en Suéde en 1976 (Andrade, 1952 ; Araki et al., 1968; Andersson, 1976).
Il s’agit des trois foyers ou la prévalence est la plus importante. D’autres cas furent
ensuite diagnostiqués dans plusieurs pays dont la France (Plante-Bordeneuve et
al., 1998). Cent quarante six mutations TTR (dont 133 mutations amyloidogenes)
sont  répertoriées  dans la  base de données internationales
www.amyloidosismutations .com. Cette base de données reprend et met a jour les
mutations identifiées. La plupart sont des mutations ponctuelles faux sens. La
substitution TTRVal30Met (V30M) est la plus fréquente des mutations pathogénes
en Europe. C’est quasiment la seule détectée au Portugal et en Suéde. La majorité
des mutations sont pathogéenes, entrainant la formation de DA formée de TTR. Plus
de 95 % de la TTR (sous forme de monomeres) est synthétisée par le foie, tandis
gue les plexus choroides et la rétine sont des sources accessoires (Gertz et al.,
2015). Traditionnellement, on utilise la numérotation de la séquence d'acides
aminés (aa) de la protéine mature pour nommer les variants. Dans ce travail, nous
utiliserons I'ancienne nomenclature. Pour exemple, Val30Met correspond a
p.Val50Met en excluant la séquence signal.

De transmission autosomique dominante, ’ATTRVv est caractérisée par la présence
de DA dans différents organes et tissus, en particulier dans I'endonévre des nerfs
périphériques. Bien que d’autres manifestations, cardiaques en particulier, puissent
dominer le tableau clinique, c’est la présence d’'une neuropathie périphérique grave,
sensitivomotrice et dysautonomique qui la caractérise (Planté-Bordeneuve and

Said, 2011). La survie sans traitement est d’environ 10 ans.

Depuis 1990, la transplantation hépatique (TH) a permis d’améliorer le pronostic de
la maladie (Holmgren et al., 1991; Carvalho et al., 2015). Cette derniere est efficace
lorsqu’elle est réalisée a un stade précoce. Chez le sujet jeune ATTRV30M avec
une neuropathie peu séveére, elle permettra 80% de survie a 15 ans post-greffe. Le
bénéfice de la TH est nettement moindre pour les patients avec une mutation
TTRV30M de présentation tardive ou d’'une mutation TTR non-V30M (Herlenius et
al., 2004; Ericzon et al., 2015). Il s’agit néanmoins d'une procédure lourde,
accompagnée d’'une mortalité péri-opératoire significative et n’empéchant pas la
sécrétion de protéines TTR dans l'ceil et le cerveau. Récemment, de nouvelles

stratégies thérapeutiques moins invasives faisant appel a la thérapie de silencage
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génique (ARN interférent, Oligonucléotides antisens) ont montré leur efficacité pour
ralentir ou arréter la progression de la maladie. Elles sont maintenant disponibles
pour les patients (Adams et al., 2018; Benson et al., 2018). A ce jour, aucun

traitement curatif n’est disponible pour les patients ATTRv.

Plusieurs travaux d’épidémiologie génétique réalisés dans les familles ATTRv ont
révélé d'importantes variations phénotypiques, notamment d’age de début de la
maladie et de présentation clinigue. Le nombre croissant de mutations TTR a
conduit a lidentification d’'un spectre phénotypique plus large (Planté-Bordeneuve
and Said, 2011; Parman et al., 2016). La pénétrance (ou risque d’étre malade)
variait selon les populations ATTRV30M (Plante-Bordeneuve et al., 2003; Hellman
et al.,, 2008; Saporta et al., 2009b). La pénétrance correspond au pourcentage
d’individus symptomatiques parmi les porteurs de mutations pathogénes. Les
facteurs de variation génétiques et/ou environnementaux a l'origine de ces

différences restent non élucidés.

Les études d’épidémiologie génétique ont une importance pour le clinicien dans sa
stratégie de diagnostic et pour la recherche afin de mieux comprendre les facteurs
a l'origine des variations phéno-génotypique. C’est dans ce contexte que s’intégre
mon projet de thése, qui a pour objectif de préciser les données d’épidémiologie
génétique des familles ATTRv et de cerner les facteurs biologiques impliqués dans

la variation de I'age de début de la maladie dans les familles ATTRV30M.
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Objectifs de thése

L’objectif principal de ma thése était d’améliorer les connaissances sur les données
d’épidémiologie génétique en étudiant une large cohorte de familles ATTRv
d’origines diverses.

Les objectifs spécifiques de ce projet de recherche étaient les suivants :

— Préciser les caractéristiques des familles telles que I'dge du début de la
maladie et la répartition hommes/femmes ;

— Préciser les estimations du risque de maladie, en tirant partie d’'une approche
statistique récemment développée, permettant la prise en compte de
covariable sur un large échantillon de familles ;

— Détecter la présence d’un phénoméne d’anticipation, définie par un age de
début plus précoce ou un état clinique plus grave au cours des générations
successives.

Enfin, le dernier objectif de ce travail était d’identifier les facteurs qui pourraient
influer sur I'age de début de la maladie. C’est la raison pour laquelle nous avons
cherché a étudier le réle du géne de la TTR dans un groupe de patients ATTRV30M

d’ages de début variables.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

|.  LES MALADIES AMYLOIDES

Les amyloses sont un groupe de maladies rares qui se caractérisent par la présence
de dépbts protéiques insolubles dans les organes et tissus (Wechalekar et al.,
2016). Les précurseurs protéiques a 'origine des DA sont des protéines circulantes
ou produites localement (3-amyloide dans la maladie d’Alzheimer). Ces protéines
solubles et riches en feuillets B plissés, vont subir une modification
conformationnelle. Ensuite, elles s’incorporent et/ou interféerent avec d’autres
précurseurs qui vont conduire a leur polymérisation puis a la formation des fibrilles
amyloides. La formation de ces fibrilles va altérer les organes et tissus. La
pathologie peut résulter d’'une modification structurale de la protéine précurseur,
d’'une surproduction ou encore d’une réduction de sa dégradation dans I'organisme.
Par exemple, 'amylose AL est caractérisée par I'agrégation et le dépét de fibrilles
amyloides d0 a une surproduction des chaines légéres dimmunoglobulines
produites par les plasmocytes. Dans I'amylose AA, 'augmentation du taux de la
protéine sériqgue amyloide A est causée par un syndrome inflammatoire chronique.
Notons, que les principaux organes cibles des DA sont le coeur, le rein, le tube
digestif, le foie, les nerfs périphériques, la peau, I'ceil, etc. (Bustamante and Zaidi,
2021).

1. Classification et caractéristiques des amyloses

Les types d’amyloses se distinguent par leur protéine précurseur. En 1993, le
comité de nomenclature des amyloses a été créé pour unifier les noms et mettre a
jour les différentes classes d'amyloses, en tenant compte a la fois de la protéine
précurseur et d’autres caractéristiques, telle que la présence du DA dans un seul
(amylose localisée) ou plusieurs organes (amylose systémique, généralisée ou
diffuse), des organes cibles et du caractere héréditaire ou non de la maladie (Sipe
et al.,, 2010). En pathologie humaine, 36 protéines précurseurs de substance
amyloide sont répertoriées (tableau 1) (Benson et al., 2020).
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Protéine
amyloide

AL

AH
AA

ATTR

AB2M

AApOoAI

AApoAIl
AApoAIV

AApoCll
AApoClll
AGel
ALys
ALECT2
AFib
ACys
ABri
ADan

AB

AaSyn
ATau

APIrP

ACal
AIAPP
AANF
APro
Alns

ASPC

ACor
AMed
AKer
AlLac

AOAAP

ASeml
Aenf
ACatK

AEFEMP1

Précurseur

Chaine légere des
immunoglobulines
Chaine lourde des
immunoglobulines

(Apo) Sérum amyloide A
Transthyrétine normale

Transthyrétine mutée

32-Microglobuline normale
2-Microglobuline mutée

Apolipoprotéine A | mutée

Apolipoprotéine A Il mutée
Apolipoprotéine A IV
normale

Apolipoprotéine C Il mutée
Apolipoprotéine C Il mutée
Gelsoline mutée
Lysosyme mutée

Facteur chimiotactique
leucocytaire-2

Fibrinogéne a mutée
Cystatine C mutée

ABriPP mutée

ADanPP mutée
Précurseur de la protéine
AR normale

Précurseur de la protéine
AR mutée

a-Synucléine

Tau

Protéine Prion normale
Protéine Prion mutée

Protéine Prion mutée
(Pro)Calcitonine

Amyline

Facteur Atrial Natriurétique
Prolactine

Insuline

Protéine du surfactant
pulmonaire
cornéodesmosine
Lactadhérine
Kératoépitheline
Lactoferrine

Protéine associée aux
améloblastes odontogénes
Séménogéline 1
Enfuvirtide

Cathepsine K

Protéine 1 de la matrice
extracellulaire de type
fibuline contenant de 'EGF

Systémique (S)
et/ou locale(L)

nun

—Crnnn n nnnn n v %2}

-

|l

- - i rerirrom

Acquis (A) ou
héréditaire (H)

A H

A

A
A
H

I>

T

>ITIITITTIT >» IITITIT >» T

I

I>>>

>>> > >»>>> > >»>>>>I

>

Organes ou tissus atteints

Tous les organes en général, excepté le systeme
nerveux central

Tous les organes, excepté le systéme nerveux central
Tous les organes, excepté le systeme nerveux central

Cceur, majoritairement chez les hommes, ligaments,
tenosynovium

Systéme nerveux périphérique, systéeme nerveux
autonome, cceur, ceil, rein, leptoméninges

Systéme musculosquelettique

Systeme nerveux autonome

Coeur, foie, poumon, systéme nerveux autonome,
testicules, larynx (variants en C-terminale), peau
(variants en C-terminale)

Poumons

Médullaire rénale et systémique

Poumon
Poumon
Systéme nerveux autonome, cornée
Poumon

Poumon, en premier

Poumon, en premier

Systéme nerveux autonome, peau
Systeme nerveux central (SNC)
Systeme nerveux central (SNC)
Systeme nerveux central (SNC)

Systéme nerveux central (SNC)

Systéme nerveux central

Systeme nerveux central

Maladie de Creutzfeldt-Jakob, insomnie fatale
Maladie de Creutzfeldt-Jakob, Syndrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker, insomnie fatale
Systéme nerveux périphérique

Cancer médullaire de la thyroide

llots de Langerhans, insulinome

Atrium cardiague

Prolactinome, hypophyse sénile

latrogéne, injection locale

Poumon

Epithéliums kératinisés, follicules pileux
Aortique (média)

Cornée, héréditaire

Cornée

Tumeur odontogéne

Vésicules séminales
Latrogéne
Associé a la tumeur

Veines portales
Associé au viellissement

Tableau 1: Protéines amyloides impliquées en pathologie humaine et organe(s) cible(s) (Benson et al., 2020).
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2. Le dépdt amyloide (DA)
2.1. Nature et caractéristiques

L'amylose se caractérise par des agrégats de protéines fibrillaires anormales
insolubles, amorphes et éosinophiles qui se forment au contact des matrices
extracellulaires (MEC). On reconnait le DA par sa forte affinité tinctoriale pour le
rouge Congo et une biréfringence jaune-vert en lumiere polarisée. En microscopie
électronique, I'organisation des protéines précurseurs se présente sous forme de
fibrilles linéaires de 7,5 a 10 nm de diamétre organisées en feuillets B-plissés
antiparalléles. Les extrémités N- et C- terminales des fibrilles sont orientées dans
des directions opposées ce qui permet au rouge Congo de s’intercaler entre les
fibrilles (Yakupova et al., 2019). L’'identification de la protéine a l'origine du DA
repose principalement sur l'immunohistochimie ou la spectrométrie de masse. Le
DA est composé principalement de la protéine précurseur, le reste représente les

composants communs a tous les dépots.

2.2. Les composants communs

Le DA est composé d’environ 90 % de protéines fibrillaires qui sont caractéristiques
de chaque variété d’amylose. Parmi les 10 % restant, environ 5 % sont des
glycosaminoglycanes (GAG) et 5 % des glycoprotéines nommée composant-P
amyloide (ou protéine SAP). La protéine SAP est toujours présente quel que soit le
type d’amylose (Benson et al., 2018a). D’autres composants, comme des protéases

et des inhibiteurs de protéases, sont retrouvés de maniére variable dans le DA.

2.2.1. Glycosaminoglycanes (GAG)/Protéoglycanes (PG)

Les GAG (dermatane-sulfates) et les PG ('héparane sulfate) sont retrouvés dans
tous les DA (Lindahl and Li, 2009 ; lannuzzi et al.,, 2015). Les GAGs sont des
polymeéres saccharidiques linéaires a longue chaine présents dans de nombreux
tissus du corps humain. lls jouent un réle dans de nombreux processus biologiques
tels que la croissance et la prolifération cellulaire. Les PG sont des glycoconjugués
constitués d'une protéine liée a une ou plusieurs chaines de GAG. Les PG peuvent

étre transportés a l'extérieur de la cellule par exocytose et s’intégrer a la MEC. lIs
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peuvent aussi entrer dans la constitution de la membrane plasmique ou du
glycocalyx, jouant un role dans les interactions cellule-matrice. Le role des GAGs et
des PG dans le DA reste incertain. Des travaux suggerent que les protéoglycanes
(type héparane sulfate) semblent jouer un réle dans la stabilisation, dans 'induction
de la structure B plissée ou encore qu’ils pourraient servir de matrice sur laquelle se
fixeraient les protéines précurseurs pour la formation et la croissance des fibrilles

amyloides (Kisilevsky et al., 2007).

2.2.2. Composant P amyloide (SAP)

La SAP est une protéine glycosylée plasmatique de structure pentagonale formée
de 5 sous-unités globulaires, de 25 kDa chacune (Emsley et al., 1994). La SAP est
une protéine de liaison de ligand dépendant du calcium liant ’ADN et la chromatine
ainsi que tous les types de fibrilles amyloides (Pepys et al., 1997). Une étude
suggéere que la SAP pourrait jouer un role important dans la résistance a la

dégradation des fibrilles amyloides (Pepys, 2017).

3. Historigue des amyloses ATTRv

Bien que le terme "amylose" ait été introduit dans la littérature scientifique en 1838
pour décrire "un constituant amylacé des plantes"”, ce n’est qu'en 1842 qu'il a été
utilisé pour la premiére fois dans la littérature médicale par Von Rokitansky
(Rokitansky, 1842). Environ, un siécle plus tard, en 1952, Corino Andrade rapporte
la premiére série de patients ATTRv, originaires du nord du Portugal, qui reste
aujourd’hui la zone avec la prévalence la plus élevée. Il décrit les aspects cliniques
et anatomopathologiques de cette neuropathie et reconnait le mode de transmission
autosomique dominant (Andrade, 1952). De facon intéressante, Andrade décrit
cette maladie, connue depuis des générations dans la population locale sous le nom
de « maladie des petits pieds », comme une forme particuliere de neuropathie
périphérique. Plus tard, la maladie fut identifiée au Japon (1968), en Suéde (1976),
puis dans d’autres pays a travers le monde (Araki et al., 1968 ; Andersson, 1976;
Parman et al., 2016). La TTR était anciennement appelée pré-albumine car elle
migre devant la bande d'albumine a I'électrophorése, en raison de sa charge

légerement plus négative. Suite a l'identification de sa séquence d'aa en 1974, la

Page | 17



TTR a été associée pour la premiére fois a I'amylose par Costa et al. (Kanda et al.,
1974; Costa et al., 1978). Ce n’est qu’en 1984 que Saraiva et Araki ont identifié une
TTR anormale causée par une mutation (substitution de la valine en position 30 par
une méthionine) chez des patients ATTRv portugais et japonais. Les principales

découvertes sur 'amylose ATTRv sont présentées dans la figure 1.
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1929-30

Schleiden M a inventé le terme “amyloide” (Kyle, 2001)

Premiéres descriptions pathologiques de I'amylose par Von Rokitansky dans laquelle de
nombreux organes étaient atteints par une substance ferme (Rokitansky, 1842)

Virchow R a noté que cette substance amyloide était similaire a I'amidon (Virchow, 1854)

Bennhold H a introduit I'utilisation du rouge Congo comme coloration spécifique pour la
détection de la substance amyloide (Bennhold, 1922)

Lubarsch O et Larsen RM ont décrit des cas de polyneuropathie avec infiltration amyloide des
nerfs et ganglions (Lubarsch, 1929 ; Laisen, 1930)

De Navasquez S et Treble HA ont rapporté I'une des premieres descriptions de la
neuropathie amyloide (De Navasquez et Treble, 1938)

Siebert FB et Nielson JW, ont découvert pour la premiere fois la thransthyrétine dans le
sérum humain (Siebert et Nielson, 1942)

Corino de Andrade C a publié pour la premiere fois une série de patients atteints d’ATTRv au
Portugal (Andrade, 1952)

Ingbar SH a déterminé la masse moléculaire de la TTR (55 kDa) (Ingbar, 1958)

Cohen AS et Calkins E décrivent la structure fibrillaire de la substance amyloide (Cohen et
Calkins, 1959)

Becker P. E publie la premiére étude génétique sur '’ATTRv et rapporte le mode de
transmission autosomique dominant (Becker, 1964 ; Coelho, 1994)

Araki S décrit pour la premiére fois TATTRv au Japon (Araki, 1968)

Andersson R décrit pour la premiére fois TATTRv en Suéde (Andersson, 1976)

Costa P découvre que la protéine responsable de 'ATTRVv est la préalbumine (Transthyrétine)
Blake et al décrivent la structure de la TTR (Blake et al., 1978)

Saraiva MJ et Araki S ont identifié chez des patients portugais et japonais ATTRv une protéine
TTR anormale causée par une mutation V30M (Araki, 1984 ; Saraiva et al., 1984)

La transplantation hépatique, premiére approche thérapeutique pour les ATTRv (Suéde)
(Holmgren et al., 1991)

Le Tafamidis (Vyndagel®), premier médicament pour les ATTRv approuvé en Europe
(Coelho, 2012)

Le Diflunisal est proposé pour les patients atteints d’ATTRv (Berck et al., 2013)

Deux traitements de thérapie génique approuvés pour les ATTRv: Patisiran (Onpattro™) et
I'Inotersen (TEGSEDI™) (Adams et al., 2018 ;Benson et al., 2018a)

Figure 1: Historique des amyloses ATTRv.
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4. Latransthyrétine (TTR)
4.1. Structure

La structure de la TTR a été déterminée pour la premiére fois dans les années 70
par Blake et al. (Kanda et al., 1974). Il s’agit d’'une protéine plasmatique de 55kDa
qui circule sous forme de tétramere. Elle est composée de 4 monomeéres identiques
de 127 aa liés de maniere non covalente (Judge et al., 2019). Chaque monomére
est formé de 8 brins de A a H. Les brins forment deux feuillets B antiparalléles : le
premier a la surface du canal (brins ADGH) et le second a la surface externe du
tétramere (brins BCEF) (figure 2 A) (Sebastido et al.,, 2001). Les liaisons
hydrogénes permettent l'association de deux monomeres et les interactions
atomiques contribuent a I'association des diméres (figure 2 B) (Wojtczak et al.,
1996). Ces interactions jouent un role essentiel dans la stabilisation de la protéine.
Le tétramere peut comporter de 1 a 4 monomeres de TTR mutées. Les formes
mutées représentent 65 a 75 % de la TTR extraite des DA (Benson and Kincaid,
2007). Dans ce dernier, la TTR est présente soit sous forme entiére, soit sous forme
de fragments issus du clivage de la protéine native aux résidus 46, 49 ou 52
(Bergstréom et al., 2005 ; Suhr et al., 2019).

Figure 2: (A) Structure aux rayons X de la TTR. Les contacts entre les dimeres forment deux poches hydrophobes.
Chaque monomere contient une petite hélice o et huit brins § (CBEF et DAGH). (B) Structure du tétrameére de la
transthyrétine humaine (TTR) en complexe avec deux molécules de thyroxines (Bezzera et al. 2020).
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4.2. Fonction

Le nom de "transthyrétine" décrit ses fonctions de transport de la thyroxine 4 (T4)
et de la protéine de liaison au rétinol dans le plasma et le liquide céphalorachidien
(LCR). La TTR contient 2 sites de liaison T4 en forme d'entonnoir, qui se situent au
niveau des contacts dimere-dimeére (figure 3). Seul 1 site de liaison de la TTR est
occupé, car la premiére interaction peut diminuer l'affinité de liaison du second site.
Les résidus d'aa clés dans cette cavité de liaison comprennent Glu54, Lysl15,
Leul?, Alal08, Thr119, Leull0 et Serl17. Les extrémités N- et C-terminales de T4
interagissent avec Glu54 et Lysl5, respectivement, en formant des liaisons
hydrogene (Petrassi et al., 2000). La structure cristalline du complexe TTR-T4
montre qu'il existe 3 poches de liaison aux halogenes nommées P1, P2 et P3
orchestrées de facon continue mais indépendante dans la cavité de liaison de la T4.
P1, constituée de Lys15, Leul7, Thrl06, Alal08, et Vall21 est située a l'entrée de
la cavité de liaison a la T4. P2, constituée de Lys15, Leul7, Alal09, et Leull0, est
positionnée au centre de la cavité de liaison. Enfin, P3 est située dans la partie la
plus interne de la cavité et est composée des aa Alal08, Leull0, Leul?7, et Thr119
(Wojtczak et al., 1996).

Monomeére A Monomére B
P1 P1
P2 P2
0 | : P3 P3 | ‘
AL =
CO’H
. { ! ! WK’
Thyroxine (T,) P3 P3 Thyroxine (T,)
P2 P2
P1 P1

Figure 3: Deux molécules de T4 localisées sur le site de fixation de la TTR. Schéma adapté de (Guo et al., 2020).

Chez I'hnomme, 15 % de la T4 plasmatique est transportée par la TTR (Bezerra et
al., 2020). Dans le LCR, la TTR est le principal transporteur de la T4, transportant
environ 80 % de I'hormone chez 'homme. La TTR a été décrite comme essentielle
pour la rétention de la T4 dans le LCR (Hu et al., 2006 ; Chen et al., 2016). Elle
posséde 4 sites de liaison de surface pour la protéine de liaison au rétinol (RBP).
En considérant I'encombrement stérique, 2 molécules de RBP peuvent se lier.
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Néanmoins, comme les niveaux de RBP dans le plasma sont inférieurs au niveau
de TTR, seule 1 molécule de RBP se fixe au site de liaison (Folli et al., 2010).
L'assemblage du complexe TTR-RBP est essentiel pour le transport du rétinol (ou
de la vitamine A), permettant son acheminement vers les cellules (Raghu and
Sivakumar, 2004). Des études in vivo menées sur des souris déficientes du gene
TTR ont montré une diminution des niveaux de rétinol et de RBP dans le plasma,
et une accumulation de RBP hépatique, par rapport aux souris de type sauvage
(Wei et al., 1995 ; van Bennekum et al., 2001). Ces travaux suggéerent le rble pivot
important de la TTR qui en tant que porteur du complexe rétinol-RBP empéche sa
filtration glomérulaire par le rein (van Bennekum et al., 2001 ; Gaetani et al., 2002).
La TTR a été décrite comme ayant une activité protéolytique. In vitro, elle est
capable de cliver le domaine terminal carboxyle de l'apo A-l. Elle participe
également au clivage du neuropeptide Y et du peptide AB, sécrétés par les
neurones (Liz et al.,, 2004 ; Costa et al.,, 2008 ; Liz et al., 2009). Un role
neuroprotecteur de la TTR a été décrit dans des conditions d'ischémie cérébrale
chez des souris déficientes pour le facteur de transcription de choc thermique HsF1.
Dans ces conditions, la TTR présente dans le LCR contribue a contrdler la mort des
cellules neuronales, l',edéme et l'inflammation, ce qui influence la survie des
neurones menaces lors de lI'ischémie (Santos et al., 2010). Des travaux plus récents
indiquent que la TTR agit comme un facteur neurotrophique, par interaction avec la
meégaline, en stimulant la croissance des neurites et en favorisant la neuroprotection

dans les conditions ischémiques (Gomes et al., 2016, 2019).

4.3. Métabolisme

Les concentrations normales de TTR plasmatique chez ’'homme varient entre 0,20
et 0,40 g/L et sa demi-vie est d’environ 2 a 3 jours (Delliere et al., 2016). La TTR est
synthétisée dans le foie sous forme de monomeére. Elle est assemblée et repliée
dans le réticulum endoplasmique puis exportée vers I'appareil de Golgi pour ensuite
étre sécrétée dans la circulation (figure 4 et 5) (Poulsen et al., 2012; Niemietz et al.,
2015; Buxbaum, 2018). Comme précisé précédemment, plus de 95 % de la TTR
sont synthétisés par le foie, tandis que les plexus choroides et la rétine sont des

sources accessoires (Herbert et al., 1986).
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Figure 4: Tétramére de transthyrétine sauvage (4 monomeres).

Monomeéres Monoméres ) .v
de TTR Q de TTR
sauvage '\,lgg mutante @éj
| Monomeéres de Transthyrétine | Diméres de Totanreada
mnsyrine Transthyrétine
Lumiére du Réticulum endoplasmique hypothétiques

Figure 5: Synthése et formation du tétramere de TTR (Buxbaum, 2018).

4.4. Formation des fibrilles amyloides

La formation des fibrilles amyloides fait probablement intervenir différents facteurs
tels que la structure intrinséque primaire, secondaire ou tertiaire de la TTR, son
métabolisme, sa protéolyse ainsi que I'environnement biochimique tissulaire. Le
mécanisme intime de formation du dépét fibrillaire reste inconnu. Les mutations de
la TTR déstabilisent le tétramére de TTR qui se dissocie en monomeres. Ces
momonomeres mal repliés vont s’agréger d’abord sous forme d’oligoméres solubles
non-fibrillaires, puis en protofibrilles, qui vont contribuer a la formation des DA
(figure 6) (Ruberg et al., 2019 ; Schmidt et al., 2019). La déstabilisation de la TTR

induit des changements de conformation conduisant a la dissociation du tétramére
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et au dépliage partiel des monomeres résultants. Les mutations pathogénes de TTR
diminuent aussi la stabilité thermodynamique, ce qui favorise le passage a des
especes monomeres mal repliées et a l'instabilité cinétique (Goyal and Mozaffar,
2015). La formation des fibrilles amyloides est considérée comme un processus
dépendant de la nucléation, ce qui signifie que la croissance des fibrilles nécessite
la formation d'une structure oligomérique a haute énergie avant que I'addition de
monomeéres ne devienne énergétiquement favorable. En microscopie électronique,
les DA sont visibles sous forme de fibrilles linéaires, non branchées, disposées en
amas deésordonnés. Leur longueur est variable, contrairement a leur diamétre,
compris entre 7,5 et 10 nm. Comme précisé précédemment, les fibrilles sont
biréfringentes en lumiere polarisée et possédent une forte affinité pour le rouge
Congo. L’hypothése d'un clivage protéolytique spécifique des résidus 48-49, situés
entre les brins C et D, favoriserait la formation du DA in vitro (Mangione et al., 2018).
Les fibrilles amyloides provenant de patients ATTRv sont de deux formes : une
forme avec des fibrilles de TTR compléete et fragmentée (au niveau C-terminal allant
des résidus 46-127 a 55-127) nommeée Type A et une forme composée uniguement
de fibrilles de TTR completes nommée Type B (lhse et al., 2013). A partir d’'une
étude réalisée sur des patients ATTRv, une corrélation entre le type de fibrille et le
phénotype a été proposée (tableau 2) (Ihse et al., 2013). Récemment, une étude a
montré que la composition des fibrilles amyloides était la méme chez des patients
d’age de début différent de la maladie (Suhr et al., 2019).

Caractéristiques Type de fibrilles

Type de fibrilles A B
Composition Compléte + Fragment C terminale Compléte
Phénotype mixte Phénotype neurologique
V30M ) 2 : ) o ;
d’apparition tardive d’apparition précoce
Autres variants Majorité de TTR non-V30M Quelques TTRV3OM
Coloration au rouge Congo Faible affinité Haute affinité

Tableau 2: Principales caractéristiques des fibrilles amyloides de types A et B.
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Native TTR Unfolded TTR Early fibril state Mature ATTR amyloid fibril

Figure 6: Mécanisme possible du repliement et de I'agrégation des protéines TTR en fibrilles amyloides matures
(Schmidt et al., 2019).

4.5. Le genedela TTR : structure et fonction

Le géne de la TTR est situé sur le chromosome 18 (18q11.26-12.1) et s’étend sur
7 kb. Il est composé de 4 exons, 3 introns et d’'une région 5’ (26-27 nucléotides) et
3’ (145-148 nucléotides) non traduites. L’exon 1 code pour le peptide signal et pour
les 3 premiers aa de la protéine mature (1-3). L’'exon 2 pour les aa 4 a 47, I'exon 3
pour les résidus 48 a 92 et I'exon 4 pour les résidus 93 a 127. Les 3 introns, de
tailles respectives 934, 2090, et 3308 paires de bases, s’intercalent entre les exons
(figure 7) (Hiroyuki et al., 1985).

B Regions traduites

- A - - o
Intron1 Intron 2 Intron 3 Région non
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 traduites 5' ou 3

Figure 7: Structure du gene de la TTR humaine montrant les exons, les introns, ainsi que les régions traduites et non
traduites.

Deux phases ouvertes de lectures indépendantes (ORF pour open reading frame),
ORF1 et ORF2 sont localisées dans le 1°" et le 3°™ intron du géne (Tsuzuki et al.,
1985). La région 5° UTR est composée de 26 bases et la région 3° UTR de 139
bases. Deux séquences Alu de directions opposées, impliquées dans la régulation
du géne, sont situées dans les introns 2 et 3. La région 5’ flanquante comporte
plusieurs éléments régulateurs, a savoir une TATA box en position -24-30, suivie
d’'une région de 20 pb riche en nucléotide GC. Ces 2 éléments sont sensibles au
récepteur des glucocorticoides (glucocorticoid responsive elements ou GRE), des
facteurs nucléaires spécifiques du foie (Hepatocyte Nuclear Factor -1, 3, 4 ou HNF)
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et des facteurs de transcriptions (C/EBPs) (Sakaki Y et al., 1989 ; Wang and Burke,
2010). La région 3’ contient un signal de polyadénylation situé a 123 pb en aval de
la région codante (Tsuzuki et al., 1985). Trois séquences amplificatrices ont été
identifiées dans les introns de la région 3’ (Hiroyuki et al., 1985).

Afin d’étudier les effets de la TTR endogéne sur la formation du DA, un géne TTR
humain portant la mutation V30M et 6kb de la région régulatrice situé en amont du
géne a été introduit chez les souris TTR -/- et TTR +/+. Le transgéne (6.0-
hTTR30Met) était exprimé dans le foie, les plexus choroides, les reins et le sac
vitellin avec des taux d’expression semblables aux génes murins endogénes. Cette
région de 6kb en amont du géne est donc suffisante pour une expression de TTR.
En revanche, la région couvrant 600 pb en amont du gene était limitée au sac vitellin
et au foie. Les niveaux d'expression du gene 6.0-hMet30 dans le foie et le sérum
étaient environ 10 fois plus élevés que ceux du gene 0.6-hMet30 (Nagata et al.,
1995). La présence d’une région d’environ 300 pb incluant le promoteur entre -1.86
a -1.96 kpb et d’'un amplificateur entre -70 a -200 pb par rapport au site de la coiffe
de 'ARNm permet une expression hépatocytaire quantitativement normale. En
revanche, la région couvrant 3kb en amont du gene permet une expression
spécifique de la TTR dans les plexus choroides et le foie (Yan et al., 1990). Ces
résultats suggerent que cette région contient un ou plusieurs éléments nécessaires
a l'expression de la TTR dans les plexus choroides. Dans le modéle murin,
I'expression spécifique de la TTR dans les plexus choroides parait régulée par des
facteurs transcriptionnels différents des facteurs transcriptionnels hépatocytaires
(Costa et al., 1990 ; Yan et al., 1990).

4.6. Variants du géne TTR

» Variants pathogenes

Plus de 130 mutations amyloidogenes de la TTR sont répertoriées dans la base de
données www.amyloidosismutations.com qui reprend et met a jour 'ensemble des
mutations identifiées dans le monde, et permet ainsi de décrire 'ensemble des
polymorphismes génétiques. La base « Genome Aggregation Database »
(gnomAD) collecte les données génétiques de 125.748 séquences d'exomes et
15.708 séquences du génome entier, comprend plus de 250 variants du gene TTR
(y compris les régions non codantes). Toutes les mutations du géne TTR sont des
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mutations faux-sens, a I'exception d'une microdélétion (Vall22del) (Uemichi et al.,
1997). Les mutations sont localisées uniquement dans les exons 2, 3, 4, et la
microdélétion dans I'exon 4. La mutation TTRV30M est la plus fréquente en Europe.
Par exemple, en suede, en 2016, la prévalence des patients ATTRV30M a été
estimée a 253 cas pour 9,8 millions d’habitants, avec une moyenne de 35 nouveaux
cas par an (Parman et al. 2016 ; Schmidt et al. 2018). Environ 46 % des mutations
TTR sont associées a un phénotype neurologique et cardiaque, 23 % a une atteinte
neurologique seule, 17 % n'affectent que le coeur, et 3 % sont associées a des
phénotypes non neurologiques et cardiaques. Les 11 % restants sont des mutations
non amyloidogéenes (www.amyloidosismutations.com).

La substitution TTRVall22lle est associée a une cardiomyopathie amyloide tardive
(apres 60 ans) avec une mortalité importante due a une insuffisance cardiaque.
C'est la mutation la plus courante aux Etats-Unis et identifiée chez 4% des individus
afro-américains. Ce variant a une stabilité presque équivalente a celle de la forme
sauvage elle-méme responsable d’un phénotype cardiaque dans les amyloses
séniles (Robinson and Reixach, 2014). Il existe des phénotypes variables pour une
substitution différente au sein du méme codon. Par exemple, en position 30, la
mutation TTRVal30Ala est associée a une polyneuropathie tandis que la
substitution TTRVal30Gly est associée a des DA leptoméningés avec une
expression neurologique centrale isolée (Jones et al., 1992; Petersen et al., 1997).
En position 109, les substitutions TTRAIa109Thr et TTRAIa109Val entrainent une
hyperthyroxinémie euthyroidienne, alors que la substitution TTRAIa109Ser est
associée a une ATTRv (Date et al., 1997; Saraiva, 2001). Certaines substitutions
sont associées a des formes cliniques spécifiqgues. Par exemple, le variant
TTRLeu55Pro est lié a des formes précoces et particulierement agressives, avec
atteinte cardiaque et vitréenne (Jacobson et al., 1992; Yamamoto et al., 1994). Des
mutations du géne TTR responsables de DA leptoméningés a l'origine de
manifestations du SNC (démence, accidents vasculaires ischémiques ou

hémorragiques) ont également été décrits (tableau 3).
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Mutation TTR
(Nouvelle nomenclature)

Leul2Pro (p.Leu32Pro)
Aspl8Gly (p.Asp38Gly)
Val30Gly (p.Val50Gly)
Val30Met (p.Val50Met)
Thr49Pro (p.Thr69Pro)
Gly53Arg (p.Gly73Arg)
Gly53Glu (p.Gly73Glu)
Gly53Ala (p.Gly73Ala)
Leu55Arg (p.Leu75Arg)
Phe64Ser (p.Phe84Ser)
lle84Ser (p.lle104Ser)

Modification
du Codon

CTG>CCG
GAT>GGT
GTG>GGG
GTG>ATG
ACC>CCC
GGA>AGA
GGA>GAA
GGA>GCA
CTG>CGG
TTT>TCT
ATC>AGC

Localisation

Exon 2
Exon 2
Exon 2
Exon 2
Exon 3
Exon 3
Exon 3
Exon 3
Exon 3
Exon 3
Exon 3

Références

(Brett et al., 1999)
(Vidal, 1996)

(Petersen et al., 1997)
(Saraiva et al., 1984)
(Nakagawa et al., 2008)
(Liepnieks et al., 2011)
(Ellie et al., 2001)
(Douglass et al., 2007)
(Long et al., 2012)
(Uemichi et al., 1999)
(Dwulet and Benson, 1986)

Tableau 3:Variants TTR associés a des dép6ts amyloides leptoméningés.

» Variants non pathogenes

D’autres variants n’entrainent pas d’amyloidogenése. lls peuvent étre associés soit

a une hyperthyroxinémie euthyroidienne comme les substitutions en position 109

(TTRAIa109Thr et TTRAIa109Val). lls peuvent aussi n’entrainer aucune pathologie

connue, comme la Gly6Ser. Sur des études a grande échelle, la fréquence de la

Gly6Ser a I'état hétérozygote est retrouvé chez environ 12 % des caucasiens

(Bergen, 2004).

Mutation TTR
(Nouvelle nomenclature)

Gly6Ser (p.Gly26Ser)
Met13lle (p.Met33lle)
Asp74His (p.Asp94His)
His90Asn (p.His110Asn)
Gly101Ser (p.Gly121Ser)
Pro102Arg (p.Pro122Arg)
Arg104Cys (p.Arg124Cys)
Arg104His (p.Arg124His)
Alal08Ala (p.Alal28Ala)
Alal09Thr (p.Alal29Thr)
Alal09Val (p.Alal29Val)
Thr119Met (p.Thr139Met)
Pro125Ser (p.Prol45Ser)

» Variants doubles ou composites

Modification
du Codon

GGT>AGT
ATG>ATC
GAC>CAC
CAT>AAT
GGC>AGC
CCC>CGC
CGC>TGC
CGC>CAC
GCC>GCT
GCC>ACC
GCC>GTC
ACG>ATG
CCC>TCC

Localisation

Exon 2
Exon 2
Exon 3
Exon 3
Exon 4
Exon 3
Exon 4
Exon 4
Exon 4
Exon 4
Exon 4
Exon 4
Exon 4

Références

(Jacobson and Buxbaum, 1994)
(Altland et al., 1999)

(Uemichi et al., 1994)

(Skare et al., 1994)

(Kishikawa et al., 1998)

(do Rosério Almeda et al., 1991)
(Saraiva et al., 1999)

(Terazaki et al., 1999)

(Palha et al., 1997)

(Moses et al., 1990)

(Izumoto and Herbert, 1993)
(Harrison et al., 1991)

(Ferlini et al., 1996)

Tableau 4:Variants TTR non amyloidogénes.

Des polymorphismes peuvent étre identifiés chez les porteurs d’une mutation

pathogene (hétérozygotes doubles) (tableau 4). Prenons pour exemple la mutation
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TTRV30M. Les patients hétérozygotes doubles TTRArgl04His/V30M et
Thr119Met/V30M présentaient une maladie moins sévere ou plus tardive que les
patients ATTRV30M seul, suggérant un effet protecteur de ces variants sur le
pouvoir pathogene de la TTRV30M (Alves et al., 1996 ; Coelho et al., 1996; Terazaki
et al., 1999). Ces substitutions semblent stabiliser le tétramere TTR et conférent
ainsi une plus grande résistance a la formation de DA (Hammarstrom, 2001 ;
Matsumoto et al., 2017).

Hétérozygotes composés

Gly6Ser/Val30Met

Gly6Ser Phe33lle

Phénotype associés

Phénotype identique a la mutation V30M
hétérozygote

Polyneuropathie

Références
(Alves et al., 1996)

(Jacobson and Buxbaum, 1994)

Gly6Ser/Ser77Phe Neuropathie/cardiopathie (Plante-Bordeneuve et al., 1998)

Gly6Ser/Tyr114Cys Neuropath_le, o_pacnte vitréenne, cedéeme des (Connors et al., 1998; Ueno et al.,
membres inferieurs 1990)

Gly6Ser/Vall22Ala Cardiopathie (Théberge et al., 1999)

His90AsN/Val30Met Phénotype identique a la mutation V30M (Saraiva et al., 1991)

His90Asn Glu42Gly

hétérozygote

Neuropathie, opacité vitréenne,
cardiomyopathie

(Skare et al., 1994)

His90Asn/Thr119Met Asymptomatique (Alves et al., 1993)
Arg104His/Val30Met Neuropathie, glaucome, anomalie pupillaire (Terazaki et al., 1999)
Thr119Met/Val30Met Asymptomatique (Alves et al., 1997)
Thr59Lys/Arg104His Neuropathie/cardiopathie (Lim et al., 2002)
Val30Met/ Lys80Arg Neuropathie/cardiopathie (Matsumoto et al., 2017)

Val30Met/Vall22lle

Neuropathie, cardiopathie, néphropathie

(Da Silva-Batista et al., 2020)

Tableau 5:Hétérozygotes doubles identifiés dans les familles ATTRv.

» Mutations homozygotes
Plusieurs cas d’homozygotie ont été rapportés. Des individus homozygotes pour les
mutations TTRV30M ont été identifiés dans des familles Suédoises, Portugaises et
Turques. Leur tableau clinique est de sévérité comparable aux individus
hétérozygotes (Holmgren, 2005). Certains patients homozygotes ATTRV3OM
suédois ne présentaient qu’une atteinte vitréenne isolée (Holmgren et al., 1988 ;
Sandgren, 1990 ; Skare et al., 1990). Seul un cas homozygote ATTRV30M avec
une maladie extrémement précoce et sévere que les hétérozygotes a été rapporté
(Tojo et al., 2008). Les autres cas d’homozygotie décrits sont essentiellement des

sujets porteurs de la mutation TTRVall22lle. Ces patients développent des
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symptémes en moyenne 10 ans plus to6t que les hétérozygotes et présentent une
évolution plus agressive de la maladie (Reddi et al., 2014). D’autres cas pour les
variants TTRLeu58His, TTRPhe64Leu et TTRIle68Leu ont été décrits au Royaume-
Uni et en Italie (Ferlini et al., 1996 ; Perfetto et al., 2011).

5. Les amyloses héréditaires a transthyrétine (ATTRV)

5.1. Présentation clinique

Si le mécanisme de I'amyloidogenése est mieux compris, le tropisme des DA pour
certains tissus et les facteurs de variabilités phénotypique restent inexpliqués. La
présentation clinique associe des manifestations neurologiques périphériques,
cardiologiques, rénales ou ophtalmologiques. Exceptionnellement, des signes

d’atteintes du SNC peuvent survenir (figure 8) (Conceigao et al., 2016).

* Transpiration anormale

Figure 8: Ensemble des signes et symptomes possibles de l'amylose héréditaire a transthyrétine. Adapté d’apres
Conceigao I, et al. 2016.
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Dans cette partie, nous ne détaillerons que les principales atteintes cliniques des
ATTRuv.

5.1.1. Manifestations neurologiques

L’ATTRv est une neuropathie périphérique axonale qui débute par une atteinte des
petites fibres nerveuses, c’est-a-dire une atteinte de la sensibilité thermo-algique
et/ou une dysautonomie. La neuropathie est longueur-dépendante. Elle commence
aux extrémités des membres inférieurs et remonte progressivement a la racine des
membres inférieurs, puis aux membres supérieurs selon une évolution centripéte
(figure 9). L’atteinte motrice survient dans un second temps et progresse de la
méme facon (Planté-Bordeneuve and Said, 2011). A un stade avance, le tableau
est celui d’un déficit sensitivo-moteur des 4 membres diffus ou d’une tétraparésie
périphérique. Aprés une dizaine d’années, la sévérité de [latteinte nerveuse
périphérique est responsable d’'un état grabataire (figure 10) (Coutinho P et al.,
1980). Le DA atteint également le systeme nerveux autonome (SNA) responsable
d’'une neuropathie dysautonomique qui évolue parallelement au déficit sensitivo-
moteur. Ce sont les fibres amyéliniques qui sont touchées a un stade précoce de la
maladie.  Pour rappel, le SNA comporte les systemes sympathiques et
parasympathiques responsable de I'innervation des principaux organes (circulation
sanguine, pression artérielle, digestion...) (figure 11) (Kolb et al., 2019). Les
symptdomes souvent retrouvés sont les troubles digestifs (alternance diarrhée
constipation, nausées, satiété précoce), les troubles génitaux (dysfonction
sexuelle ...) les troubles urinaires (incontinence ou rétention) les troubles du rythme
cardiaque (palpitations...) et une dysrégulation de la tension artérielle avec une

hypotension orthostatique (figure 8).
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Figure 10: Progression des symptomes de I'ATTRv sur 10 ans suivant le début de I'affection (Adapté de

https://attryvoirplusclair.fr/nos-actions/).
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Figure 11: Le systéme nerveux autonome. A gauche, le systeme sympathique et a droite le systéme parasympathique, qui
assurent des effets opposés au niveau de chacun des organes qu'ils innervent parfois en commun (Kolb et al., 2019).

Quel que soit le tissu affecté, 'amylose se caractérise toujours par des dépots extra-
cellulaires de taille variable. Ces DA de TTR sont a l'origine des Iésions organiques.
Le tropisme de ces dép6ts pour le SNP reste mal compris. D’'un point de vue
histologique, les DA prédominent habituellement dans I'endonévre autour des

capillaires endoneuraux qu’ils peuvent déformer, voire occlure (figure 12).
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Figure 12: Coupe semi- fine (1 p d’épaisseur) du nerf saphéne externe d'un patient atteint d 'une amylose
ATTRVal30Met. On notera la raréfaction importante des fibres myéliniques et la présence de dépats de la substance
amyloide dans I’endonévre (Bleu de Thionine).

5.1.2. Manifestations extra-neurologiques

L’atteinte cardiaque

L’infiltration progressive du DA dans le myocarde et le tissu de conduction cardiaque
engendre des troubles du rythme et/ou de la conduction (auriculo-ventriculaire ou
intra-ventriculaire) et wune cardiopathie hypertrophique. Les principales
manifestations sont des lipothymies, des syncopes et des signes d’insuffisance
cardiaque progressive (voir figure 8) (Hornsten et al., 2010 ; Kristen, 2020).

L’atteinte rénale

Elle touche environ 30 % des patients. L’atteinte glomérulaire est la plus fréquente
responsable d’une insuffisance rénale progressive avec ou sans protéinurie (Lobato
and Rocha, 2012).

L’atteinte oculaire

Les manifestations ophtalmologiques sont plus rares environ 10 % des patients
probablement en raison de la synthése de TTR dans I'épithélium rétinien (figure 13)
(Benson and Kincaid, 2007 ; Buxbaum et al., 2019). Les principales atteintes

oculaires sont réesumées dans la figure 8.
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Figure 13: Déformation de la pupille chez un patient ATTRV30M (Benson and Kincaid, 2007).

5.1.3. Formes cliniques et corrélations phéno-génotypique

L’ATTRv se présente le plus souvent comme un phénotype mixte (neurologique et
cardiaque). Cependant, quelques mutations sont associées a une expression
cliniue spécifique. Par exemple, les mutations (telles que TTRVall22lle et
TTRLeulllMet) sont associées a un phénotype cardiaque, tandis que d'autres
(telles que TTRSer50Arg et TTRAIa97Ser) sont associées a un phénotype
neurologique (figure 14) (Yang et al., 2010 ; Gonzalez-Duarte et al., 2012 ; Maurer
et al., 2016). Les formes cardiaques sont principalement d’expression tardive. Des
formes trés agressives de la maladie sont décrites chez les patients porteurs de
substitutions TTR au codon 54 ou 55 (Glu54Lys, Leu55Pro) (Benson and Kincaid,
2007). L'implication d'autres organes en association avec des mutations spécifiques
reste floues. L'atteinte rénale, qui se manifeste par un syndrome néphrotique et/ou
une insuffisance rénale progressive, a été décrite principalement chez les patients
hétérozygotes présentant la mutation TTRV30M, notamment dans un sous-groupe

de patients portugais (Lobato and Rocha, 2012).
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Figure 14: Spectre des corrélations génotype-phénotype dans les ATTRv. L'expression phénotypique varie
considérablement, allant d'une atteinte presque exclusivement neurologique a une atteinte prédominante ou
exclusivement cardiaque. Entre les deux, plusieurs mutations sont associées a un phénotype mixte (neurologique et
cardiaque) (Rapezzi et al. 2013).

Pour la mutation TTRV30M, la plus fréquente en Europe on distingue 2 formes ; la
forme précoce (< 50 ans) et la forme tardive (> 50 ans). Pour la forme précoce, il
s’agit le plus souvent d’un sujet d’'une trentaine d’années d’origine portugaise avec
une histoire familiale. Le tableau clinique est celui d’'une polyneuropathie axonale
distale d’évolution lente avec dysautonomie. A l'inverse, dans les formes tardives,
les antécédents familiaux sont souvent absents ou inconnus. Le tableau clinique est
celui d’'une atteinte sensitivo-motrice plus rapide, peu de troubles dysautonomiques

et dans certains cas l'atteinte cardiaque est au premier plan.

5.1.4. Evolution - Survie

L’histoire naturelle se caractérise par I'aggravation progressive de la neuropathie et
des autres atteintes extra neurologique. La survie moyenne varie selon I'age de
début. Les patients a age de début précoce ATTRV30M des régions endémiques
présentent une survie d'environ 10 a 20 ans aprés l'apparition des premiers
symptébmes (Ando et al., 2013). En revanche, les patients avec un age de début
tardif ATTRV30M et ATTR non-V30M sont associés a une survie médiane d’environ
7 ans (Yang et al., 2010 ; Koike et al., 2012 ; Mariani et al., 2015). Notons, que la
mutation TTRVall07lle est de trés mauvais pronostique avec une médiane de
survie limitée a 6,8 ans (Mariani et al., 2015). Le pronostic est, de loin, moins bon

pour les phénotypes exclusivement cardiaques, avec une espérance de vie de
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'ordre de 2 a 5 ans aprés 'apparition de la maladie (Ruberg et al., 2012 ; Gillmore
et al., 2018).

5.2. Diagnostic

La présentation clinique des neuropathies amyloides est trés hétérogene et peut
étre trompeuse (voir figure 8). D’ailleurs, le nombre d’erreurs diagnostiques est
important et entraine un retard diagnostique de 3 a 4 ans (Plante-Bordeneuve,
2007). Devant un tableau clinique compatible, la démarche diagnostique sera initiée
par la démonstration du DA avec des biopsies non invasives (glandes salivaires
accessoires, peau, graisse sous-cutanée abdominale ...). Par ailleurs, la
scintigraphie myocardique est devenue un outil diagnostique non invasif équivalent
a la biopsie. Elle permet de mettre en évidence une hyperfixation cardiaque trés
spécifique de 'amylose ATTR (Gillmore et al., 2016). En paralléle, le séquencage
du gene TTR est réalisé pour confirmer le diagnostic (figure 15). L’analyse
protéomique pourra jouer un réle important pour le typage de la protéine causale
devant une situation de diagnostic difficile (spectrométrie de masse). Les premiers
signes de la maladie restent néanmoins difficiles a détecter en raison des
manifestations cliniques trés hétérogénes. Il n’existe pas de biomarqueur fiable de

la neuropathie décrit a ce jour.

Clinical features Diagnosis

DNA testing to confirm amyloidogenic
Impairment of pain and temperature TTR mutation
sensations in feet, often with ‘ Tissue biopsy not mandatory ‘
autonomic dysfunction Early diagnosis possible in
symptomatic carriers

Patients in endemic areas or with
family history of FAP

Younger age at onset

q - o ) ) . o DNA testing to confirm amyloidogenic
Patients in non-endemic areas Tissue biopsy to show amyloid deposits; TTR mutation

Nerve length-dependent progressive

with no family history of FAP characterisation of deposits by
- sensory-motor polyneuropathy, ‘ immunolabelling, mass spectroscopy, »

often with cardiac involvement

. . . . Int | i first T it
Late onset; sporadic presentation and proteomic analysis nterval from nrst symptoms to

diagnosis, 4 years on average

Figure 15:Diagnostic des amyloses ATTRv (Planté-Bordeneuve and Said, 2011).

6. Modeles animaux

Différents modeles de souris transgéniques TTRV30M ont été construits. Dans les

lignées de souris transgéniques, la protéine TTRV30OM se dépose sous forme
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d’agrégat ou fibrilles dans plusieurs tissus (Sousa et al., 2002). La différence
remarquable avec l'affection humaine est I'absence de dépdts dans le SNP.
Cependant, ces modéles aident & mieux comprendre le processus amyloidogéne.

Pour reproduire et étudier I'expression tissue spécifique du géne TTR, Santos et al.
ont génére une lignée transgénique TTRV30M humain déficiente pour le gene Hsfl
(TTRV30M/Hsf1-). Hsfl est connu pour controler I'expression des protéines de
chocs thermiques produites par les cellules en réponse a une exposition au stress.
L'absence d'expression de Hsfl mene a la présence de TTR non fibrillaire dans le
nerf sciatique et le systéme nerveux autonomes des souris (Santos et al., 2010). La
présence d’agrégats de TTR a aussi été observée dans le nerf sciatique des souris
porteuses des géenes TTR et RBP4 humain (Li et al., 2018). Des lignées de souris
« knock out » (TTR -/-) obtenues par recombinaisons homologues présentent des
taux plasmatiques faibles de T4 et de RBP avec un phénotype et une durée de vie
normale (Episkopou et al., 1993). Ce qui suggére que la TTR ne semble pas affecter
la survie chez la souris. Enfin, aucune différence n’a été observée dans la survenue,
la progression et la distribution tissulaire de TTR entre des souris transgéniques
TTR -/+ (hétérozygote) et TTR -/- (homozygote) (Kohno et al., 1997). Ces résultats
sont en accord avec les observations des patients hétérozygotes et homozygotes
ATTRv (Holmgren et al., 1992 ; Connors et al., 2009). Aucun des modéles animaux
n’a, a ce jour, développé de neuropathie périphérique et ne fait I'objet d’étude plus

approfondies.

7. Prise en charge des patients et familles ATTRv

Le traitement des ATTRv comporte plusieurs aspects incluant la prise en charge

symptomatique, les traitements a visée étiologique et le conseil génétique.
7.1. Conseil génétique (CG) et diagnostic pré symptomatique

Le CG est encadré par les lois de bioéthique n° 94-653 du 29 juillet 1994
relatives au respect du corps humain et n° 2002-303 du 4 mars 2002 relatives
aux droits des malades et a la qualité du systéme de santé. Il s’agit d’'une
consultation pluridisciplinaire qui regroupe un médecin spécialiste de la
maladie, un conseiller en génétique et un psychologue. Le test génétique

moléculaire offre la possibilité d’un diagnostic prédictif présymptomatique.
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L’information des sujets a risque est importante, car elle contribue a réduire
le délai diagnostic.

En pratique, le CG se déroule en plusieurs étapes. En premier lieu, le
médecin et le conseiller en génétique, rassemblent les données existantes
sur la maladie dans la famille (dossier médical, résultats d'examens, histoire
familiale...). Lors d’une premiére consultation, les informations sur la
transmission geéneétique, les principales manifestations, I'évolution de la
maladie et les thérapies disponibles sont explicitées. A lissue de cette
consultation, un délai de réflexion est requis pour une orientation éventuelle
vers une démarche de diagnostic présymptomatique. Un premier contact
avec un psychologue est également proposé. Cet entretien a pour but de
permettre a la personne d’exposer ses interrogations et ses inquiétudes liées
au test génétique, de l'aider a réfléchir a I'impact de ce résultat dans sa vie
future. A tout moment, la personne est libre de renoncer a sa démarche. Un
second entretien est programmé avec le psychologue, le médecin et le
conseiller en génétique. Cette étape permet de reprendre les points
précédents, de répondre aux nouvelles interrogations et d’effectuer le
prélévement sanguin pour I'analyse génétique aprés receuil du consentement
écrit. Le prélevement d’ADN peut se faire sur différents tissus (cheveux,
salive...). Dans notre centre, ce dernier est réalisé a partir du sang. En
pratique, le préléevement sanguin est divisé en deux échantillons, afin de
réaliser deux extractions d’ADN. Ces échantillons seront manipulés et
analysés de maniere indépendante.

Lorsque le résultat est disponible dans un délai variant de 6 semaines a 3
mMois, un troisieme rendez-vous est proposé pour le rendu du résultat. Le sujet
est informé qu’il peut interrompre sa démarche a tout moment. Le sujet peut
également demander la destruction de son prélevement.

Le résultat de 'analyse génétique est communiqué par le médecin lors d’'une
consultation. Le médecin explicite le résultat et ses conséquences pour le
sujet ainsi que pour sa famille. Si la personne est porteuse de la mutation

pathogene, un suivi médical est proposé. Ce dernier est adapté en fonction

Page | 39



de I'dge du porteur, des données familiales, de l'origine géographique. Un
entretien avec psychologue est proposé au moment du rendu du résultat et
dans certains cas, un suivi psychologique est initié.

Les modalités d’information de la parentele devenues obligatoires sont
egalement abordées lors du CG (décret n° 2013-527 du 20 juin 2013). Si une
mutation pathogene est identifiée, le médecin avertit le sujet de I'importance
d’'informer ses apparentés susceptibles d’étre porteurs. Dans ce cas, le sujet
informe directement sa famille ou autorise le médecin a leur transmettre
I'information anonymement.

D’autres approches prédictives comme un diagnostic prénatal ou pré-
implantatoire sont discutés au cas par cas et proposés dans des contextes
de familles a début précoce. Dans notre centre, la période moyenne durant
laguelle se déroule cette démarche est de I'ordre de six mois. Le protocole
complet utilisé est décrit dans la figure 16.

Les données sur la prise en charge des porteurs asymptomatiques sont rares
(Obici et al., 2016 ; Schmidt et al., 2016 ; Conceicéo et al., 2019 ; Dohrn et
al., 2020 ; Ueda et al., 2020). Dans ce contexte, il est important d’estimer plus
précisément le risque de maladie a différents ages pour adapter la
surveillance des sujets a risques afin de détecter les premieres
manifestations de la maladie pour initier un traitement au stade le plus

précoce.
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PROTOCOLE DU TEST PRESYMPTOMATIQUE
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Figure 16:Déroulement du diagnostic présymptomatique dans notre centre (CHU Henri Mondor).
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7.2. Traitements des ATTRv avec polyneuropathies

La prise en charge des patients ATTRv est complexe et requiert une approche
multidisciplinaire. Plusieurs stratégies thérapeutiques sont disponibles ou en cours
de développement. Celles-ci visent a : (i) I'élimination de la source de TTR, TTRm
(i) la stabilisation de la TTR ou (iii) la réduction des DA (figure 17). Depuis 30 ans,
ces avancées thérapeutiques ont permis une amélioration significative de la prise

en charge ainsi que de I'histoire naturelle de la maladie (figure 18).
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Figure 17: Stratégies thérapeutiques actuelles et expérimentales pour I'amylose ATTRv. Les interventions thérapeutiques
ciblent différentes étapes du processus de formation du DA. Les approches faisant actuellement I'objet d'une étude
clinique sont représentées en rouge (Obici et Adams, 2020)
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Figure 18: Approches thérapeutiques dans les ATTRv (Obici and Adams, 2020).
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7.2.1. La transplantation hépatique (TH)

La TH pratiquée a partir de 1990 a pour objectif de supprimer la principale source
de TTRm pour prévenir la formation de nouveaux DA (Holmgren et al., 1991). Plus
de 2000 patients ont été transplantés pour cette indication (www.fapwtr.org). Une
analyse rétrospective des données du registre international des TH dans les ATTRv
« Familial Amyloidotic Polyneuropathy World Transplant Registry » a défini des
critéeres d'éligibilité basés sur la mutation, I'age de début des symptémes, la durée
de la maladie et I'état nutritionnel du patient. Une analyse rétrospective portant sur
1940 patients a montré que la TH augmentait la survie, en particulier chez les
patients ATTRV30M de stade précoce (< 50 ans), avec une survie a 15 ans proche
de 80 %. En revanche, la survie a 10 ans est inférieure a 50 % chez les patients
ATTR non-V30M et chez les patients ATTRV30M plus ageés (figure 19) (Ericzon et
al., 2015). Ainsi, un age de début inférieur & 50 ans, une TH précoce et étre porteur
du variant TTRV30M sont les meilleurs facteurs prédictifs de survie. Néanmoins,
une aggravation de la neuropathie et/ou de la cardiomyopathie résultant du dépot
de TTRwt peut survenir apres la TH, en particulier pour les patients a début tardif
(aprés 50 ans) ou les porteurs de mutation TTR non-V30M (Liepnieks et al., 2010 ;
Koike et al., 2012).
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Figure 19: Survie globale de patients ATTRV30M et ATTR non-V30M (Ericzon et al., 2015).
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7.2.2. Les stabilisateurs de la transthyrétine

Leur principe est d’augmenter la stabilité cinétique des tétraméres de TTR limitant
leur dissociation en monomeres et la formation du DA. Ces stabilisateurs sont de
petites molécules ayant une affinité pour les sites de liaison de la thyroxine.

Plusieurs stabilisateurs sont disponibles ou en cours de développement (tableau 6).

Stablllsateu,r_ Nomenclature UICPA Références
de la transthyrétine
TAFAMIDIS
i ¢ Acide 2-(3,5-dichl henyl)-1,3
o) cide 2-(3,5-dichlorophenyl)-1,3-
HOJ\@: P benzoxazole-6-carboxylique (Bulawa et al., 2012)
N
Cl
DIFLUNISAL
0
F OH Acide 5-(2,4-difluorophényl)-2- (Adamski-Werner et al.,
hydroxybenzoique 2004)
aWaWal
AG10
CO,H
Me 3[3-(3,5-dimethyl-1H-pyrazol-4-y]) (Penchala et al., 2013)
propoxy]-4-fluorobenzoic acid
o) N
F L
Me NH-HCI

Tableau 6: Les interactions des stabilisateurs avec le tétrameére de TTR.

Le Tafamidis (Vyndaqgel®)

Le tafamidis est une molécule dont la structure est dérivée d’'un anti-inflammatoire
(Bulawa et al., 2012). Un essai de phase IlI/lll, mené sur des patients ATTRV3OM
avec atteinte neurologique précoce a montré aprés 18 mois de traitement une
stabilité ou un ralentissement de I'évolution de la neuropathie chez 60 % des
patients dans le groupe traité versus 38 % dans le groupe placebo, selon le score
de déficience neuropathigue des membres inférieurs, NIS-LL (Neuropathy
Impairment Score in the Lower Limbs) (Coelho et al., 2012). Sur la base de cet

essai, en 2011, le tafamidis 20 mg a été approuvé en Europe, au Japon et dans
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plusieurs pays d'Amérique latine et non aux USA dans le traitement de 'ATTRv
chez les patients avec polyneuropathie de stade | de Coutinho (Marche sans aide),
pour ralentir la progression de la neuropathie. A plus long terme, deux études de
phase IV menées sur des patients ATTRV30M et ATTR non-V30M francais et
Italiens, montrent une stabilité de la neuropathie a 2 ans mais pour seulement 30 %
des patients (Plante-Bordeneuve, 2007; Cortese et al., 2016).

Sur un échantillon de 210 patients d’origine portugaise ATTRV30M traités par
tafamidis 20mg suivis sur une période de 18 a 66 mois, il a été observé une
stabilisation de la neuropathie chez 1/3 des patients (répondeurs), une faible
progression chez 1/3 (répondeurs partiels) et une progression significative chez 30
% des patients (non-répondeurs) (Monteiro et al., 2019). En 2018, un essai de
phase Il évaluant le tafamidis 20 et 80 mg dans les cardiopathies (ATTRv et
ATTRwt) versus placebo a montré une diminution significative de la mortalité et des
hospitalisations liées aux maladies cardiovasculaires dans le groupe traité (Maurer
et al., 2018). Cette étude a permis I'obtention d’'une AMM (Autorisation de mise sur
le marché) dans les ATTR avec cardiomyopathie (ATTR-CM). Dans I'ensemble des

études réalisées, le tafamidis est bien toléré.
Le Diflunisal (Dolobis®)

Le diflunisal, un anti-inflammatoire non stéroidien repositionné dans les ATTRv en
raison de sa capacité a stabiliser la TTR et a inhiber la formation de fibrilles
amyloides in vitro (Sekijima et al, 2006) (tableau 6). L’efficacité du diflunisal a été
étudiée dans un essai de phase Il ou le critére principal de jugement était le score
composite NIS modifié + 7 (mNIS+7). Le mNIS+7 est un score combiné clinique et
neurophysiologique évaluant la sévérité de la neuropathie aux membres inférieurs
et supérieurs. Dans cette étude multicentrique de phase Ill menée sur des patients
ATTRV30M et ATTR non-V30M, une différence significative du score mNIS+7 a été
observée apres 24 mois de traitement. Cependant, 52 % des patients ont
interrompu I'essai soit en raison d’'une TH due a une progression de la maladie ou
a des effets indésirables du médicament (ulcéeres, hémorragies, troubles
vasculaires) (Berk et al., 2013). Ce traitement a obtenu une désignation de drogue
orpheline pour ’ATTRYy, il n’a pas d’AMM. Il est utilisé de maniére sporadique dans

les pays ou il est disponible comme aux USA, en Italie ou en Suede.
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L'AG10

L’AG10 est une petite molécule administrée par voie orale. Elle possede une trés
forte affinité pour la TTR avec une occupation quasi-compléte du site de liaison de
la thyroxine (Miller et al., 2018). Un essai de phase lll est en cours, chez des patients
atteints de cardiomyopathie ATTRv ou sauvage (NCT03860935) et les patients
ATTRv avec polyneuropathie (ATTRv-PN) (NCT04418024).

7.2.3. Les thérapies de silencage du gene TTR

Depuis 2012, deux traitements de silencage génique ont été développés : le
patisiran (ARN interférent, ARNi) et I'inotersen (Oligonucléotide antisens, OAS).

Le patisiran est un ARNi double-brin formulé en nanoparticules lipidiques. Sa
formulation en nanoparticule permet de cibler spécifiquement la région 3’ de ’TARNm
de TTR ; dans les hépatocytes. L’ARNm ciblé est dégradé, provoquant le blocage
de la production de TTR muté (TTRm) et TTRwt. Les hépatocytes contiennent des
récepteurs de l'apolipoprotéine E qui reconnaissent les protéines ApoE opsonisées
sur les nanoparticules. Ce qui permet a '’ARNi d’étre internalisé dans le cytoplasme
par endocytose. La liaison du brin guide de I'ARNi a la séquence 3' de 'ARNm de
TTR permet son clivage par le complexe RISC (RNA-induced silencing).

Dans I'essai de phase Il (APOLLO), 225 patients ATTRv-PN (stade | et Il) ont recu
du patisiran ou du placebo toutes les 3 semaines pendant 18 mois (Adams et al.,
2018). Le patisiran a été évalué a la dose de 0,3 mg/kg, administrée par perfusion
intraveineuse. Une réduction durable d’environ 84 % de TTR sérique a été
observée. Le critere de jugement principal était le score mNIS+7. Le score mNIS+7
a diminué chez les patients traités par patisiran (figure 20 A). A 18 mois, 56 % des
patients ont amélioré leur score mNIS+7 et 51 % leur qualité de vie (figure 20 B et
C). En 2018, le patisiran a obtenu une AMM par 'AEM (Agence européenne des
médicaments) et la FDA (Food and Drug Administration) pour I'ATTRv avec
polyneuropathie de stade | et Il avec une amélioration du service meédical rendu
modérée (ASMR IllI) par la Haute Autorité de Santé. Une forme sous-cutanée
(Vutrisiran) administrée tous les 3 mois est en cours d'essai de phase Il
(NTC03759379). Dans cette formulation, un ligand d’adressage, le N-
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acétylgalactosamine (GalNAC) est directement conjugué a 'ARNi permettant une

meilleure stabilité et spécificité par rapport au patisiran (Brown et al., 2020).
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Figure 20: Résultats des criteres de jugements dans le groupe patisiran et placebo (Adams et al., 2018). (A) Taux
sériques de TTR (B) Evaluation du score neurologique mNIS+7. (C) Evaluation du score de la qualité de vie Norfolk.

L’inotersen est un OAS simple brin de deuxieme génération qui dégrade I'ARNm de
TTR, réduisant la concentration sérique d’environ 79 %. L’inotersen se lie de fagon
complémentaire a la région 3'UTR de 'ARNm de TTR, provoquant sa dégradation
enzymatique via une ribonucléase H (figure 21). La tolérance et I'efficacité ont été
etudiées dans un essai de phase Ill dans lequel des patients ATTRv-PN (stade | et
[I) ont recu de l'inotersen 284 mg par semaine ou du placebo par injection sous-
cutanée. A 15 mois, il existait une différence significative en faveur de l'inotersen
pour les deux criteres de jugement principaux : I'échelle neurologique (mMNIS+7) et
le questionnaire de qualité de vie (Norfolk-QL-DN) (Benson et al., 2018). Sur le plan

de la tolérance, des thrombopénies ont été observées dans 13,4 % des cas, incluant
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1 décés par hémorragie intracranienne possiblement liée au traitement. D’autre
part, des cas d’insuffisance rénale aigtie et glomérulonéphrites ont été rapportés
comme possiblement liés au traitement. Ce profil de tolérance a conduit a la mise
en place d’une surveillance rapprochée de la NFS toutes les 2 semaines et de la
fonction rénale toutes les 8 semaines. L'inotersen a obtenu une AMM par 'AEM et
la FDA pour ATTRv-PN de stade | et Il avec une ASMR mineure (ASMR V). |l s’agit
donc d’un traitement de deuxieme intention chez les patients ATTRv qui ne peuvent

recevoir le patisiran.
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Figure 21: Mécanisme d'action de ['Inotersen et du Patisiran dans les ATTRv (Buxbaum, 2018).

7.2.4.  Autres approches de traitement

La résorption de DA est une des approches thérapeutiques a I'étude. L’anticorps
monoclonal IgG1l qui cible le composant P amyloide sérique, un constituant
commun de tous les DA a fait I'objet de travaux. Cependant, en raison d’'une balance
bénéfice-risque défavorable le développement clinique de cet anticorps a été
interrompu (Richards et al., 2015). La doxycycline (antibiotique) en association avec
I'acide tauroursodésoxycholique a été développée. Aprés la phase Il, aucun essai
de phase Il n’est pour l'instant proposé (NCT01171859) (Obici et al., 2012).

Plus recemment, un anticorps anti TTR est en cours de développement, le PRX004.

Il s'agit d'un anticorps qui neutralise la TTR mal repliés. Une étude de phase 1 sur
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les neuropathies et les cardiopathies suivant un schéma thérapeutique d’escalade
de dose est en cours. Des résultats prometteurs sur 10 patients ont été présentés
(NCT03336580) (Congres de I'American Academy of Neurology 2021 ; 17 - 22 auvril
2021).

La technologie récente du CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) a été proposée dans les ATTRv. Distingué par un prix Nobel
de chimie (2020), le CRISPR est un complexe formé de deux éléments : d’'un cbté,
un brin d’ARN guide, de séquence homologue a celle de ’ADN que I'on veut cibler,
et de l'autre, un ARNm qui code pour une endonucléase, la Caspase 9 (Cas9). Dans
la cellule, le brin d’ARN va reconnaitre la séquence homologue sur 'ADN et s’y
placer. L'enzyme Cas9 se charge alors de couper ’'ADN complémentaire. Ainsi, le
complexe CRISPR-Cas9 peut supprimer, remplacer ou introduire une séquence
(Jinek et al., 2012). Depuis 2020, cette technologie est en cours de développement
dans les ATTRv-PN avec le NTLA-2001. Dans le NTLA-2001, 'ARN guide est
complémentaire a la TTR et TARNm code pour la protéine Cas9 de la bacterie
Streptococcus. NTLA-2001 est formulé en nanoparticules lipidiques pour délivrer le
complexe spécifiquement au foie. Chez les modeéles de souris et primates (singes
cynomolgus), des doses uniques de NTLA-2001 ont entrainé des réductions de la
protéine TTR sérique de plus de 95 % pendant 12 mois et permet donc une
élimination de la TTR plus importante que les thérapies actuellement disponibles
(Finn et al., 2018). Le NTLA-2001 fait actuellement I'objet d’'un essai de phase 1 sur
21 patients ATTRv-PN, en escalade de dose et dose unique (NCT04601051). Des
résultats préliminaires sur 6 patients ont été publiés. Vingt-huit jours apres
I'administration du traitement, le NTLA-2001 était associé a une diminution de 52 %
de la TTR sérique dans le groupe ayant recu une dose de 0,1 mg/kg et de 87 %
dans le groupe ayant recu 0,3 mg/kg. L'effet était dose-dépendant, avec des
réductions plus importantes de la concentration de TTR chez les patients ayant recu
une dose plus élevée de NTLA- 2001. Aucun effet indésirable grave n’a été associé
au NTLA-2001 (Gillmore et al., 2021).
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. ETUDES DES AMYLOSES ATTRv

1. Epidémiologie génétique des ATTRv

1.1. Prévalence et incidence

Jusqu'en 1990, 'ATTRV était considérée comme une maladie rare circonscrite au
nord du Portugal et de la Suéde ainsi que dans deux régions du Japon (Sousa et
al., 1993, 1995 ; Kato-Motozaki et al., 2008). Depuis, elle a été identifiee dans de
nombreux pays d'Europe, mais également en Amérique du Sud, en Chine et en Inde
(Pan et al., 2015; Parman et al., 2016; Liu G et al.,, 2017 ; Yuan et al., 2019).
Récemment, a partir d’'une seule étude la prévalence mondiale a été estimée sur
des données publiées (figure 22). Dans ce travail, la prévalence a été évaluée a
environ 10 186 cas (5 526-38 468). La prévalence la plus élevée est rapportée au
nord du Portugal (1 631,20/1 million) et la plus faible en Sicile (0,20/1 million)
(Schmidt et al., 2018).

L'incidence a travers le monde demeure inconnue, probablement tres hétérogéne.
Elle a été étudiée dans deux régions : au nord du Portugal et au nord de la Suede.
Elle atteint 2 % soit 35 nouveaux cas par an en Suede et 0,87 pour 100 000
personnes au Portugal, soit 71 nouveaux cas chaque année. En Europe, le seulil

est fixé a <5/10 000 personnes (Inés et al., 2018).

Page | 50



Portugal

&

%
s

£00 v }

- 0.01-0.20
i . B 0.21-1.00
0 2,500 5,000 7,500 10,000 km mm 1,01-20.00

_—— ]

. >20.01

Figure 22: Prévalence mondiale de I’ATTRv d’aprés Schmidt et al. 2018 (Inés et al., 2018).

1.2. Variation de I’dage de début selon I'origine géographique

L'age d'apparition des symptémes liés a la maladie varie entre la troisieme et la
neuvieme décennie de la vie, avec de grandes variations selon les populations
(figure 8). Les études realisées sur les populations ATTRV3OM montrent
d’'importantes disparités d’age de début (figure 23). On distingue les patients avec
un age de début précoce des symptomes (< 50 ans) et tardif (> 50 ans). Pour la
méme mutation TTRV30M, les premiers symptdmes apparaissent en moyenne vers
33 ans au Portugal et au Brésil tandis qu’en Suéde 'age de début est plus tardif (56
ans) (Hellman et al., 2008 ; Saporta et al., 2009b ; Lemos et al., 2014). Au Japon,
les deux formes coexistent : I'une identifiée dans deux régions circonscrites, a début
précoce (34 ans) superposable a celle des familles portugaises et l'autre plus
disséminée sur le territoire, de survenue tardive, en moyenne a 63 ans (Misu et al.,
1999 ; Koike et al., 2012). A Majorque, foyer important de la maladie, 'age de début
est intermédiaire (47 ans) (Buades-Reinés et al., 2016). En France, il existe d’'une

part, des familles Portugaises ayant migré ou nées en France et dont le phénotype
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est comparable a celui observé au Portugal et d’autre part, des familles d’origine

francaise qui sont trés hétérogenes (Planté-Bordeneuve et al., 2003).

Début: 56.7 ans
[Extréme: 26-84]
Sousa etal, 1993

Début: 58.9 ans
[Extréme: 16-78]
Plante-Bordeneuve et al. 2003

-2t e
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Portugal |‘. s

Début: 33.5 ans
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Sousa etal,1995

S \ Début: 33.8/64.5ans

Q Koike et al,2012
" J

Début: 45.7/49.8 ans
[Extréme: 20-84]
Manuar-Qués et al,2005

Buades Reines etal. 2014

Début: 34.5 ans
[Extréme: 20-80]
Saporta et al,2009

Figure 23: Répartition mondiale de la moyenne d'age de début des familles ATTRV30M.

1.3. Variation de I’age de début selon le sexe

Dans certaines populations, 'age de début differe selon le sexe, comme cela a bien
été démontré au Brésil et au Portugal. Les femmes développent la maladie plus tard
(moyenne : 37 ans au Portugal et 35 ans au Brésil) que les hommes (moyenne : 35
ans au Portugal et 31 ans au Brésil) (Sousa et al., 1995 ; Saporta et al., 2009b ;
Lemos et al., 2014). Dans d’autres populations, aucune différence n’est démontrée
(Suéde, ltalie, France) (Plante-Bordeneuve et al., 2003; Rapezzi et al., 2008 ;
Hellman et al., 2008; Koike et al., 2012; Mazzeo et al., 2015 ; Buades-Reinés et al.,

2016 ; Andreou et al., 2018).

1.4. Variation de I’age de début chez les jumeaux monozygotes

Une différence d’age de début a été identifiee chez des jumeaux monozygotes
ATTRVv. Au total, 10 cas de jumeaux monozygotes ont été signalés (dont 3 ATTR
non-V30M). Une différence d’age de début chez des jumeaux monozygotes

ATTRV30M est décrite chez des patients originaires de Majorque, du Portugal, de
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Suede et du Brésil. La différence la plus importante est observée chez les jumeaux
de Majorque avec un écart de plus de 12 ans. (Munar-Qués et al., 1999 ; Holmgren
et al., 2004 ; Saporta et al., 2009a). D’autres cas de jumeaux monozygotes avec
des différences d’age de début ont été décrits chez des patients ATTRLys35Thr
originaires des Etats-Unis, des patients ATTRGIu89GIn de Bulgarie, et des patients
ATTRTyr114Cys de Russie (Ruzhansky et al., 2014; Igor et al., 2015; Yordanova et
al., 2019). Ceci suggére que d’autres polymorphismes génétiques ou mécanismes

épigénétiques influent sur 'age de début.

1.5. Anticipation

L'anticipation est caractérisée par l'existence d’un age de début plus précoce ou
d’'une aggravation du phénotype au fil des générations (Fraser, 1997). Comme cela
a déja été mentionnée dans différents travaux de génétique notamment dans I'étude
de Penrose en 1948 sur la dystrophie myotonique (DM), I'anticipation est un
parametre difficile a analyser (Penrose et al., 1948). Selon Penrose, elle pourrait
étre un artefact produit par la sélection des arbres généalogiques. Ces biais peuvent
étre liés a (1) une sélection préférentielle des parents avec une apparition tardive
des symptémes ; (2) une sélection préférentielle des descendants avec une atteinte
précoce et un phénotype plus grave et (3) l'inclusion de toutes les paires parents-

enfants de la famille.

Dans les ATTRYv, une anticipation d’age de début a été mentionée initialement dans
les familles ATTRV30M portugaises. L’analyse de 147 paires parents-enfants
portugaises montrait une anticipation significativement plus importante si la
transmission est maternelle que si elle est paternelle (Sousa et al., 1990). Ensuite,
elle a été rapportée dans les familles ATTRV30M suédoises et japonaises (Drugge
et al., 1993 ; Tashima et al., 1995). Dans les familles suédoises, 44 paires parents-
enfants ont été analysées et montrent une anticipation plus importante en cas de
transmission maternelle (moyenne de 15 ans) (Drugge et al., 1993). D’autre part,
Tashima et al., décrivent dans les familles japonaises ATTRv (53 patients) une
corrélation entre 'dge de début des symptdmes et 'année de naissance, plus
marquée chez les femmes (Tashima et al., 1995). Notons, que ces résultats sont
d’interprétation difficile, car le nombre de patients était faible et appartenait tous a
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la méme famille. De plus, les données sur les premiers symptébmes des patients
décédés étaient insuffisantes pour déterminer 'age de début de la maladie (Araki
1995).

L’ensemble de ces études sur les ATTRv ont été réalisées a partir de toutes les
paires parents-enfants sans considérer les biais potentiels.

D’autres travaux ont été réalisés dans les familles ATTRvV japonaises et portugaises
en tenant compte des différents biais. Yamamoto et al., ont analysé 68 paires
parents-enfants ATTRV30M japonaises avec un minimum de biais d’observation
(exclusion des paires impliquant le cas index) et confirment une anticipation lorsque
la mutation provient de la mere (Yamamoto et al., 1998). En 2014, Lemos et al I'ont
étudié spécifiquement dans une large cohorte de 284 familles ATTRV3OM
portugaises. L’analyse de 291 paires parents-enfants issus des 284 familles a
montré une large anticipation d’age de début (=10 ans) en cas de transmission
maternelle. Elle était plus importante dans les paires méres-fils (10 ans), que dans
les paires péres-filles (1 an). L'anticipation est restée significative aprés exclusion
des biais de recensement suivant : (1) exclusion du cas index ; (2) exclusion des
paires avec le méme age de début ; et (3) exclusion des enfants nés apres 1960.
Ainsi, cette étude a permis de démontrer formellement la présence d’'une

anticipation dans les familles portugaises ATTRV30M (Lemos et al., 2014).

1.6. Pénétrance (Risque de maladie)

La pénétrance (ou risque d’étre malade) est le pourcentage d’individus
symptomatiques parmi les porteurs de mutations pathogenes qui augmente avec le
temps. Peu d’études d’estimation du risque de maladie ont été réalisées dans les
ATTRVv. L’étude historique de Andrade au Portugal concluait a une affection avec
une forte pénétrance (Andrade, 1952). Plus tard, d’autres études généalogiques,
avec analyse de ségrégation ont suggeére que la pénétrance était trés probablement
incompléte et variable selon les populations. Elle paraissait élevée dans les familles
avec histoire familiale du nord du Portugal et, au contraire tres faible dans
I'échantillon de cas sporadiques (Sequeiro et al., 1990; Coelho et al., 1994; Sousa
et al., 1995). Une seule estimation chiffrée du risque de maladie fut réalisée au

Japon, dans 9 familles de la province d’Arao. Cette étude basée sur une analyse de
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ségrégation avance un chiffre de pénétrance de 83 % dans cet échantillon (Sakoda
et al., 1983). Compte-tenu des problématiques méthodologiques que pose
'estimation du risque de maladie, plusieurs méthodes ont été proposées. L’'une
d’entre elles, appelée méthode prospective est basée sur la probabilité du
phénotype conditionnellement au génotype et au mode de recensement des
familles. Cette derniére a permis I'estimation du risque de maladie des ATTRv dans
divers échantillons de familles d’origines diverses: portugaise, brésilienne, francaise
et suédoise. Il a ainsi été observé que la pénétrance a 80 ans reste incompléte dans
tous les échantillons. Elle atteint 85 % dans les familles portugaises, brésiliennes et
francaises. Dans les familles suédoises, elle est nettement inférieure (69 %) au
méme age (Plante-Bordeneuve et al., 2003; Hellman et al., 2008; Saporta et al.,
2009b). Le risque de maladie variait aussi selon le sexe et le sexe du parent
transmetteur. Le risque de maladie était plus imporatnt en cas de transmission
maternelle dans les familles ATTRV30M Portugaises et Suédoises (Plante-
Bordeneuve et al., 2003; Bonaiti et al., 2009). Bonaiti et al ont montré qu’une
modélisation de la fonction de pénétrance selon une transmission mitochondriale
pourrait expliquer la différence observée en fonction du sexe du parent transmetteur
dans I'échantillon portugais et suédois ATTRV30M (Bonaiti et al., 2010).

Nous reviendrons sur les avantages et les limitations de cette méthode utilisée pour
I'estimation du risque de maladie. Pour illustrer les difficultés a estimer les fonctions
de pénétrances, on peut remarquer que récemment 2 études publiées, 'une chez
les siciliens (Mazzeo et al., 2015) et 'autre chez les chypriotes (Andreou et al., 2018)
ont rapporté des estimations de risques de maladie a partir d’'une approche basique
ou les courbes étaient obtenues en calculant le pourcentage de patients affectés
(axe des ordonnées) a un age donné (axe des abscisses) (figure 24 et 25) (Mazzeo
et al., 2015; Andreou et al., 2018). L’'absence de prise en compte des apparentées
et du mode de recensement dans le calcul mérite d’étre signalé car pouvant

conduire a des données biaisées.
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Figure 24:Risques de maladie estimés selon le variant TTR dans la population Sicilienne (Mazzeo et al., 2015).

80 - Penetrance

% Absolute Risk

18 28 38 48 58 68 78
Age

Figure 25: Risques de maladie estimés a partir de 46 patients ATTRV30M chypriotes (Andreou et al., 2018).

2. Facteurs génotypiques modificateurs du phénotype

Plusieurs travaux ont cherché a déméler les facteurs génotypiques qui pourraient
influencer I'expression de la maladie et/ou la variabilité de I'age de début. La plupart
des travaux sont des études d’associations. Quelques études expérimentales ont

egalement éte realisées.
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2.1 Haplotypes

Les études haplotypiques faisant appel aux polymorphismes d'un seul nucléotide
(PSN) ont été essentiellement réalisées pour identifier 'origine et dater la mutation
TTRV30M. Une étude utilisant des PSN et des microsatellites a mis en évidence
une origine commune du variant TTRV30M au Portugal et au Japon, et un effet
fondateur indépendant en Suede (Ohmori, 2004). L’identification d’un haplotype a
permis de dater la mutation TTRV30M a 750 ans dans les familles portugaises et a
650 ans dans les familles brésiliennes. Dans les familles suédoises I'age a été
estimé a 375 ans (Zaros et al., 2008). Les autres mutations du géne TTR ont été

peu étudiées.

2.2. Etudes d’association

Dans les études d’association, la stratégie la plus utilisée est I'approche géne
candidat qui consiste a rechercher et analyser les variants des genes dont la
fonction pourrait jouer un role dans la pathologie (Alghamdi and Padmanabhan,
2014). Dans les ATTRyv, les études des genes modificateurs potentiellement
impliqués dans la variation de I'dge de début ont été essentiellement réalisées par
une équipe portugaise. Dans un échantillon d’environ 300 patients ATTRV30M
portugais Santos et al. ont étudié les génes candidats suivants: APCS (Amyloid P
component) ; AR (Androgen receptor) ; BGN (Biglycan) ; C1Q (Complement C1q
subcomponent subunit C) ; HSP27 (Heat Shock Protein 27) ; MEK1 (Extracellular
signal-regulated kinases 1) ; MEK2 (Extracellular signal-regulated kinases 2) ;
NGAL (Neutrophil gelatinase-associated lipocalin) ; RBP4 (Retinol binding protein
4) ; YWHAZ (protein Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation). Certains variants de ces genes sont significativement associés a la
variation de I'age de début dans cet échantillon portugais. Les variants des génes
APCS et C1Q ont également été associé a I'age de début dans un échantillon
chypriote grec de 71 patients (tableau 7) (Dardiotis et al., 2009; Santos et al., 2016,
2017; Dias et al., 2019). Les résultats de ces travaux sont divergents pour certains
variants de genes et ceci pourrait probablement étre lié aux différences d’effectifs,

aux populations différentes ou encore a la méthodologie utilisée.
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N Associée a un age de en
Gene e début Précoce / Tardif References
rs2808661 Précoce
APCS 1S6689429 Précoce et Tardif (Soares et al, 2005)
RBP4 rs7091052 Tardif "
rs2838574 Tardif
C10QA rs192378 Précoce
C1QC rs9434 Tardif (Dardiotis et al., 2009)
APOE €2/e3 Précoce
APCS rs2838573 Tardif
rs7094671 Tardif
RBP4 rs11187545 Précoce
AR rs5919393 Tardif
rs17217069 Précoce
(groupe homme) 152361634 Précoce (Santos et al., 2016)
rs5919392 Précoce
AR rs2361634 Précoce
(groupe femme) rs5965433 Précoce
rs5919393 Tardif
NGAL rs3780836 Précoce
BGN rs2269404 Tardif
rs11630608 Précoce
MEK1 rs16949939 Tardif
(745796 Précoce (Santos et al., 2017)
MEK2 rs1823059 Tardif
HSP27 rs11769502 Précoce
YWHAZ rs17365305 Précoce
rs201693493 Tardif
C1QA rs149050968 Tardif
rs2935537 Précoce
(Dias et al., 2019)
c1Qc rs201241346 Précoce
rs200952686 Tardif

Tableau 7: Récapitulatif des génes associés a la variation de 1’dge de début dans les ATTRV3OM.
APCS: Amyloid P component, serum; APOE: Apolipoprotein E; AR: Androgen Receptor; BGN: Biglycan; C1QA:
Complement C1q subcomponent subunit A; C1QC : Complement C1q subcomponent subunit C ; HSP27: Heat Shock
Protein 27 ; MEK1: ERK1 kinases; MEK2 :ERK2 kinases; NGAL: Neutrophil gelatinase-associated lipocalin; RBP4:
Retinol binding proteind; SNP: single nucleotide polymorphism; 14-3-3 (YWHAZ): protein Tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation.

2.3. Locus a séguences répétitives

Etant donné les anticipations observées dans certaines populations, Santos et al.
ont étudié linfluence de 10 génes a triplets nucléotidiques responsables de
maladies neurodégénératives (AR: Androgen receptor ; ATN1 : Atrophin 1 ;ATXN1.:
Ataxin-1 ; ATXN2: Ataxin-2 ; ATXN3: Ataxin-3 ; ATXN7: Ataxin-7 ; DMPK: Myotonic
dystrophy protein kinase ; HTT : Huntingtin ; JPH3: Junctophilin 3 ; TBP: TATA-box
binding protein) dans une cohorte de 329 patients ATTRV30M Portugais. Pour le
géne de 'ATXNZ2, la présence d'au moins un allele de plus de 22 CAG était

significativement associée a un age de début plus précoce de 6 ans, suggérant un
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effet modulateur de la longueur des répétitions sur l'expression phénotypique
(Santos et al., 2019).

2.4. L’ADN mitochondrial (ADNmt)

Deux grandes études se sont intéressées a l'influence de TADNmt sur I'dge de début
de la maladie. Une premiere étude portant sur les haplogroupes mitochondriaux
dans les populations ATTRV30M Suédoises, Francaises, Portugaises et
Japonaises a été réalisée. Chez les patients suédois et frangais d’age de début
tardif, la distribution des haplogroupes était similaire a celle observée dans la
population générale. En revanche, chez les patients d’age de début précoce,
I'hnaplogroupe K relativement rare était le plus fréquent (Olsson et al., 2009). La
seconde étude réalisée sur une large cohorte de 262 individus ATTRV30OM
portugais, a montré qu’'un nombre de copies d'ADNmt plus élevé était associé a un
age de début plus précoce. Il pourrait étre un facteur modificateur de l'age

d'apparition de la maladie (Santos et al., 2018).

2.5. Autres études

e Etudes expérimentales

En plus des genes susmentionnés associés a la variation de I'age de début, des
études expérimentales sur d'autres biomarqueurs moléculaires ont été décrites
comme ayant une expression ou une activation altérée. La plupart d’entre elles sont

anciennes, nous avons donc cité les plus importantes.

L’analyse de biopsies des nerfs et glandes salivaires de patients ATTRV30M et de
souris transgéniques porteuses du gene TTRV30M ont montré une augmentation
de I'expression de trois génes impliqués dans le remodelage de la MEC (BGN,
NGAL et MMP-9). Les auteurs suggérent qu’'une augmentation de ces proteines en
contact avec la TTR dans le DA pourrait jouer un réle dans la physiopathologie des
ATTRV (Sousa et al., 2005 ; Cardoso et al., 2008).Des études expérimentales ont
sugérées une toxicité des oligomeéeres de TTR formés au cours du processus de
formation des fibrilles amyloides (Sousa et al., 2002 ; Ibrahim et al., 2019). Monteiro

et al. ont montré que les kinases 1/2 régulées par le signal extracellulaire
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(Extracellular signal-regulated kinases 1/2, ERK1/2) présentaient une activation
accrue dans les biopsies de glandes salivaires et de nerfs de patient ATTRV30M.
L'activation des kinases ERK1/2 (MEK1/2) était également régulée a la hausse dans
les nerfs périphériques, avec une phosphorylation d'ERK1/2. Sur la base de ces
résultats les auteurs suggérent qu’il pourrait s’agir d’'une cascade de signalisation
précoce conduisant aux effets cytotoxiques des agrégats de TTR (Monteiro et al.,
2006).

e Etudes in silico

Des approches in silico ont été menées pour comprendre la variabilité phéno-
génotypique. Dans une étude réalisée sur des patients ATTRV122| (phénotype
cardiaque), des variants cis-régulateurs non codants situés au niveau des sites de
liaison des facteurs de transcription et impliqués dans le développement et la
fonction cardiaque ont été identifiés. Les auteurs suggerent que ces variants cis-
régulateurs peuvent contribuer a I'amylose cardiaque observée chez ces patients.
Notons, que ces variants non codants n’ont pas fait I'objet d’études expérimentales
plus approfondies (Polimanti et al., 2013, 2014). En 2019, une étude
panphénotypique (Phenome-wide association studies, PheWAS en anglais) a été
menée sur 361 194 sujets. Parmi les 382 phénotypes cliniques testés, les variants
non codants de TTR ont été associés significativement & 26 phénotypes. Il s'agissait
notamment d’atteintes liées a la fois a une ATTRv ou a une ATTR sénile, telles que
les cardiopathies ischémiques chroniques, l'insuffisance cardiaque ou encore les
maladies intestinales. Ces données apportent des informations sur le large spectre
phénotypique associé au profil des variants non codants du gene TTR (De Lillo et
al., 2019).

Ci-dessous une représentation schématique des facteurs modificateurs associés a
'age de début dans les ATTRVv (figure 26).
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Figure 26: Représentation schématique des facteurs modificateurs associés a l’dge de début.
ADNmt : ADN mitochondriale ; ATXN2 : Ataxine 2 ; APCS: Amyloid P component, serum; APOE: Apolipoprotein E; AR:
Androgen Receptor; BGN : Biglycan; C1Q : complement component 1q ; HSP27 : Heat Shock Protein 27 ; MEK1 : ERK1
kinases; MEK2 :ERK2 kinases; NGAL :Neutrophil gelatinase-associated lipocalin; RBP4: Retinol binding
proteind ; YWHAZ : protein Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation.
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PROJET DE RECHERCHE

Travaux réalisés durant la thése

Comme résumé dans l'introduction bibliographique, d’importantes variations sont
identifiées dans I'dge de début, dans la présentation clinique, dans le risque de
maladie et dans le type de mutation au sein des populations ATTRv. Il est
nécessaire d’approfondir les connaissances des données d’épidémiologie
génétique de l'affection afin de mieux comprendre la pathologie et d’'identifier au
plus tét les sujets a risque et ainsi améliorer la prise en charge des familles. C’est
dans ce contexte que s’inscrit mon travail de thése. Mon travail de thése se divise

en 2 parties :

— La partie 1 a principalement porté sur I'estimation du risque de maladie dans
les ATTRv a partir d’'une nouvelle méthodologie que nous avons développée.
Les résultats obtenus sont présentés sous forme de résumés d’article,
valorisés par des articles scientifiques publiés ou en voie de soumission.

— La partie 2 visait a étudier le role de la TTR dans la variation de I'dge de
début des patients ATTRV30M.
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DONNEES D’EPIDEMIOLOGIE GENETIQUE DES FAMILLES ATTRv

Les premieres études d’estimation du risque de maladie, réalisées par notre équipe,
portant sur des cohortes de familles ATTRv d’origines diverses, utilisaient une
méthode d’estimation paramétrique (Plante-Bordeneuve et al., 2003; Hellman et al.,
2008; Saporta et al., 2009b). Nous avons développé une approche statistique non
paramétrique capable de prendre en compte I'effet d’'une covariable sur le risque de
maladie et qui a 'avantage de ne pas faire d’hypothése sur la loi sous-jacente des
données (Alarcon et al., 2018). En premier lieu, nous avons utilisé cette approche
pour estimer le risque de maladie des 4 variants TTR les plus fréquents chez les
patients ATTRv en France (Etude 1). Ensuite, nous avons poursuivi par une
premiere collaboration avec le centre national de référence des amyloses ATTRv
d’'Umea en Suede pour approfondir I'étude des aspects génétiques dans cette
population. Notamment, l'anticipation, I'estimation du risque de maladie et
l'influence de différentes covariables (Etude 2). Cette approche a été ensuite élargie
a un plus grand nombre de variants TTR dans le cadre d’une étude collaborative

internationale (Annexe 1) (Etude 3).

l. Méthodologie statistique pour I’estimation du risque de maladie

1. Description des données et problématiques méthodologiques

Dans les maladies génétiques a age de deébut variable comme les ATTRYy,
I'estimation du risque d’étre atteint a un certain age pour les porteurs de mutation
est utile pour 'amélioration de la prise en charge des sujets a risque. Ce risque est
appelé pénétrance. Il s’agit d’'une fonction dépendante de I'dge. Dans la mesure ou
la mutation prédisposante est rare, les données que nous observons ne sont pas
prises aléatoirement en population générale mais correspondent a des familles.
C’est a partir de ces données familiales que se fera I'estimation de la fonction de
pénétrance qui est définie comme la fonction de répartition de la variable aléatoire

T (délai de survenu de I'événement d’intérét). Cette fonction est donnée par la

formule F(t) = P(T < t),t représente donc I'age de I'individu. Par la suite, nous

noterons F(t),t € [0, +0).
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Dans le cas des ATTRYv, tous les individus malades sont nécessairement porteurs
d’'une mutation délétere. C’est ce qu’'on appelle des maladies monogéniques. En
pratique, les données familiales sont recueillies lors du conseil génétique de la
maniére suivante : a partir d’'un individu malade (appelé cas index ou proband), un
arbre généalogique va étre constitué et un test génétique pourra étre proposé aux
individus non malades de la famille. Pour chaque individu, nous disposerons donc
d’'informations sur son statut vis a vis de la maladie a un age donné (qui constitue
le phénotype), sur son génotype ainsi que sur d’autres covariables (sexe, type de

mutation, origine, etc.).

Si 'ensemble des données phénotypiques et génotypiques était disponible pour
chaque individu, nous nous trouverions dans un cas simple d’estimation de courbe
de survie. En effet, en faisant une hypothése d’indépendance entre les phénotypes
des individus d’'une méme famille, conditionnellement a leur génotype, nous aurions
a estimer une fonction de survie a partir des phénotypes des individus porteurs de
la mutation. Ainsi, 'événement d’intérét serait le développement de la maladie, le
temps d’intérét serait 'age auquel l'individu développe la maladie et les individus
mutés mais non malades seraient alors considérés comme censurés a I'age des
dernieres nouvelles. Cependant, I'information génotypique des individus est en
pratique largement manquante puisque tous les individus de la famille ne sont pas
génotypés. Dans ce cas, la structure de l'arbre généalogique d’'une famille, ainsi
que linformation phénotypique permettent d’apporter de linformation sur les
génotypes manquants (grace aux lois de Mendel et en supposant I'équilibre de

Hardy-Weinberg).

Par ailleurs, 'ATTRv étant une maladie rare, les individus ne sont pas recensés
aléatoirement en population mais a partir de criteres visant a augmenter la
probabilité de la présence de la mutation délétere dans la famille. Comme nous
'avons déja évoqué ci-dessus, 'ATTRv est une maladie monogénique. Par
conséquent, le simple fait d’avoir un individu atteint suffit @ nous assurer que la
mutation est présente au sein de la famille, a moins que l'individu index n’ait eu une
mutation de novo, événement extrémement rare. Dans le cas de 'ATTRYv, le critére
de sélection sera donc simplement I'existence d’au moins un individu atteint dans

la famille. Ainsi, 'ensemble des familles dans lesquelles la mutation est présente
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mais ne présentant pas d’individu malade, ne sera jamais recensé. Ce biais de
recensement doit donc étre pris en compte lors de I'estimation de la fonction de
pénétrance au risque d’avoir des estimations biaisées. La problématique est donc
la suivante : fournir une estimation de la fonction de pénétrance a partir de familles
recensées sur l'existence d’un individu atteint et pour lesquelles l'information

génotypique est incompléte.

1.1. Analyses de Survie

Mettons de cOté dans un premier temps les problématiques de génotypes
manquants et de biais de recensement et considérons un échantillon d’'individus
porteurs de la mutation délétére. Pour chaque individu nous observons soit son age
de début de la maladie, dans le cas ou l'individu est atteint, soit son age aux
derniéres nouvelles, dans le cas ou l'individu n’est pas atteint. Nous allons
considérer dans notre analyse le développement de la maladie comme I'événement
d’intérét et 'dge du début de la maladie comme le temps d’intérét. L’'événement
n‘est pas observé pour tous les individus puisque certains d'entre eux ne
développeront pas la maladie avant la fin de I'étude. C’est ce qu’on appelle des

données censurées (figure 27).

Sujets
! 5.=1 T,=T, X Evénement d'intérét
1
1 X
8,=0 T=C, T,
2 R X
T,=T
8;=1 3
3 . X
Td_ cd 1.-4
4| 220 X
—_— e m—— -
»Temps
Fin du suivi

T;: 'age observe de I'individu i

T;: 'age de l'individu i au début de la maladie

C;: 'age aux derniéres nouvelles pour I'individu sain i

4 : le vecteur aléatoire représentant la censure. §;: vaut 1 si 'individu n’est pas censuré (donc si
I'événement d’intérét se produit) et vaut 0 si I'individu est censuré.

Figure 27: Illustration des individus censurés et non censurés.
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L’analyse de survie permet I'estimation du risque de survenue de I'événement
d’intérét a partir de données censurées. Plus précisément, on appelle fonction de

survie au temps, notée S(t), la fonction telle que :

St)=P(T >t)

Ainsi, dans notre contexte la fonction de survie représente la probabilité de ne pas
présenter 'évenement d’intérét avant l'instant t. La relation entre la fonction de

pénétrance F et la fonction de survie S est définie par F(t) = 1 — S(t).

Une des particularités de la fonction de survie est la prise en compte des données
censurées lors du processus d’estimation. |l existe plusieurs estimateurs de cette
fonction : des estimateurs paramétriques et non paramétriques. Les estimateurs
paramétriques font une hypothése de loi sur la distribution des données (Weibull,
log normale, exponentielle) tandis que les non paramétriques ne font aucune
hypothése sur la distribution (Kaplan-Meier, Nelson-Aalen). Il existe également un
modéle semi-paramétrique qui permet de tenir compte de covariables additionnelles
et d’estimer leur effet sous certaines hypotheses. C'est le cas du modéle de Cox
(aussi appelé Proportional Hazard Model). Notons, qu’il existe d’autres modeles
tel que 'AFT (Accelerated Failure Time) selon lequel I'effet d’'une covariable permet

d’accélérer ou de ralentir le cycle de vie d’'une maladie d’une certaine constante.

Dans cette seconde partie, nous présenterons I'estimateur de Kaplan-Meier (KM)
dans le cadre de nos données, I'estimateur de KM pondéré et I'algorithme EM pour
répondre, en partie, a la problématique des génotypes manquants. Enfin nous

exposerons un modeéle qui permet la prise en compte de covariables.
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1.1.1. Modélisation du probleme

Notons :
— 0=ty <t <...<tum une discrétisation du temps
— (T)) l'age de I'individu i au début de la maladie
— T=(T,...,Tx) € R" le vecteur aléatoire associé (avec m < n)
— (C;) 'age aux derniéres nouvelles pour l'individu sain i
— C =(Cyq,...,C,) € R™ le vecteur aléatoire associé
— (T;) 'age observé pour l'individu i tel que : T; = min(T;, C;)
— T = (T4,...,T,) le vecteur aléatoire associé
— (6;) la censure pour l'individu i : §; = LF,<c,

— 8§ =(64,...,6,) € {0,1}" le vecteur aléatoire associé.

Si on suppose les lois de Mendel, les génotypes des enfants dépendent des
génotypes des parents. Pour les fondateurs, le génotype dépend de la fréquence

allélique de I'allele délétere en population.

Désignons par G = (G4,...,G,) € {00,10,01,11}" le vecteur aléatoire génotypique

défini tel que

00 sil'individu est non porteur

10 silindividu est porteur hétérozygote de transmission paternelle

01 sil'individu est porteur hétérozygote de transmission maternelle

11 silindividu est porteur homozygote de transmission paternelle et maternelle

Rappelons que le vecteur G est partiellement observé. Les probabilités
génotypiques non observées seront donc estimées en fonction des informations
génotypiques sur I'ensemble de I'arbre généalogique et a partir de la fonction de

survie (voir Annexe 2 : Algorithme EM).
On adonc:

P(G,T,98) = ]11(@ x IPP(T,6|G)

partie génétique partie survie
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ou :

— IP(G,T,6) désigne la distribution de probabilité conjointe de T et G ;
— IP(T, §|G) désigne la distribution conditionnelle de T sachant G ;

La vraisemblance s’écrit :

L, =P(G,T,8) = P(G) x P(T,5|G)

Partie survie :

Rappelons que seuls les individus porteurs peuvent étre atteints. Or, nous avons vu
que les phénotypes des individus étaient indépendants conditionnellement au
génotype et que le génotype d’un individu ne dépendait que du génotype de ses

parents. Ainsi, si I'individu i n’est pas porteur (i.e.G; = 00), on a:

— Pour un individu non atteint, donc censuré (§; = 0) :
P(T; =t,8; = 0|G; = 00) = 1
— Pour un individu atteint (5; = 1) :
P(T; =t,6; =1|G; = 00) =0
Dans le cas ou I'individu i est porteur G; # 00, la partie survie est définie comme :
P(T; = t, 8;|G; # 00) = S(t)A(t)%

ou S(t) est la fonction de survie et A(t) est la fonction de hasard (fonction de risque

instantané) donnée par :

1
At) = lAILI(l)Z P(T € =[t,t +A]T >t)
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Partie Génétique :

La partie génétique peut étre décomposée en deux parties, selon si I'individu a des
parents ou non. En notant ¥ I'ensemble des n individus, on peut distinguer le sous-
ensemble F ¢ ¥ des fondateurs (i.e. des individus sans ancétre dans l'arbre
géneéalogique) du sous-ensemble T\ F (composé des individus ayant des

ancétres). La partie génétique peut étre reformulée comme :

P (G) = 1_[]}» (Gl) X 1_[ P (Gi | Gpati‘ Gmati)

iEF i€EI\F

avec :

— Gpati correspond au génotype paternel de tout individu issu de ¥ \ F

— Gmaticorrespond au genotype maternel de tout individu issu de T\ F

1.1.2. L’estimation de Kaplan Meier (KM)

Nous allons utiliser I'estimateur de KM pour estimer S(t).L’estimateur de KM
(Kaplan and Meier, 1958), également connu sous le nom de I'estimateur produit-
limite, s’appuie sur le théoreme des probabilités conditionnelles qui découle du

raisonnement suivant:

P(ne pas étre atteint a t;)) = P(ne pas étre atteint a t; sachant que 'on n'était pas

atteint a t;_;)) X P(ne pas étre atteint a t(;_y))

Ce qui donne :

S(tw) =P (T >tw)

=P (T >t |T > t(i—l)) X P (T > t(i—l))

=pi xS (ta-v)
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=P XDi—1 X. .. XS (o))

Ainsi, on a: S(tw) = [Ti=p;

Onestimep, =1—-P(T <ty |T > tu_p)parp; = (1 - %)
ou :

— (tw), représentent une discreétisation ordonnée du temps ;
i€e[0,m]

— d; est le nombre d’'événements au temps ¢t ;
— R; estle nombre d’individus avant t(;) (individus encore a risque de présenter

'événement d’intérét).
Finalement, I'estimation de la fonction de survie est donnée par :

i

Skm() = Bﬁ] = 1_[(1 —Z_»

j=1

Donc si on se place chez les individus porteurs de la mutation, on peut simplement
estimer la fonction de survie ci-dessous par I'estimateur de KM. Nous obtenons
alors une fonction constante par morceaux.

Considérons I'exemple suivant : on simule une famille de 25 individus avec
13 porteurs (dont 6 symptomatiques) dont I'arbre généalogique de la famille est
représenté sur la figure 28 Le tableau 8 suivant récapitule les détails de la famille

considérée :
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Figure 28: Arbre généalogique de la famille-exemple considérée.

Hommes | Femmes | Total
Individus 13 12 25
Porteurs 6 7 13
Asymptomatiques 3 4
Symptomatiques 3 3
Non porteurs 3 3

Tableau 8: Distribution de la famille-exemple.
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Les valeurs de T; (en fonction du phénotype de I'individu, §;) sont données dans la

tableau 9 ci-dessous.

N° de lindividu | &; T,
1:1 1 50
1.2 0 88
2:1 1 60
2:2 0 66
2:3 1 45
2:4 0 49
2:5 1 55
2:6 0 50
2:7 0 40
2:8 0 44
2:9 1 48
2:10 0 62
31 0 33
3:2 0 35
3:3 0 38
34 0 32
35 1 30
3:6 0 25
3.7 0 36
3:8 0 37
3:9 0 47
3:10 0 46
3:11 0 65
3:12 0 34
3:13 0 20

Tableau 9: Distribution de [’dge observé aux derniéres nouvelles lorsque ['individu i n’est pas atteint (8§;= 0) et I’dge au
diagnostic de la maladie lorsque ['inidividu i est atteint (§;= 1).

La courbe de survie estimée par la méthode de KM simple pour cette famille est
représentée sur la figure 29 (les traits verticaux sur la courbe correspondent aux
individus censurés et les marches correspondent aux individus ayant développé la
maladie durant la période de suivi. Ici seuls les individus porteurs de la mutation

délétére sont représentés dans la fonction de survie).
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Figure 29: Courbe de survie obtenue avec la méthode de KM. La courbe de survie est représentée par un trait plein et les
intervalles de confiance sont représentés par des traits en pointillés.

Sur cet exemple, les génotypes sont connus pour 19 individus. L’estimation de la
pénétrance s’obtient aisément grace a I'algorithme de KM simple. Cependant, sur
les 25 individus de la famille, 6 n'ont pas été utilisés lors de I'estimation. Pourtant,
leur phénotype est observé et leur génotype peut étre déduit en partie par les
genotypes observés. Notons que, dans le cas ou tous les génotypes sont connus,
le vecteur P(G) n’apparait pas dans le calcul de vraisemblance. Que se passe-t-il

alors dans le cas ou les génotypes sont partiellement observés ?

1.1.3. L’estimateur de Kaplan Meier pondéré

Dans les familles, il est rare que I'ensemble des individus soit génotypés. En effet,
si I'index (proband en anglais) se fait nécessairement génotypé, ce n’est pas le cas
des autres membres de I'arbre généalogique. Les génotypes non observés ont pour
conséquence une perte d’information. Le probléme qui se pose alors est de fournir
des estimations de fonctions de survie a partir de familles recensées pour lesquelles
I'information génotypique est incompléte.

En effet, la plupart des individus ne sont pas génotypés mais peuvent étre pris en

compte grace aux individus génotypés présents dans la famille.
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La méthode de KM pondéré vient exploiter cette information indirectement fournie
pour chaque individu non génotypé, en leur affectant des poids. Ces derniers sont
supposes connus pour le moment (leur calcul est développé dans la partie suivante)
et correspondent a la probabilité d’avoir un génotype donné. Dans la vraisemblance,
chaque individu est donc pondéré par sa probabilité d’étre porteur de la mutation
pathogene, notée w;. L’estimation de la fonction de survie est désormais donnée

par:
i
SKM_pondéré(t) = 1_[ w; X p’\j
j=1

Dans notre problématique, on a d’'une part la partie génétique et d’autre part la partie
survie qui sont imbriquées. On propose d’utiliser I'algorithme itératif EM pour estimer

les quantités d’intérét.

1.1.4. L’algorithme Expectation-Maximisation

Etapes de I'algorithme EM

L’algorithme EM, d0 a Dempster et al., 1977, (cf. Annexe 2 dans laquelle nous
exposons un exemple d’application pour la loi exponentielle) pour estimer la fonction
de survie alterne deux étapes : une étape Expectation (E) et une étape Maximisation

(M). On le déroule comme suit :

Initialisation : on commence par initialiser avec des poids aléatoires. Pour les
individus dont le génotype est parfaitement connu, on fixe les poids tels que:

{ (0 siG; = 00 (non porteur du géne délétére)
w; =
l 1 siG; =10 0u 01 ou 11 (porteur du géne délétére)

Pour les individus dont le génotype est inconnu, nous distribuons des poids

aléatoires tirés d’'une loi d’'une distribution uniforme sur [0,1].
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A partir de la, nous pouvons estimer une premiére fonction de pénétrance grace a
une étape M (voir ci-dessous) puis nous itérons les 2 étapes suivantes de

I'algorithme EM jusqu’a convergence.

— Algorithme EM :

e Etape E : calcul de la probabilité d’étre porteur (poids) pour tous les
individus avec la fonction de pénétrance courante

e Etape M : mise a jour de la fonction de pénétrance avec un KM pondéré
par les poids estimés a I'étape E.

Calcul des poids

La théorie des modeles graphiques trouve son origine dans le domaine de la
génétique pour décrire les liens causaux entre différentes variables (Wright
1921,1934). Par la suite ces représentations graphiques en associations avec des
lois de probabilité ont été développées et nommées les réseaux bayésiens (Pearl,
1985; Friedman and Koller, 2003). En 2003, Lauritzen et Sheehan présente les
modeles graphiques comme un environnement permettant de formuler et de
résoudre des problémes en génétique et dans les domaines apparentés (Lauritzen
and Sheehan, 2003). Dans cet article, un accent particulier est mis sur les relations
entre des modeles graphiques et la génétique. Dans notre contexte, on introduit un
réseau bayesien pour la modélisation de la partie génétique du modéle et le principe
de propagation d’évidence pour effectuer de I'inférence. La propagation d’évidence
posséde de nombreux noms comme l'algorithme somme-produit, Elston-Stewart
(Totir etal., 2009), ou encore message-passing algorithme etc. Une implémentation,
sous le nom de bped, sur le logiciel R (R, Core Team 2015) nous permettra
d’effectuer ces inférences. La pondération, notée w; pour l'individu i, sera calculée
en fonction des informations génotypiques et phénotypiques présentes dans 'arbre

généalogique. Ainsi on a:

w; = P(G; # 00|ev; 8)
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;N

ou :
— w; désigne le poids attribué a l'individu i

— ev désigne I'ensemble des informations génotypiques disponibles dans
I'arbre et également fonction de la survie

— 6 désigne le vecteur de parameétre qui contient des composantes

parameétriques et non paramétriques.

Pour illustrer le KM pondéré, nous allons considérer la méme famille que

1.1 1.2

- @& @& N (O B

2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 2.7 2.8 2.9 2.10

—r— [ 1 | | TT
v @ @ [ o © @ 4

3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 3.7 3,10 3,11 3.12 3.13

précédemment, mais cette fois-ci avec des individus non génotypés (figure 30).

Figure 30: Arbre généalogique de la famille-exemple considérée avec des individus non génotypés.

Nous allons estimer la fonction de survie et ensuite utiliser I'algorithme EM pour
prendre en compte les individus non génotypés. En analysant les résultats, nous
pouvons observer que les courbes obtenues avec les deux méthodes sont
différentes (figure 31). Les individus non génotypés permettent, dans ce deuxiéme
cas, d’apporter de I'information pour une estimation plus précise de la fonction de
survie. La distribution marginale a postériori pour chaque individu de l'arbre
généalogique (figure 30) est donnée dans le tableau 10. Les calculs ont été

effectués en utilisant bped.
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Figure 31: Courbe de survie obtenue avec la méthode de KM simple (en bleu) et la méthode de KM pondérée (en rouge).

i G = 00 G =10 G =01 ¢ =11
1:1 0.000 0.500 0.500 0.000
1:2 0.990 0.005 0.005 0.000
2:1 0.000 0.000 1.000 0.000
2:2 0.970 0.015 0.015 0.000
2:3 0.000 0.000 1.000 0.000
2:4 0.970 0.015 0.015 0.000
2:5 0.000 0.000 1.000 0.000
2:6 0.964 0.018 0.018 0.000
2:7 1.000 0.000 0.000 0.000
2:8 0.996 0.002 0.002 0.000
2:9 0.000 0.000 1.000 0.000

2:10 0.990 0.005 0.005 0.000
3:1 0.000 0.000 1.000 0.000
3:2 0.000 0.000 1.000 0.000
3:3 1.000 0.000 0.000 0.000
3:4 0.000 0.010 0.980 0.010
3:5 0.000 0.010 0.980 0.010
3:6 0.000 0.010 0.980 0.010
3:7 0.000 0.994 0.003 0.003
3:8 0.000 0.994 0.003 0.003
3:9 1.000 0.000 0.000 0.000

3:10 1.000 0.000 0.000 0.000

3:11 1.000 0.000 0.000 0.000

3:12 1.000 0.000 0.000 0.000

3:13 0.000 1.000 0.000 0.000

Tableau 10: Distribution marginale a postériori P(G; = x|ev) calculée avec la méthode BP (résultat de bped). Les
individus génotypés sont représentés en gras.
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1.1.5. Covariables : Modele de Cox

Grace a cette méthodologie, nous pouvons prendre en compte I'ensemble des
individus de la famille. Pour cette analyse nous avons utilisé une fréquence allélique
de 1%. Si nous regardons lindividu 1:1, il a les génotypes 10 ou 01 avec une
probabilité égale de 0,500. Sa probabilité d’étre homozygote est nulle, ce qui est
cohérent car un de ces enfants (individu 2.7) a été génotypé négatif pour la mutation
délétére. Sans surprise, nous observons que tous les individus non génotypés (i =
1.2,2.2,24, 2.6, 2.8,2.10,2.12) ne peuvent pas avoir le génotype non porteur 00
(G; # 00). Nous pouvons observé que l'individu 3.13 (porteur asymptomatique)
présente une probabilité de 1 pour le génotype G = 10 (transmission paternelle), ce

observation cohincide avec le statut phénotypique de son pere (individu 2.9).

Par ailleurs, cette méthode peut facilement étre étendue a la prise en compte de

covariables par un modéle de Cox ou par stratification dans I'estimation du risque.

Le modéle de Cox est un modéle semi-paramétrique a risques proportionnels qui
permet d’établir une relation entre les facteurs de risque de la survenue de
'événement et la distribution des durées de survie. Deux hypothéses sont

nécessaires a l'utilisation de ce modéle :

1. le rapport des risques instantanés de deux patients est indépendant du
temps (risque proportionnel)
2. le logarithme du risque instantané est une fonction linéaire des Z;; : log-

linéarité
Dans notre contexte, nous avons utilisé ce modéle pour étudier I'effet de covariables

comme le sexe ou le sexe du parent transmetteur sur le risque d’étre atteint de la

maladie. Le modéle de Cox s’écrit :

At12) = 29(t) x exp (BTZ)
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ou Z € RP est le vecteur des variables explicatives avec p le nombre de variables
considérées ; et B € RP est le vecteur de parametre a estimer, qui ne dépend pas
du temps (sa transposée est notée pBT). Il représente l'effet des variables

explicatives sur le risque instantané.
Le risque instantané est le produit de deux termes :

— le premier qui dépend du temps et qui est commun pour tous les individus,
Ao(t) est appelé risque de base (risque au temps t pour un sujet dont toutes
les variables sont a 0)

— et le deuxiéme qui dépend des variables, le hasard ratio : (87Z) qui

correspond au rapport des risques.

Pour interpréter le résultat de I'analyse de survie, nous avons besoin d’estimer le
vecteur £, qui correspond au vecteur des coeffcients des variables explicatives.
Celui-ci est estimé en prenant le logarithme du rapport entre le risque instantané

des deux groupes compares (aussi appelé le log-ratio).

Soit Z; une variable explicative a laquelle on associe le parametre g; (j un entier
entre 1 etp). L'association ou non de notre variable Z; avec la durée de survie est
testée par H, : ; = 0 contre H; : 8; # 0. Plusieurs tests sont possibles pour ce faire

(Wald, Rapport de vraisemblance, Score).

Lorsque I'hypothése de proportionnalité n’est pas tenable, une solution consiste a
stratifier le modéle. L'analyse par stratification consiste a diviser I'échantillon en
sous-groupes. Dans ce type d’analyse, la fonction de survie est estimée dans
chaque sous-groupe de I'échantillon. Dans ce contexte il N’y a pas de parameétre a
estimer, donc nous allons utiliser un test non paramétrique (Test du log-rank) pour

comparer les courbes de survie.

Afin d’illustrer le modéle de Cox, nous allons prendre en compte la covariable "sexe"
sur 'exemple de famille représentée dans la figure 30. Les courbes de survie selon

le sexe sont représentées sur la figure 32.
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Figure 32: Estimation de la fonction de survie dans un modele de Cox en tenant compte de la covariable "sexe!”Les
courbes de survie sont représentées par un trait plein (en noir pour les hommes et en bleu pour les femmes) et les
intervalles de confiance sont représentés par des traits en pointillés.

Le paramétre f a été estimé par la valeur : § = 2.803 avec une p-valeur égale a
0.0424. Ce qui indique qu’il y a une différence de survie entre hommes et femmes :

les femmes ont un risque instantané plus important par rapport aux hommes.

Il est également possible d’évaluer l'effet de covariables partiellement observées
comme le sexe du parent transmetteur (noté POO pour Parent Of Origin). En effet,
cette covariable n’est pas disponible pour 'ensemble des individus. Cependant, elle
peut étre estimée dans notre modele a I'aide des poids décrits précédemment. Ainsi
on peut noter

(respectivement w_ . ) la probabilit¢ de transmission

Wpati at;i

paternelle (respectivement maternelle) pour l'individu i. Enfin on note i le paramétre
associé a la covariable d’intérét POO, et y le vecteur des parameétres associés aux

autres covariables.

A l'étape E :

W = P(G =100uG = 11|ev; 0) et Woae, = P(G =01ouG = 11|ev; 0)
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— eV représenté l'information disponible dans I'arbre généalogique ;

— 0O représente les paramétres du modéle : 8 = (B,y)

Ainsi pour un individu i, on note S, (respectivement S,,) la fonction de survie
paternelle (respectivement maternelle) A, (respectivement 4,,,) la fonction de hasard

paternel (respectivement maternel).

Pour les individus atteints (i.e §; = 1), on a:

Sp(TDAp(T)  siG; =10
P(T;1G;;0) =3 S, (T)An(T) siG;=01lou G; =11
0 si G; = 00

ot A,(Ty) = A (T)) X exp(BT X Z;)
et Sp(T;) = exp(—Ap, (T;) X ef) (avec A,, le hasard maternel cumulé)
et S (T)) = exp(=Ap (T7)) = Ay () = —10g(Sm(T)

Enfin :

Sp(T) = exp(log (S, (T) x eF)

Pour les individus non atteints (i.e §; = 0), alors :

Sp(Ti) si Gi =10
P(T;|G;;0) =1 S, (T;) siG;=01oull
1 si G; = 00

Lors de l'analyse de l'effet de la covariable POO, nous avons considéré la
transmission maternelle comme risque de base donné (1,, = 4;). On obtient les

probabilités suivantes :
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exp(—A,, () exp (Zi¥)) X (An(t) exp (Z¥)) siGp=0louG =11
P(T; = t,8; = 11G;, Z) = { exp(—=A,, () exp (B +Zi¥)) X (Am(t) exp (B + Z;y)) S G =10

0 si G; = 00
et
exp(—Am (D exp (Z;y))  S1Gi=0LlouG; =11
P(T; =t,6; = 01G;, Z;) = {eXp(—Am () exp (B +2;y)) S1Gi=10
1 siG; =00

Ces deux expressions peuvent étre simplifi€es comme suit :

1 exp(—Ay, (t) exp(Z;,)) exp(Z;y) siG;=01ouG; =11
I P 0= 60 = 16,2 = { exp(—Am () exp(B + Z;y)) exp(B + Z;y)  siG; =10
" 0 siG; = 00

Pour illustrer I'e et de la covariable observée (POO), nous allons considérer la méme

famille- exemple que précédemment.

Les courbes de survie du sexe du parent transmetteur sont représentées sur la
figure 33. La distribution marginale a postériori pour chaque individu de l'arbre

généalogique est donnée dans le tableau 11 (obtenue grace a bped).

Le paramétre £ a été, quant & lui, estimé par la valeur : § = - 3.58078 avec une p-
valeur égale a 0.00179. Ce qui indique que le risque instantané paternel est moins

important.
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Figure 33: Estimation de la fonction de survie dans un modéle de Cox en tenant compte du POO. Les courbes de survie
sont représentées par un trait plein (en noir : transmission paternelle, en bleu : transmission maternelle) et les intervalles
de confiance sont représentés par des traits en pointillés.

[ Génotype G = 00 G =10 G =01 G =11
1:1 Positif 0.000 0.465 0.465 0.070
1:2 Non génotypé 0.958 0.039 0.003 0.000
2:1 Positif 0.000 0.011 0.989 0.000
2:2 Non génotypé 0.989 0.010 0.001 0.000
2:3 Positif 0.000 0.001 0.979 0.020
2:4 Non génotypé 0.985 0.010 0.005 0.000
2:5 Positif 0.000 0.000 0.963 0.037
2:6 Non génotypé 0.958 0.027 0.015 0.000
2:7 Non génotypé 0.482 0.010 0.498 0.010
2:8 Non génotypé 0.980 0.010 0.010 0.000
2:9 Positif 0.000 0.001 0.972 0.027

2:10 Non génotypé 0.985 0.014 0.001 0.000
31 Positif 0.000 0.004 0.993 0.003
3:2 Positif 0.000 0.004 0.993 0.003
3:3 Négatif 1.000 0.000 0.000 0.000
3:4 Non génotypé 0.486 0.004 0.506 0.004
35 Non génotypé 0.486 0.004 0.506 0.004
3:6 Non génotypé 0.486 0.004 0.506 0.004
3.7 Positif 0.000 0.972 0.014 0.014
3:8 Positif 0.000 0.972 0.014 0.014
3:9 Positif 0.000 0.974 0.013 0.013

3:10 Non génotypé 0.760 0.008 0.230 0.002

3:11 Non génotypé 0.729 0.007 0.261 0.003

3:12 Non génotypé 0.482 0.510 0.004 0.004

3:13 Positif 0.000 0.990 0.005 0.005

Tableau 11: Distribution marginale a postériori i P (G;= x|ev) calculée avec la méthode BP(résultat de bped), dans le
cadre de 'utilisation de la covariable POO. Les probabilités (G;) des individus génotypés sont représentées en gras.
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1.2. Prise en compte du recensement

Les critéres de recensement dépendent généralement du modéle génétique de la
maladie. Dans les maladies mendéliennes, le fait de recenser les familles sur
I'existence d’un atteint fournira des familles comportant des individus porteurs d’'une
mutation délétére et permettra I'estimation de la pénétrance. De plus, comme tous
les individus affectés sont nécessairement porteurs de la mutation, les familles ainsi
identifiées sont adaptées pour une estimation de la fonction de survie. Un des
inconvénients de cette procédure est que la fonction de survie peut étre surestimée
si le mode de sélection de ces familles n’est pas pris en compte. De plus, ce type
de critére indépendant de I'histoire familiale est plus facile a modéliser que les
critéres dépendant de I'histoire familiale dans le cadre d’une estimation du risque
de maladie. Une correction a déja été proposée afin de fournir des estimations de
survie valides (Le Bihan et al., 1995 ; Alarcon et al., 2009). Dans ces applications,
le biais de recensement a été corrigé par une méthode classique qui consiste a
supprimer les informations phénotypiques de I'individu (cas index) qui a permis de
sélectionner la famille tout en conservant son information génotypique. Dans une
étude réalisée par Alarcon et al., 2009, deux méthodes permettant de corriger ce
biais ont été étudiées sur des familles sélectionnées sur I'existence d’au moins un

atteint :

1. La Vraisemblance prospective qui tient compte de la sélection en modélisant
explicitement les critéres de sélection (Planté-Bordeneuve et al. 2003)

2. La Proband’s phenotype Exclusion Likelihood (ou PEL), qui corrige pour la
sélection en « retirant » l'information phénotypique apportée par le cas index.

Ces méthodes ont été testées sur des familles simulées sous différents modéles de
maladie (mono-génique, sous-entité monogénique) et sous différents schémas de
sélection. A travers cette étude, ils ont montré que la méthode optimale dépend a
la fois du modéle génétique et des criteres de sélection, car les résultats obtenus
sont dépendants de la méthode utilisée. Contrairement a la PEL, les méthodes
prospectives et rétrospectives nécessitent une modélisation parfois complexe et des
parametres supplémentaires qui sont parfois diffciles a modéliser. Notons,
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également qu’il existe la méthode de vraisemblance rétrospective. Cette méthode
est basée sur la modélisation de la distribution des génotypes conditionnellement
aux phénotypes et corrige pour le biais de sélection sans avoir a modéliser
explicitement les critéres de sélection. Néanmoins, cette méthode rétrospective est
peu efficace selon I'étude de Kraft et Thomas (Kraft and Thomas 2000). Dans notre
contexte, nous avons appliqué la méthode PEL, car elle est simple a appliquer sur
les familles. Elle est instantanée et ne nécessite pas de calcul de probabilités du

recensement.
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[I. Reésultats

1. Descriptions des familles répertoriées dans notre population ATTRv en
France.

1.1 Descriptions des familles ATTRv en France

Les données d’épidémiologie génétiques difféerent de fagon importante d’'un foyer a
'autre. Des différences génotypiques et phénotypiques sont observées en termes
d’ages de début et de présentation clinique de la maladie (Parman et al., 2016).
Dans notre centre expert (CHU Henri Mondor), 32 mutations TTR ont été
répertoriées dans 285 familles d’origine portugaise, frangaise ou autre (Algérie,
Chypre, Coéte d’lvoir, Espagne, Gabon, Guinée, Italie, Tunisie et Vietnam). Parmi
elles, 92 sont d’origine portugaise porteuses du variant TTRV30M (N=90) ou
TTRV28M (N=2) (tableau 12). Dans les familles ATTRV30M, 326 individus
présentent une mutation du gene TTRV30M ; 256 (161 hommes) patients et 70 (41
hommes) porteurs sains. L’age de début moyen des symptédmes est de 35 £10
[extrémes : 20-79] ans. 82 % des patients présentaient une histoire familiale. Le
tableau clinique est celui d’'une polyneuropathie axonale distale d’évolution lente
avec dysautonomie. Les 2 familles ATTRV28M incluent 6 (5 hommes) patients et 4
(3 hommes) porteurs asymptomatiques. Leur phénotype est comparable aux
patients ATTRV30M d’origine portugaise. Plus de 80% des familles portugaises

sont originaires du Nord du Portugal, zone ou la prévalence est élevée.

a)
Nom (Variant incluant les \;2”32;35 Substitution Localisation Nombre de
20-aa du signal peptide) q nucléotidique famille (N=92)
(ARNm)
TTRVal30Met (p.Val50Met) c.148G>A GTG>ATG Exon 2 90
TTRVal28Met (p.Val4d8Met) c.142G>A GTG>ATG Exon 2 2
b)
Variant-TTR TTRVal30Met TTRVal28Met
Nombre de familles 90 2
Atteints (Hommes) 256 (161) 6(5)
Porteurs sains (Hommes) 70 (41) 4(3)
Moyenne Age de début = Ecartype 35 +10 45+ 15
[Intervalle] [20-79] [25-72]

Tableau 12: a) Mutations TTR identifi¢es dans les familles d origine portugaises ATTRv en France ; b) Caractéristiques
des familles d’origine portugaises ATTRv.
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Les familles francgaises et d’autres origines (N=193) présentent une hétérogénéité
génotypique, avec 31 variants TTR identifiés. La répartition des familles est détaillée
dans le tableau 13. Les variants les plus fréquents sont : TTRV30M (31% des
familles), TTRS77Y (15%), TTRV122| (15%), TTRI107V (10%) et TTRS77F (7%)
(figure 34). Parmi les 603 individus porteurs d’'une mutation, 448 (281 hommes) sont
symptomatiques et 155 (72 hommes) sont asymptomatiques. Dans ces familles,
seulement 36% présentaient une histoire familiale. L’age de début moyen est de 55
+14 [extrémes : 16-79] ans. La plupart des variants sont associés a des phénotypes
neurologiques et cardiaques. Certaines mutations (TTRH88R, TTRV122l) sont
associées a une atteinte cardiaque au premier plan, débutant apres 60 ans (Cf : 5.1.3.
Formes cliniques et corrélations phéno-génotypique).

Mutations TTR des 193 familles ATTRv non-Portugaise en France

1% = TTRVal30Met (31%)

2% \
2%

2%

= TTRSer77Tyr (15%)
= TTRVal122lle (14%)
_31% TTRIle107Val (10%)
= TTRSer77Phe (7%)

3%_

3%;

\ = TTRThr49Ala (3%)

; = TTRThr49lle (3%)

= TTRGlu61Lys (2%)
= TTRAIa91Ser (2%)
» TTRTyr116Ser (2%)
= TTRAIa19Asp (1%)
= TTRVal32Gly (1%)

= TTRLys35Asn (1%)

10%

15% = TTRSer50Arg (1%)
TTRLeu58His (1%)

TTRGIu62Lys (1%)
14%

Figure 34: Répartition des mutations des 193 familles ATTRv non portugaises en France.
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Nom (Variant incluant les Vgriant de Substitution e Nomb_re de
20-aa du signal peptide) S(eAqSEI&C)e nucléotidique Localisation (fNaqu'gg)
Val30Met (p.Val50Met) c.148G>A GTG>ATG Exon 2 59
Ser77Tyr (p.Ser97Tyr) €.290C>A TCT>TAT Exon 3 28
Val122lle (p.Val142lle) C.424G>A GTC>ATC Exon 4 27
lle107Val (p.lle127Val) c.379A>G ATT>GTT Exon 4 19
Ser77Phe (p.Ser97Phe) €.290C>T TCT>TTT Exon 3 14
Thr49Ala (p.Thr69Ala) €.205A>G ACC>GCC Exon 3 5
Thr49lle (p.Thr69lle) €.206C>T ACC>ATC Exon 3 5
Glu6l1Lys (p.Glu81Lys) C.241G>A GAG>AAG Exon 3 3
Ala91Ser (p.AlalllSer) €.331G>T GCA>TCA Exon 3 3
Tyrl16Ser (p.Tyrl36Ser) c.407A>C TAT>TCT Exon 4 3
Alal9Asp (p. Ala39Asp) c.116C>A GCT >GAT Exon 2 2
Val32Gly (p.Val52Gly) c.155T>G GTG>GGG Exon 2 2
Lys35Asn (p.Lys55Asn) c.165G>CorT | AAG>AAC/T Exon 2 2
Ser50Arg (p.Ser70Arg) c.210T>A AGT>AGA Exon 3 2
Leu58His (p.Leu78His) C.233T>A CTC>CAC Exon 3 2
Glu62Lys (p.Glu82Lys) C.243G>A GAG>AAG Exon 3 2
Cys10Arg (p.Cys30Arg) c.88T>C TGT>CGT Exon 2 1
Arg21Gin (p.Arg41Gin) C.122G>A CGA>CAA Exon 2 1
Val32Ala (p.Val52Ala) €.155T>C GTG>GCG Exon 2 1
Glud42Asp (p.Glu62Asp) c.186G>CorT | GAG>GAC/T Exon 2 1
Phe44Tyr (p.Phe64Tyr) C.191T>A TTT>TAT Exon 2 1
Gly47Ala (p.Gly67Ala) €.200G>C GGG>GCG Exon 2 1
Gly47Arg (p.Gly67Arg) C.199G>A GGG>AGG Exon 2 1
Glu54Lys (p.Glu74Lys) C.220G>A GAG>AAG Exon 3 1
lle68Leu (p.lle88Leu) C.262A>T/C ATA >C/TTA Exon 3 1
His88Arg (p.His108Arg) c.323A>G CAT>CGT Exon 3 1
Val71Ala (p.Val91Ala) c.272T>C GTG>GCG Exon 3 1
Glu89GIn (p.Glu109GlIn) €.325G>C GAG>CAG Exon 3 1
Glu89Lys (p.Glu109Lys) c.325G>A GAG>AAG Exon 3 1
Val94Ala (p.Valll4Ala) c.341T>C GTA>GCA Exon 4 1
Arg103His (p.Arg123His) c.368G>A CGC>CAC Exon 4 1

Tableau 13: Mutations TTR identifiées dans les 193 familles ATTRv en France (Classement par ordre de fréquence).

1.2. Répartition géographique des familles ATTRv en France et sa
métropole.

En France, les familles ATTRV30M sont réparties sur 'ensemble du territoire. Il
existe des foyers pour certaines mutations comme la région Nord pour la plupart
des familles ATTRS77Y. Cing des 14 familles ATTRS77F vivent dans les régions
du sud-est de la France. Dix des 19 familles ATTRI107V sont originaires des Antilles
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francaises (Martinique, Guadeloupe, Haiti...). Parmi les 27 familles ATTRV122I, 13
viennent aussi des Antilles et neuf sont originaires d’Afrique (Gabon, Guinée, Cote
d’lvoire...). Parmi elles, cinq familles présentent des individus homozygotes pour la
mutation TTRI122V. Toutes les familles ATTRT49I sont originaires d’Afrique du
Nord (Algérie). La répartition géographique des familles ATTRv est présentée dans

lannexe 3.

2. Données familiales utilisées pour I'’estimation du risque de maladie

Ce travail a été réalisé en collaboration avec 5 centres experts ;
— Espagne (Majorque-Hépital Universitaire de Son Llatzer)
— Brésil (Université fédérale de Rio de Janeiro)
— ltalie (Sicile-Hopital AOU Policlinico)
— Suede (Hopital Universitaire d’'Umea)

— Turquie (Hoépital Universitaire d’Istanbul).

A Majorque, le variant TTRV30M est le seul variant identifié dans les familles. Une
des caractéristiques de cette population est la présence de patients avec un age de
début > 50 ans ou < a 50 ans au sein d’'une méme famille. Chez ces patients, I'dge
de début moyen est de 47 ans [extrémes : 23—79] et la neuropathie périphérique
est I'atteinte inaugurale la plus fréquente (Buades-Reinés et al., 2016). Au Brésil, la
mutation TTRV30M est retrouvée dans 91% des cas. D’autres mutations ont été
rapportées telles que TTRI107V, TTRV122l, TTRA19D et TTRG53E. Le phénotype
des patients ATTRV30M est similaire a celui décrit au Portugal, caractérisée par un
age de début <a 50 ans (34.5 £ 8.1) (Saporta et al., 2009b; Waddington-Cruz et al.,
2019). En Suede, pour la mutation TTRV30M, I'age de début moyen est de 6014
ans [extrémes : 23-85](Gorram, Olsson et al., 2020). Ces familles sont localisées
au nord du pays ou la fréquence de l'allele TTRV30M atteint 2% (Olsson et al.,
2014). Une caractéristique de la population suédoise ATTRV est la présence élevée
de patients homozygotes TTRV30M dans les familles, estimée a 1,1 % (Olsson M,
données non publiées). Le phénotype des patients ATTRV30M suédois est similaire
a celui des patients ATTRV30M d’origine francaise (Cf : 5.1.3 Formes cliniques et
corrélations phéno-génotypiques). Plus réecemment, 14 mutations TTR (telles que
TTRA45S, TTRG57A et TTRH88A) ont été rapportées (Suhr et al., 2017). En Italie,
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la mutation TTRV30M est détectée chez 1/4 des patients, originaires du nord
(Rapezzi et al., 2013). Dans le sud du pays (Sicile), seulement 3 variants
(TTRE89Q, TTRF64L et TTRT49A) sont détectés dans les familles. Les patients
ATTREB9Q présentent un age de début moyen de 49 £ 7.9 [extrémes : 37-66]. lIs
sont caractérisés par une neuropathie peu sévere et une atteinte cardiaque
précoce. Dans les familles ATTRF64L, I'age de début moyen est de 64.1 + 7.4
[extrémes : 44-75] avec une neuropathie périphérique sévere. Enfin, les familles
ATTRA49A se distinguent par des troubles du SNA comme symptémes inauguraux
pouvant étre isolés pendant plusieurs années (Cf : figure 8) (Mazzeo et al., 2015).
En Turquie, les familles identifiées sont porteuses des mutations TTRV30M,
TTRE89Q, TTRG53E, TTRE54G et TTRG47E (Durmus-Tekge et al., 2016).

Au total, des données généalogiques et cliniques ont été recueillies pour 502
familles ATTRv (figure 35). Les caractéristiques des familles sont représentées
dans le tableau 14. Parmi elles 92, ont été exclues ; 82 en raison du manque
d'informations disponibles et 10 familles suédoises qui incluaient des individus
homozygotes. Les individus dgés de moins de 16 ans n’ont pas été considérés en
raison de I'absence de description de la maladie avant cet age dans la littérature.
Pour I'étude, 342 familles hétérozygotes non apparentées et porteuses des variants
TTRV30M (France, Espagne, Portugal, Suéde), TTRT49A, TTRS77Y, TTRS77P et
TTRI107V ont été analysées. Les caractéristiques des familles sont détaillées dans
le tableau 14. Le groupe ATTRT49A regroupe 5 familles de France et 4 familles de
Sicile. Le groupe ATTRE89Q comprend 8 familles de Sicile et 1 famille de Turquie.
Enfin, le groupe ATTRI1071V inclus 1 famille brésilienne et 14 familles francaises.
Cette population, par son nombre a permis de préciser des caractéristiques telles
gue I'age de début des symptdémes, le sexe-ratio et le risque de maladie dans les
familles ATTRV30M et ATTRv non-V30M. L’ensemble des résultats obtenus est
présenté dans la partie 3.
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Données généalogiques

503 families ATTRv

mmmmm

TTR non-VgﬂM TTRV30M (N= 114) TTRV30M (N=51) TTRT49A (N=4) | | TTRV30M (N=6) | TTRI107V (N=1)
N=136
{ ) | TTRF6AL (N=26) | | TTRGA7TE(N=1) |
TTRV30M
Portugais [ TTRE89G (N=10) | | TTRG53E (N=1) |
(N= 90) [ TRHM22v(N=1) | [ TTRE54G (N=1) |
TTRV30M Frangais [ TTREB9G (N=1) |
| Autres
(N= 59)

N: Nombre de famille; TTR: Transthyrétine; 1. Région de Majorque; 2. Région de Sicile; 3. Les mutations TTR non-V30M sont listées dans le tableau 10.

Figure 35: Organigramme des familles ATTRv.
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Nombre de famille

Patients

Porteurs sains

Age de début moyen

Variant TTR (Sujets) (Homme) (Homme) ﬁn'ftg?\%f’e? A9 e(NOI e<dse)EbUt
Cys10Arg 1(9) 1(0) 0 - 70
Alal9Asp 2 (50) 2(1) 1(1) - 50, 66
Arg21Gin 1 (26) 1(1) 0 - 76
Val28Met 2 (65) 6 (5) 4(3) 45 + 15 [25-72] -
Val30Met — Espagnoles (Majorque) 51 (944) 123 (53) 150 (88) 50 £15 [22-79] -
Val30Met - Francgais 59 (1250) 113 (76) 58 (27) 57 +12 [20-78] -
Val30Met - Portugais 90 (1310) 256 (161) | 70 (41) 35 +10 [20-79] -
Val30Met — Suédois (Hétérozygotes) 104 (1820) 452 (275) 139 (47) 59 +14 [22-92] -
Val30Met — Suédois (Homozygotes) 10 (274) 50 (31) 43 (19) 58 +9 [39-76] -
Val30Met — Turques 6 (88) 11(5) 5(2) 47 +12 [62-35] -
Val32Ala 1(12) 3(2) 1(1) - -
Val32Gly 2(82) 14 (9) 0 - 31, 35, 39
Lys35Ash 2 (23) 2(2) 0 - 40
Glu42Asp 1 (45) 1(1) 1(1) - 53
Phe44Tyr 1(21) 1(1) 0 - 65
Gly47Ala 1 (10) 6 (3) 3(1) - 60
Gly47Arg 1 (20) 1(0) 0 - 50
Gly47Glu 1 (10) 4(2) 0 - 27,28, 42
Thr49Ala 9 (213) 36 (16) 8(3) 45 +7 [30-66] -
Thr49lle 5 (50) 8(5) 3(1) - 55, 58, 62, 70
Ser50Arg 2 (74) 13 (8) 0 - 41, 45, 48, 50
Gly53Glu 1(27) 5(@3) 1(0) - 32,33
Glu54Gly 1 (15) 3(3) 0 - 22,23, 35,52
Glu54Lys 1(10) 1(0) 0 - 39
Leu58His 2 (20) 2(2) 0 - 56
GlublLys 3 (63) 4(2) 3(2) - 66, 71, 72, 75
Glu62Lys 2 (42) 2(2) 0 - 67, 84
Phe64Leu 26 (230) 41(36) 11(2) 64 + 9 [42-79] -
lle68Leu 1(35) 2(1) 0 - 69
Val71Ala 1(13) 4(2) 0 3614 [36-40] -
Ser77Phe 14 (210) 37(25) 10 (5) 60 + 7 [51-75] -
Ser77Tyr 28 (503) 73 (46) 22 (7) 58 + 7 [35-73] -
His88Arg 1 (25) 3(2) 0 - 47,48
Glu89GIn 12 (192) 47 (26) 18 (7) 49 +9 [37-78] -
Glu89Lys 1(11) 1(0) 0 - 64
Ala91Ser 3 (58) 8 (6) 4(2) 64+ 5 [57-72] -
Val94Ala 1(8) 1(0) 1(0) - 65
Arg103His 1(31) 1(1) 0 - -
lle107Val 20 (340) 36 (27) 11 (5) 60 4 [53-79]
Tyr116Ser 3 (75) 4 (1) 2(1) - 57,73, 74, 74
Vall22lle 28 (528) 37 (28) 15 (9) 66 +12 [55-80]

Tableau 14: Caractéristiques des familles ATTRv.
N : Nombre ; (-) Donnée non disponible.
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3. Publications

3.1. Etude 1: Estimation du risque de maladie dans notre population
d’ATTRVv en utilisant une approche non paramétrique (NPSE)

Affiner les estimations du risque de maladie des 4 principaux variants
pathogénes de la polyneuropathie amyloide héréditaire a transthyrétine (TTR-
FAP) en utilisant une nouvelle approche non paramétrique (NPSE).

Gorram F, Alarcon F, Perdry H, Hébrard B, Damy T, Fanen P, Funalot B, Nuel G,
Planté-Bordeneuve V. Amyloid. 2017 Mar;24(sup1):115-116.

En 2003, notre équipe a publié une premiére étude d’estimation du risque de
maladie dans laquelle ils ont relevé des différences de risque entre les familles
Portugaises et Francaises porteuses de la mutation TTRV30M (Planté-Bordeneuve
et al.,, 2003). Le risque de maladie a été estimée en utilisant une méthode
paramétrique, la PEL (Proband's Exclusion Likelihood), dans laquelle I'age de début
est modélisé par la loi de Weibull (Alarcon et al., 2009). Cependant, cette méthode
fournit des estimations biaisées lorsque la fonction de pénétrance est éloignée de
la distribution de Weibull. Pour éviter ce biais, nous avons développé une approche
non-paramétrique basée sur une analyse de survie (estimateur de Kaplan-Meier)
qui s'adapte a toute forme de donnée et I'avons testée sur une cohorte de 64
familles ATTRV30M d’origine Portugaise (figure 36) (Alarcon et al., 2018). Ensuite,
nous avons utilisé cette approche non-paramétrique pour estimer le risque de
maladie des mutations TTR les plus fréquentes de notre population. Les données
généalogiques publiées dans l'article de 2003 (Planté-Bordeneuve et al., 2003) ont
eté enrichies avec de nouvelles familles. Le risque de maladie a été estimée pour
les 4 variants TTR les plus fréquents de notre population ATTRv : TTRV30M,
TTRSer77Tyr, TTRIle107Val et TTRSer77Phe. L’étude a été réalisée sur un total
de 71 familles (1654 individus), porteuses des mutations TTRV30M (35 familles),
TTRSer77Tyr (15), TTRIle107Val (12) et TTRSer77Phe (9). L'age moyen de début
de la maladie (x écart-type) était de 54+ 14 ans pour la mutation TTR V30M, 5519
ans pour TTRSer77Tyr, 5846 ans pour TTRSer77Phe et 62+6 ans pour
TTRIlel07Val. Le risque de maladie était significativement différent entre les 4
variants de TTR (p=0.003) (figure 37). Pour toutes les mutations, le risque de

maladie était pratiguement nul jusqu'a I'age de 50 ans, sauf dans le groupe
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TTRV30M, ou elle augmentait progressivement de 3% (a 30 ans) a 16% (a 50 ans)
et finissait par atteindre 64% a 80 ans. En revanche, dans les mutations TTR non-
V30M, le risque augmentait a partir de 50 ans. Chez les porteurs de ATTRSer77Phe
et ATTRSer77Tyr, a 50 ans ce risque passait de 7 % et 12% a 65% et 71% a 'age
de 70 ans. Les familles ATTRIle107Val présentaient les valeurs de pénétrance les
plus faibles. Cette étude a permis de mettre en évidence une différence de risque
entre les variants TTR analysés. Ces données permettront d'ajuster la gestion des
porteurs asymptomatiques afin de diagnostiquer plus tét la maladie et d’instaurer
un traitement. La méthode non-paramétrique a permis d’obtenir des estimations du

risque plus précises par rapport a la PEL utilisée précédemment.

8 7 — Non-Parametric Survival estimation (NPSE)
Proband’s Exclusion Likelihood (PEL)
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Figure 36: Comparaison de la méthode paramétrique et non paramétrique sur une cohorte de familles

francaises ATTRV30OM.
8 4
¥ —Ser77Tvr
lle107Val
Ser77Phe
& - Val30Met
£
g 87
g
3
g 9
Q
8 —
o —

Age (Année)

Figure 37: Estimation du risque de maladie solon le variant TTR (NPSE).
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Background

Significant variability of phenotype and age of onset are well
known in TTR-FAP associated to a wide spectrum of
pathogenic TTR vanants, among which Val30Met 1s the
most frequent [1,2]. Recently, new themapeutic options
became available that should be administered from the very
onset of symptoms. In this context, the knowledge of the risk
of being symptomatic for mutaion carriers (penetrance) is
essential to adjust the follow-up of camiers and for patient
management [3.4]. This study aims to refine penctrance
estimates in the main pathogenic variants encountered in our
TTR-FAP population using a newly developed non parametric
approach named NPSE for Non-Parametric Survival Estimate.

Materials and methods

A systematic genealogical enquiry was carried out in each
family assessed in our center. Relevant data were collected
with special attention o the genotype, phenotype, age at onset
(AQ) for affected mdividwals and age at last news for
asymptomatic cariers and relatives. Portuguese families were
not included 1n this smdy.

In previous works, we estimated penetrance as function
of age, wsing a pammetric survival method the PEL
(Proband’s Exclusion Likelihood) [3] im which the AQ is
modeled by a Weibull distnbution (WD), However, such
method does not fit properly when penetrance function is
far from WD. To avoid this bias, we have deweloped a
non-parametric approach NPSE [6] based on a survival
analysis (Kaplan—Meier estimator) that fits any penetrance
shape. Also, NPSE can take into account covariates, here
the TTR wvariant

Address for correspondence: Violaine Planté-Bordeneuve of Department
of Neuwrology, Henri Mondor University Hospital, AP-HP, Crewil,
France. E-mail: violaine plante @aphp. it

Results

We obtained genealogical data from 71 wunrelated kindreds,
mncluding Val30Met (35 farmbies, 90 patients), Ser77Tyr (15
families, 47 patients), Del(7Val (12 families, 21 patients),
Ser77Phe (9 families, 30 patients) with information on 1654
subjects (188 affected/115 asymplomatic carmiers).

Mean age at onset (+ Standard Deviation) was 54.6 years
(+149) for Val30Met, 55.6vyears (+9.1) for Ser77Tyr,
587 years (£6.4) for Ser77Phe and 623 years (+6.8) for
Nel07Val.

Penetrance estimates were significantly different between
the 4 TTR variants tested (p=0.003) and remained incom-
plete in clderly. Hence, at 80 years of age, penctrance (95%
Confidence Interval) vanes from 469% (16.6-066.2) 1n
Nel07Val to 71.3% (51.1-83.1) for Ser77Tyr kindred.

The disease risk 15 virtually null up to the age of 50 years
for all wvariants except in the Val30Met group, where it
increases progressively from 3.1% (95% CL 0.3-5.7) at
I years to 16.5% (9.8-22.7) at 50 and 64.4% (49.4-74.9) at
80 years old. In contrast, in non-Val30Met vanant subsets, the
risk increased after S0 years old. In Ser77Phe and Ser77Tyr
carriers, it mised from 7% (0.8-15.8) and 12.8% (3.3-21.4)
respectively to 65.8% (37.1-814) and 71.3% (51.1-83.1) at
TO years of age. Risk estimate was found the lowest in
Nel07Val families where it increased progressively from age
S0 years to 37.5% (14.2-54.4) at T0y-o0.

Discussion and conclusions

This study showed significant differences of penetrance
profiles in TTR-FAP kindred with vanous pathogenic muta-
tions. The results should be implemented to larger samples of
families. Such data will allow adjust the management of
asymptomatic carriers with different TTR-vardants in order to
reach earlier the diagnosis and treatment. NPSE method 1s
more accurate and powerful to assess penetrance than PEL
previously uwsed. In future studies, we will test NPSE to
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cxplore the effect of other covariates, hike gender, parent of
origin on disease expression.
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3.2. Etude 2: Estimation du risque de maladie et données génétiques
des familles ATTRV30M suédoises

Nouvelles données sur le profil génétique et la pénétrance de I'amylose
héréditaire a Transthyrétine Val30Met (ATTRV30M) en Suéde.

Farida Gorram et Malin Olsson, Flora Alarcon, Gregory Nuel, Intissar Anan
and Violaine Plante-Bordeneuve

Initialement, la maladie a été décrite dans le nord du Portugal, puis au Japon et en
Suede. Dans ces trois pays, les familles sont majoritairement porteuses de la
mutation TTRV30M. En Suéde, la plupart des familles touchées vivent dans la partie
nord du pays. En 2016, la prévalence des patients atteints de la mutation TTRV30M
a été estimée a 253 cas pour 9,8 millions d'habitants, avec une moyenne de 35
nouveaux cas par an. L’dge de début est tardif environ 56 ans. Une des
caractéristiques de la population Suédoise est la présence élevée de patients
homozygotes ATTRV30M, estimée a 1,1%. Dans les précédents travaux de
pénétrance publiés par notre équipe en 2008 sur 77 familles Suédoises ATTRV3OM
en utilisant une méthode paramétrique, le risque de maladie est apparue plus faible
gue dans les autres populations ATTRV30M. Le réle des différentes covariables
comme le sexe du sujet ou encore le sexe du parent transmetteur sur les risques
de la maladie a été étudié en stratifiant les familles. Un effet du sexe du parent
transmetteur a été mis en évidence.

Dans ce contexte, nous avons cherché a affiner nos connaissances sur les aspects
génétiques, la pénétrance et les facteurs susceptibles d’influencer le risque de
maladie en Suéde. Dans un premier temps, nous avons étudié les caractéristiques
génétiques et confirmé la présence d’'une anticipation. Dans un second temps, nous
avons estimeé la pénétrance globale et selon différentes covariables en utilisant la
NPSE.

L’étude a été réalisée sur un total de 114 familles Suédoises ATTRV30M, dont 10
familles homozygotes. Dans les familles hétérozygote et homozygote, I'age de
début de la maladie était tardif 60+14 ans [23-85] et 58+9 ans [39-76],
respectivement. Parmi les 131 paires parents-enfants atteints, nous avons identifié
une anticipation moyenne de 11+10 ans. L’anticipation était plus élevée en cas de
transmission maternelle (13+8 ans) par rapport a la transmission paternelle (7

t11ans) (p<0,003). En excluant les biais de sélection suivant : 1) les paires
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contenant le cas index ; 2) les descendants nés aprés 1967; 3) en considérant
gu'une seule paire par famille pour garantir I'indépendance des paires, I'anticipation
est restée significative. Pour 'ensemble des 104 familles, le risque de maladie était
inférieure a 10 % jusqu'a I'age de 40 ans, puis augmentait progressivement a 15 %
a 50 ans, jusqu'a atteindre 71% a 90 ans. Le risque differe significativement lorsque
nous prenions en compte le sexe comme covariable. Le risque était plus élevé chez
les hommes. En tenant compte du sexe du parent transmetteur, le risque de maladie
était significativement plus élevée en cas de transmission maternelle (p< 0,01).
Aucune différence du risque n’a été observée entre les 4 régions de Suéde
(Skellefted, Pited, Lycksele, Kalix) et le statut génotypique (individus hétérozygotes
versus individus homozygotes). Cette étude a permis de fournir de nouvelles
données sur l'anticipation et le risque de maladie des familles ATTRV30M de
Suéde. Notamment, I'influence du sexe du parent transmetteur sur I'expression de
la maladie. Sur le plan clinique, ces résultats sont importants pour orienter la gestion

des familles et le suivi des porteurs de mutations TTRV30M Suédois.
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New data on the genetic profile and penetrance of hereditary Val30Met

transthyretin amyloidosis in Sweden

Farida Gorram®°*, Malin Olsson“®*, Flora Alarcon®, Gregory Nuel’, Intissar Anan“? ( and

Violaine Planté-Bordeneuve®®

*Department of Neurclogy, Henri Mondor University Hospital, APHP, Creteil, France; "University Paris Est- Creteil, INSERM U955, Institut
Maondor de Recherche Biomédicale(IMRE), Creteil, France; “Department of Public Health and Clinical Medicine/Medicine, Umea University,
Umed, Sweden; d1||'|’allie1'||b\=.'rg Centre for Molecular Medicine, Umed University, Umed, Sweden; “Laboratory MAPS UMR CMRS 8145, Paris
Descartes University, Paris, France; fStochastics and Biclogy Group, Department of Probability and Statistics (LPSM, CMRS 8001), Sorbonne

University, Campus Pierre et Marie Curie, Paris, France

ABSTRACT

Introduction: Hereditary transthyretin (ATTRv) amyloidosis is of autosomal dominant transmission,
caused by a spectrum of mutations in the transthyretin (TTR) gene. The ATTRVIOM (p.Val50Met) is the
mast frequent substitution in Europe. Morthern Sweden is a known cluster for ATTRVIOM amyloidosis
patients due to high prevalence of the mutation rate, with homozygous cases. First symptoms occur
generally during the 6th decade. Previous studies reported low penetrance in this area and possible
anticipation in families. In order to refine our knowledge of the genetic aspects, penetrance and fac-
tors that influence the disease's risk, we performed a comprehensive study of ATTRV3IOM families
in Sweden.

Methods: To assess anticipation, well-established age at onset (AQ) was compared in all informative
parent-offspring pairs and in subgroups, after excuding ascertainment biases. Penetrance was esti-
mated using a non-parametric method that enables to study covariates’ effect on the disease's risk
Results: We analysed 114 ATTRV3ZOM Swedish families, including 12 homozygous individuals. Amaong
131 parent-offspring pairs, we found an average anticipation of 11.7 [Standard Deviation (50) =10.03]
years, higher in case of maternal transmission (mean+5D = 13.7+ 84 years), compared to patzrnal
transmission (mean £50 = 79+ 11.5years, p<.003). Anticipation remained significant, after exclusion
of ascertainment biases. In heterozygous ATTRV3IOM kindred, penetrance was low, estimated below
10% [95% confidence interval (Cl) = 6-10] at 40 years-old, increasing to 71% [95% Cl= 65-76] at age
90 years. The risk was found to be higher in male patients (p <.01) and in case of maternal transmis-
sion (p < .01), reflecting a parent of origin effect. We observed no difference of penetrance according
the geographical origin. Finally, the disease risk was similar in heterczygous and homozygous
ATTRV3OM amyloidosis individuals.

Conclusions: Our study provides new data on the genetics of ATTRV30M families in Sweden, induding
the occurrence of anticipation and on penetrance. Both are increased in case of maternal inheritance
and in male patients. Overall, gender seems to be a factor that substantially modulates the ADQ of the
disease, in this area. Clinically, these findings are of importance to guide the management of sibships
and the monitoring of mutation carriers.

Abbreviations: AC: Age-at-onset ATTRv: hereditary amyloid transthyretin; Cl: confidence interval;
HMZ-ATTRv: hereditary transthyretin amyloidosis families containing homozygous individuals; HTZ-
ATTRv: hereditary transthyretin amyloidosis families exclusively with heterozygous individuals; mtDMNA:
mitochondrial DMA; POX: parent of origin; RH: relative hazard, SD: standard deviation; TTR: transthyre-
tin; Y-O: year-old
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Introduction

Hereditary transthyretin (ATTRv) amyloidosis is an auto-
somal dominant severe disease, resulting in progressive tis-
sular amyloid deposition of transthyretin (TTR) fibrils.
Clinical manifestations variably include a sensory-motor and
autonomic neuwropathy, carpal tunnel syndrome, ocular
abnormalities and cardiomyopathy [1]. More than 140

substitutions have been identified in the TTR gene across
the world, including the ATTRV30M variant (p.Val50Met),
which is the most frequent in Europe. Initially, the disease
was described in Northern Portugal, in young adults [2]
then in Japan and Sweden. In these areas, sometimes termed
‘endemic’ because of the high incidence of the disease, virtu-
ally all kindred carry the ATTEV30M mutation [3,4].

CONTACT Vialaine Planté-Bordeneuwe @ violaine. plarte@aphp fr G Department of Neurology, University Hospital Henri Mondor, 51 Avenue du maréchal de
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In Sweden, most affected families live in the northern
part of the country (Vasterbotten and Norrbotten counties).
In 2016, the prevalence of ATTRV30M amyloidosis patients
has been estimated at 253 cases per 9.8 million inhabitants,
with an average of 35 new cases per year [5,6]. A recent
study provided an accurate estimation of the allelic fre-
quency, around 2%, by genotyping a large sample of indi-
viduals from the national register of the Northern Sweden
Health and Disease Study at the Medical Biobank Umea [7].

In contrast to Portugal, the first symptoms ocour later in
life in Swedish patients, mostly in the sixth decade, with an
average of 56years of age [range: 23-84] [7,8].

One characteristic of the ATTRV30M Swedish population
is @ higher proportion of homozygous patients estimated at
1.1% (unpublished data). These cases presented with a simi-
lar age at onset (AQ) and phenotype compared to heterozy-
gous patients except for more prevalent vitreous
amyloidosis [9].

In previous works, penetrance, defined as the risk of
being symptomatic for mutation carriers, was incomplete
with marked variations between countries, inchiding
Sweden, Portugal, France and Brazil [10-12]. In Sweden,
penetrance appeared lower compared to other ATTRV30M
populations [10,11]. The role of different variables on the
risks was tackled by stratifying the Swedish population sam-
ple. Thus, we identified a parent of origin (POO)
effect [11].

In order to refine our knowledge of the genetic aspects,
penetrance estimates, and factors that influence the disease
risk in Sweden, we performed a comprehensive study of
ATTRV3OM families in this country.

Materials and methods

Diagnosis criteria, genealogical investigation and origin
of families

Family data collection and pedigree construction were car-
ried out, at the Amyloidosis centre of Umei University
Hospital, the national referral centre for ATTRv amyloidosis
in Sweden. We collected information through personal com-
munication with index cases and relatives. Disease history
for each patient and relevant information for asymptomatic
carriers were obtained from the medical records.

In patients, the diagnosis criteria of ATTRv amyloidosis
relied on the dinical picture, a positive genetic testing, con-
firmed amyloid deposits in adipose tissue, obtained from
abdominal fat biopsy using a skin punch and positive nerve
conduction studies. In case of negative biopsy, the diagnosis
was confirmed in case of positive technetinm-99m- 3,3-
diphosphono-1,2-  propanodicarboxylic  acid  cardiac
scintigraphy.

Relevant data for relatives included the date of birth, the
date of last news (or death), and the phenotypic and geno-
typic status when available. In asymptomatic carriers, we
defined the date of last news by the date of the last visit or
by the date of the last reliable news by hearing through fam-
ily members. In affected individuals, the AO was determined
when clinical manifestations could be reliably, linked to the

disease. In this setting, we did not include the carpal tunnel
syndrome because of its high frequency in the gen-
eral population.

We carried out extensive genealogical investigation for all
selected cases through the comprehensive census records,
initiated by the Crown around 1650, found in Sweden
{Swedish Archive Information homepage, www.svar.rase).
The majority of the families were traced back to the early
part of the nineteenth century. The region of origin for each
family was determined by the birthplace of the oldest gener-
ation in the pedigrees.

Relevant genealogical information was entered anonym-
ously on PedigreeKPQ software (Version 2.1.091, 2015).

Non-parametric survival estimation (NPSE)

To estimate penetrance, we used the NPSE method previ-
ously described [13]. Briefly, NPSE estimates the (cumula-
tive) disease incidence as a non-parametric piecewise
constant baseline combined with a proportional hazard
model. The method uses powerful and fast algorithms.
Expectation-Maximization algorithm estimates both the
model parameters and the posterior carrier probability. All
genetic computations (integration over all possible geno-
types) utilised the Elston-Stewart algorithm [13]. A major
advantage of the NPSE is the ability to study covariates,
either by stratification of the sample or by using a Cox
model on the whole data In Stratification analysis, the dis-
ease risk is estimated separately in each subgroup, while the
Cox model estimates simultaneously the covariate effect on
the disease risk [14].

In the present study, covariates were first analysed by
stratification. In case of a proportional effect of the curves,
we applied a Cox model to enhance the power of the ana-
lysis. In the families exdusively with heterozygous individu-
als (HTZ-ATTRV30M), the covariates tested were the
gender, the POO, and the geographical origin. A cox model
was applied for the POO only. With regard to the geograph-
ical origin, families were native from four different areas,
namely Skellefted, Pited, Kalix and Lycksele. Families of dual
origin were exduded.

In addition, we estimated the penetrance function
by considering the allelic status as a covariate using a
Cox model. Taking into account the pedigree structure, we
compared the disease risk of the heterozygous individuals
from all families to the risk of homozygous individuals
in the families containing homozygous patients (HMZ-
ATTRV3IOM).

For all analysis, the ATTRV30M allelic frequency was set
at 2% based on the most recent estimation in Sweden [7].

Family data used

All family data providing information on the risk of being
affected for a relative were retained. At risk individuals or
patients with reliable information on their date of birth,
their AQ or their date or age of death if adapted were

included. The branches of the families without information

Page | 102



on the individual’s phenotype or date of birth or AQ were
excluded. As each family is selected through an affected
individual (the proband), an adjustment for ascertainment
bias is necessary [15]. Thus, for each proband we considered
the genotype but not the phenotype.

Based on the known AQ in previous reports [811] and a
large clinical experience on ATTRv amyloidosis in Sweden,
individuals younger than 18 years of age were not induded
in the present study.

To examine anticipation and a possible gender effect in
parent-offspring pairs, we considered the pairs of parent-
child with a confirmed diagnosis and/or genotype within
the ATTRv families. Anticipation was defined as the differ-
ence in AQ between parent and offspring. First, we exam-
ined all pairs involving heterozygous ATTRV30M affected
individuals with a known AQ. Then, to avoid possible selec-
tion biases, we conducted the following analysis: 1) exdud-
ing pairs containing the proband; 2) excluding offspring
born after 1967 (as no late AQ cases would have been
observed in offspring in this group for time constraints); 3)
considering only one pair per family to ensure independ-
ence of the pairs.

Statistical analyses

The sex ratio was tested by non-parametric Chi-Square test
using the R software [16]. Differences in mean AQ and
anticipation between parent and offspring’s gender were
tested by a t-test. In addition, we assessed if the mean
anticipation was different from zero (t-test) in all pairs, then
in subsamples after exclusion of ascertainment biases.
Analysis were performed using the Prism 7.04 soft-
ware (GraphPad).

We used the R software to apply the NPSE method. In
the study of covariates, a difference between groups was
tested using a log-rank test in analysis by stratification and
using a likelihood ratio test in Cox model analysis. A 5%
significance level was used for all tests.

Ethics

The project was approved by the Swedish Ethical Review
Authority, Regional Committee in Umea (Dnr 2013-247-
31 M). All currently living ATTRV30M carriers in the regis-
try of Amyloidosis centre at Umed University Hospital

Table 1. Characteristics of the ATTRVIOM Swedish families.

AMYLOID @ 3

Sweden were informed of the study and had an opt-out
option if they were unwilling to participate.

Results
Population characteristics

In total, 118 ATTRV30OM families were enrolled in the
study. Four pedigrees related to each other were merged
resulting in 114 families available for the analysis. The pedi-
gree characteristics are summarised in Table 1. Among
them, 104 HTZ-ATTRV30M kindred originated respectively
from Skellefted (Ns—41), Pited (Np=23), Lycksele (Np—17),
Kalix (Ny=15). Eight kindred were of dual origin. On the
other hand, there were 10 HMZ-ATTRV3OM lindred,
including 12 homozygous affected individuals. Six of these
tamilies originated from Pited and one each from Skelleftea,
Lycksele and Kalix. The last was of dual origin.

Age-at-onset (AD), sex ratio

AD=5tandard Deviation (5D estimated in the 104 index
cases (72 men) of the HTZ- ATTRV30M families, averaged
60 + 14 years-old (y-o) with a range from 23 to 85 y-o0. There
were a higher proportion of men among patients (sex ratio
1.5; p=.01) and a higher proportion of women among
asymptomatic carriers (sex ratio 0.5; p< .01).

The mean AQ in 10 homozygous patients (5 men), one
from each kindred, was 58 + 9y-o0, from 39 up to 76 years of
age (Table 1).

AO in parent-offspring pairs

This analysis was carried out exdusively on heterozygous
offspring, in the ATTRV30M families.

Owerall, there were 131 affected parent-offspring pairs
from 49 families. Offspring showed a mean AO of 45y-0
(SD£14.8, range 22-84 y-0) significantly lower than parent’s
AO of 56.8 (SD+13.8, range 30-92y-o0, p < 10™°), implying
an average anticipation of 11.7 years. A marked anticipation
(=10 years) occurred in 74 pairs. Anticipation according to
gender groups of offspring-parent pairs is shown in Table 2.
A difference was found according to the POO with a mean
antidpation of 13.7 (SD+8.4) years in case of maternal
transmission versus 7.9 (SD +11.5) years in case of paternal
transmission (p<.003). Among pairs with a marked

Genetic transmission HTZ-ATTRVIOM? HMZ-ATTRVIOM®
Characteristics of population
Number of families 104 10
Number of subjects (Male) 1820 (940} 274 (130)
Genotyped individuals 710 102
Asymptomatic camiers (Male) 139 (47) 43 (19) = All heterorygous
Affected (Male) 452 (275) 50 (31) = including 12 homozygous
Obligate camiers (affected) 181 (1) 34 (4)
Mean AO +50F [range] 60+ 14 [23-85) S5E+9 [19-76)

HTZ-ATTRVI0M: Hereditary transthyretin amyloidosis families exclusively with heterozygous individuals.
“HMZ- ATTRVIOM: Hereditary transthyretin amyloidosis families containing homozygous individuals.
“Age at onset (AQ)Standard Deviation (S0} was estimated in 104 index cases in HTZ-ATTRV3OM and in 10 homozygous

patients in HMZ-ATTRVIOM,
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Table 2. Mean antidpation according to gender groups in 131 Heterozygous
ATTRVIOM offspring-parent pairs.

Offspring-parent pairs Number of pairs Range Mean so*
Mather-daughter 43 —536 13.49 914
Mat her-son 47 038 14.07 TE3
Father-daughter 17 —1832 5.06 13597
Father-son 29 —928 9.68 9.80

"sp: Standard Deviation.

Table 3. Assesement of anticipation after exclusion of ascertainment biases
and considering one pair per sibship.

Number Mean
Study sample” of pairs (50} Range
All pairs 131 11.74 (10.03) —18.38
Excluding pairs with proband 93 117 (1011) —1838
Excluding pairs with offspring 116 11.64 (10.12) —1836
bom after 1967
One pair per sibship 49 11.16 (11.22) —14.38

*Mean anticipation was different compared to zero in all pairs & in all sub-
sample at p = 10-6.
S0x Standard Deviation.

anticipation, a maternal inheritance was found in 74% of
cases. Interestingly, mother-son pairs showed the largest
anticipation whereas father-daughter pairs showed a moder-
ate anticipation (Table 2).

Table 3 describes the assessment of anticipation after
exclusion of different ascertainment biases, induding the
number of pairs and the mean for each analysis.
Anticipation was still significant in each subgroup
p=< 0%, Lastly, to correct for the non-independence of
the pairs we selected by chance, one pair per kindred,
blindly to their AQ. Herein, we found a mean anticipation
of 11.1 (SD £ 11.2) years in 49 pairs (p < 10_"’}.

Penetrance study

Estimation of penetrance in HTZ- ATTRV30M families

The penetrance curve in the 104 HTZ-ATTRV30M families
is shown in Figure 1. Notably, the disease risk remained
below 10% until 40 years of age. Then, it increased gradually
from 15% (95% confidence Interval (CI) = 12-17) at
50 years, up to 71% (95%CI = 65-76) at 90years of age
(Table 4).

Covariates study in HTZ-ATTRV30M families

Gender. Overall, there is a significant difference of penetrance
(p=<01) according to gender as summarised in Table 4
Visually, a higher disease risk was observed in male patients.
At age 90, the estimated penetrance was 79% (95%CI =
72-85) in men and 70% (95%CI = 50-82) in women.

Parent-Of-Origin {POO). The penetrance profile according
the POO is shown in Figure 2 and the risk estimates sum-
marised in Table 4. Penetrance was significantly higher
when the mutation was maternally inherited (Relative
Hazard (RH) = 0.8, Cox's p<.01). At age 60 and 90 years
respectively, the penetrance was 30% (95%CI = 25-33) and
T6% (95%CI = 68-81) when the trait was of maternal

Penatrance )

Figure 1. Penetrance fundtion in 104 Swedish Heterozygous ATTRVIOM fami-
lies. Penetrance estimates was low at all ages: disease risk remained virtually
null until 40 years then inoreased progressively up to 90 years of age. The confi-
dence intervals (95%) are represented by the grey areas,

Table 4. Penetrance estimates in 104 Heterozygous ATTRVIOM Swedich fami-
lies on the whole and according to gender and parent of origin (POO).

Penetrance in % [95% Confidence Interval]

Gender” POO™™

Age

[years) HTZ-ATTRVIOM Men Women Father Mather
30 21-3] iN-5] 3 1-5] 21-3] 31-4]
40 & [6-10] 10 [6-13] 10 [7-13] 7 [5-9] g [7-1]
50 15 [12=17] 18 [14-22] 20 [16-24] 13 [10-16] 17 [13-20]
60 26 [13-25) 36 [30-41] 35 [3040] 23 [19-27] 30 [35-33]
70 43 [39-47 65 [55-71] 50 [42-55] 39 [34-44] 48 [42-53]
0] G4 [59-68] 79 [72-85] 60 [51-66] 59 [52-65] &9 [62-T4]
90 71 [65-76] 79 [72-85] 70 [50-B3] 66 [5B-72] 76 [6B-E1]

*HTZ-ATTRVIOM: Hereditary transthyretin amyloidosis families exclusively with
heterozygous individuals.

“by log-rank test pvalue was <01; by likelhood ratio test pvalue
was = 01

100 5
Miasernal ireresmission
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Figure 2. Penetrance according the Parent of arigin (POO). We observed a sig-
nificantly higher risk when the disease was maternally inherited (p < 01). The
confidence intervals (95%) are represented by the blue (matemal transmission)
and the grey (paternal traremission) areas.

transmission versus 23% (95%CI = 10-27) and 66% (95%CI
= 58-72) in case of paternal inheritance.

Geographical origin. The risk estimates did not differ sig-
nificantly between families from the different areas (data

not shown).
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Figure 3. Penetrance estimates in VTS

Table 5. Penetrance estimates in
ATTRVIOM individuals.

Homozygous wversus  Heterozygous

Penetrance in % [95% Confidence Intervall

Genotypic status

Age (years) Heterozygous Individuals™ Homazygous individuals
0 3 [2-4] 2 [2-5)

L] 34 [30-37] 40 [27-51]

90 89 [25-96) 94 [22-94)

Estimation of penetrance in homozygous versus heterozy-
gous ATTRVY30M amyloidosis patients

The penetrance profiles appeared similar in homozygous
and heterozygous individuals as shown in Figure 3. The

risks estimates are summarised in Table 5.

Discussion

Our study focussed on a comprehensive population of
Swedish ATTRV30M families, diagnosed at the University
hospital of Umed, the unique referral centre of ATTRv
amyloidosis in Sweden, which evaluates virtually all patients
diagnosed across the country. The Swedish ATTRV3OM
population is one of the best studied due to thorough
genealogical investigation (census records) which results in
trustworthy family data. Several characteristics of the popu-
lation are notable. First, the kindred originated from limited
areas in the northern part of the country. There, frequency
of the ATTRV3OM allele, estimated at 2% [7] appears to be
one of the highest in Europe [5] along with the presence of
homozygous individuals [9,17]. This configuration allowed
refining our knowledge on the genetic profile of the
ATTRV3OM kindred and factors modifying the disease
expression in Sweden.

In the heterozygous families, we found a late AQ averag-
ing 60y-0 in the index cases and 71% of all patients had
onset of symptoms after 50v-0, in accordance with a low
penetrance of the disease overall. However, the wide range
of AQ, from age 23 to 85 observed between families and the

AMYLOID @ 5

fact that early (<50years) and late (=50 vyears) onset cases
occurred  simultaneously  within 30% of the kindred,
emphasised the broad variation of the disease expression,
likely due to multifactorial origin. Hence, a prediction of the
disease onset might be troublesome for a given individual.

In the parent-offspring pairs analysis performed in all
pairs of heterozygous patients and in selected subgroups to
remove selection biases or ensure independence of the pairs,
we confirmed the occurrence of a marked anticipation in
ATTRV3IOM Swedish families. Anticipation was noticed in
one of the first pedigree study in Sweden [18]. It & now
well recognised in other ATTRV30M populations, notably
the Portuguese and early onset Japanese families [19,20].
The underlying biological phenomenon remains unknown.
Recently, Santos et al. investigated a possible influence of
large normal repeat alleles of ten genes on AO in the
Portuguese ATTRV30M cohort. For ATXN2Z, the presence
of at least one allele longer than 22 CAGs was significantly
associated with an earlier AO, suggesting a modulating
effect of the length of normal repeats at ATXN2 on pheno-
typic expression [21]. The influence of ATXN2 as a modula-
tor of cellular processes like mitochondrial stress was
inferred. Based on our marked anticipation findings, the
Swedish ATTRV30M population would be candidate to cor-
roborate on this data.

In addition, we observed an influence of the parent-off-
spring gender on the degree of anticipation as the highest
antidipation ocaurred in mother-son transmission averaging
l4years compared to Syears in father-daughter pairs.
Natably, these gender effects have been reported in the
Portuguese kindred in which a marked anticipation of
10 years ocourred in mother-son pairs while father-daughter
pairs showed only a residual anticipation [20].

Thanks to the covariate approach integrated into the
NPSE, we were able to better assess penetrance estimates by
studying the effect of different variables on the dis-
ease expression.

First, we confirmed a low penetrance in HTZ-
ATTRV3IOM Swedish families. It increased smoothly from
age 40 (8%) and remained incomplete (70%) at age 90 years.
This finding contrasted with the high penetrance found in
Portuguese kindred that raised abruptly from age 25 up to
91% at age 80. In French ATTRV30M families, intermediate
risk was found [10,22]. So far, the present data are the low-
est risks reported among ATTRV30M families in Europe.
Interestingly, we have observed significant variation of risks
between families carrying different pathogenic TTR muta-
tions [22] using a similar approach, including a penetrance
as low as 39% at 80 years in the ATTRILI07V families.

Secondly, we detected a gender effect with a higher pene-
trance in men. This is consistent with the excess of male
patients and the higher number of women among asymp-
tomatic carriers observed in the whole sample. A gender dif-
ference in the disease expression has remained unsettled in
previous studies on Swedish ATTRV30OM families [11,18].
However, a similar trend has been noted in other
ATTRV30M populations from Portugal, France and Brazil
[10,12]. Also in Japan, recent reports revealed an important
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male preponderance, particularly in  the late-onset
ATTRV3IOM amyloidosis patients from non endemic area
[23]. The mechanisms underlying a gender difference with a
higher penetrance in ATTRV30M men remain largely
unknown. Recently, in a blood cell mRNA expression pro-
files performed on a large sample of ATTRV3OM
Portuguese cases, male and female patients had different
patterns of gene expression, in particular for molecules asso-
ciated with immune or inflammatory processes. These dif-
ferences between gender were not observed in asymptomatic
carriers and remain difficult to interpret [24].

Thirdly, we confirmed the POO effet on penetrance
with a higher disease risk in case of maternal transmission
as observed previously [11]. This result is reinforced by the
larger anticipation found in maternally inherited cases since
anticipation matches with a higher penetrance in younger
generations. A similar POO effect was described in the
Portuguese ATTRV30M families [25] in concordance with
the work of Lemos et al. showing the role of maternal
inheritance on the degree of antidpation in parent-offspring
pairs [20]. The mechanism underlying such maternal effect
on the disease expression has been somewhat investigated.
A previous study found differences in mitochondrial hap-
logroup distribution in early and late onset Swedish and
French cases of ATTRV30M amyloidosis [26]. In addition, a
modelling approach suggested that a mitochondrial DNA
(mtDNA) polymorphism may explain the observed differ-
ence of penetrance in case of maternal transmission in a
Portuguese ATTRv amyloidosis sample [27]. More recently,
Santos et al. described an association between the mitochon-
drial DNA (mtDNA) copy number from blood lencocytes
and an early AQ in Portuguese ATTRV30M. A significant
increase in the mtDNA copy number was found in early
onset offspring compared to their late onset parents, com-
patible with a maternally transmitted mitochondrial risk
effect modulating AO [28]. In our study, the higher pene-
trance and anticipation observed in the case of maternal
transmission should lead to further investigation into the
role of mtDNA in the ATTRV30M Swedish families.

We did not substantiate the difference of penetrance
between regions as previously reported [11]. This is prob-
ably the consequence of more spedfic investigations on the
origin of families conducted in the present study. In add-
ition, the family origin relied on the birthplace of the oldest
generation in each pedigree and not only on the personal
communication with the index cases.

Finally, our work provides insights on the disease expres-
sion between homozygous and heterozygous ATTRV3OM
amyloidosis individuals. Homozygous patients were first
reported in Sweden [29] where their prevalence appears
unusually high. In our comprehensive survey, HMZ-
ATTRV3OM accounted for 8.7% of all kindred with similar
AQ between homozygous and heterozygous patients, in
keeping with previous findings [9]. Accordingly, we found
that penetrance was similar in both groups. Herein, the
presence of tetramers made only of mutant ATTEV30M
does not impact the severity of the disease expression. In
contrast, a severe phenotype was reported in a Japanese

homozygous ATTRV30M patients showing an extremely
early-onset with a higher TTR protein instability [30]. In
addition, homozygous ATTRV122I patients developed an
earlier AQ and more aggressive course of the disease
[31,32]. These differences might be due to an unidentified
genetic protective factor against ATTRV30M amyloidosis in
the Swedish homozygous patients.

In condusion, this study allowed refinement of the gen-
etic characteristics and penetrance in a comprehensive sam-
ple of Swedish ATTRV3OM families. Herein, we noted the
occurrence of a marked anticipation with a modifying effect
of the parent-offspring gender, the largest anticipation being
observed in mother-son pairs. Our data corroborate a low
penetrance in this population, increased in male patients
and in case of maternal inheritance. Altogether, the findings
indicate that the disease risk is modulated by the sex and
POO. In addition, we confirmed a similar penetrance in the
HTZ and HMZ-ATTRV30OM amyloidosis individuals in this
area. Overall, our results point to different factors, modify-
ing the AQ, particularly a gender effect. Clinically, it would
be of importance to incorporate these findings for the man-
agement of family members and in the monitoring of muta-
tion carriers.
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3.3. Etude 3: Estimation du risque de maladie dans un large spectre
de familles ATTRv d’Europe.

V. Planté-Bordeneuve, E. Gorram, M. Olsson, A. Mazzeo, E. Cisneros-Barroso, Y.
Parman, M. Waddington Cruz, L. Gentile, G. Vita, I. Anan, A. Rodriguez-Rodriguez,
J. Gonzalez-Moreno, |. Losada, F. Alarcon, G. Nuel. Article en cours de rédaction.

Des progrés considérables ont été réalisés dans le traitement de I'amylose ATTRv-
PN. En 2018, le patisiran et l'inotersen, deux thérapies de silengage génique
capable d’inhiber I'expression de TTR ont été commercialisées. A 30 mois de
traitement, les deux molécules stabilisent la neuropathie chez environ 60 a 70% des
patients. L’initiation de ces thérapies géniques non invasives et ce, des l'apparition
des premiers signes de la maladie, est un des défis actuels pour éviter la
progression des symptomes. Dans ce contexte, la connaissance des facteurs qui
modulent I'expression de la maladie, est essentielle pour ajuster le CG et orienter
le suivi des porteurs asymptomatiques. L'objectif de ce travail était de préciser les
risques de maladie dans une large cohorte de familles ATTRv en Europe, en
utilisant une méthode non paramétrique prenant en compte différentes covariables
(Alarcon et al., 2018). Ce travail a été réalisé dans notre centre expert ATTRv (CHU
Henri Mondor) qui regroupe a la fois des familles portugaises et des familles

d’origine francaise en collaboration avec cing centres :

— Espagne (Majorque-Hopital Universitaire de Son Llatzer),
— Brésil (Université fédérale de Rio de Janeiro),

— ltalie (Sicile-Hopital AOU Policlinico),

— Suede (Hopital Universitaire d’'Umea)

— Turquie (Hopital Universitaire d’Istanbul).

Parmi 434 familles, 342 familles non apparentées porteuses de sept variants TTR
ont été inclues. Le variant TTRV30M était le plus fréquent, présent dans 258
familles d’origine suédoise (N1=104 familles), portugaise (N2=67), espagnole
(N3=48) et francaise (N4=39), suivi des mutations TTRT49A (N5=9), F64L (Ns=20),
S77Y (N7=20), S77F (Ns=11), E89Q (Ne=9) et 1107V (N10=15).
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Dans le groupe ATTRV30M, I'age de début moyen varie de 34110 [20-78] ans chez
les portugais a 59+14 [22-92] ans chez les suédois (p=10-°). Dans ce groupe, la
majorité des patients sont des hommes (p<10?!?) et la majorité des porteurs
asymptomatiques sont des femmes (p<10-). D’autre part, la présence simultanée
de patients d’age de début précoce (< 50 ans) et tardif (> a 50 ans) au sein d’'une
méme famille représente 12% des familles portugaises, 15% des familles
francaises, 30% des familles suédoises et atteint 40% dans le groupe espagnol.
Dans les familles ATTRV30M, si on s’intéresse a la covariable « origine », une
différence de risque est observée entre les 4 populations (Portugal, Espagne,
France et Suéde) (p<10®). Si on s’intéresse a la covariable « sexe », le risque
semble plus élevé chez les hommes (p=0.02). Cette différence reste d’interprétation
délicate en raison du chevauchement des courbes. Enfin, pour la covariable
« origine du sexe du parent transmetteur », le risque était plus important en cas de
transmission maternelle (p=8.109).

Dans les familles ATTR non-V30M, I'age de début moyen va de 45+7 [30-66] ans
dans le groupe ATTRT49A a 6319 [42-78] ans dans les familles ATTRP64L.
Lorsque la covariable étudiée est le « variant TTR », nous observons des profils a
risques tres différents entre les 7 mutations étudiées (p= 10-15). La pénétrance est
incompléte a 90 ans, variant de 56% a 95%. Le risque de développer la maladie est
nul dans toutes les familles avant I'age de 30 ans, puis des différences notables ont
été observées. Dans les familles ATTRT49A, le risque pour un porteur commence
a partir de 30 ans (2%), puis augmente rapidement, de 24% (45 ans) a 95% [62-99]
a 90 ans. Les porteurs des familles ATTRE89Q et ATTRS77Y ont un risque qui
augmente dés I'age de 35 ans (6% et 1%) et atteint 90% et 71% a I'age de 90 ans.
Dans les sous-groupes ATTRS77F et ATTRF64L, le risque n’apparait qu’a partir de
45 ans (7%) pour atteindre 94% et 74% a 90 ans. Enfin, les familles ATTRI107V ont
les risques les plus faibles, qui augmentent a partir de 55 ans.

Notre étude a permis de mieux préciser le risque pour les porteurs ATTRv grace a
une large cohorte et une méthodologie adaptée. Ces résultats pourront contribuer
a guider le CG et la prise en charge des porteurs. On pourrait envisager de
personnaliser cette prise en charge par une modélisation basée sur les risques
estimés et tenant compte de I'effet des covariables. L’ensemble de ces travaux est
important pour améliorer notre compréhension des mécanismes ou facteurs

impliqués dans les ATTRuv.
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ABSTRACT

Introduction: ATTRv amyloidosis is an autosomal dominant neuropathy caused by
mutations in the TTR gene. Recently, therapeutic advances including gene modifying
approaches proved to be effective in halting disease progression. TTRVal30Met, the most
common variant in Portugal and Latin America is associated with an age at onset (AO)
below 50 y-o. In contrast, in Western Europe, US, Japan, heterogeneity of TTR variants is
associated with AO above 50 y-o, a mixed polyneuropathy and cardiomyopathy.
Determining the risk of the disease (penetrance) is prominent for the management and
lifetime follow-up of asymptomatic gene carriers. Hence, we assessed the carrier’s risks in
a large panel of ATTRv amyloidosis families, across Europe, considering factors that might
be involved in the disease expression. The study was conducted in France in collaboration
with five ATTRv amyloidosis expert centers (Brazil, Italy-Sicily, Spain-Majorca, Sweden and
Turkey).

Methods: To assess the disease risk, we used a non-parametric method incorporating
survival analysis and the effect of covariates on the disease risks. Hypothesis testing was
based on likelihood ratio tests in Proportional Hazard Model and a log-rank tests in
stratification analysis. Covariates included geographic origin, gender and sex of the
transmitting parent and type of TTR variant.

Results: We analysed 342 heterozygous families including ATTRV30M and ATTR non-
V30M families. In ATTRV30M families, we found great differences of the disease’s risk
between families from various origins (French, Portuguese, Spanish and Swedish) (log-rank
test; p < 2.10%). The risk was found to be higher in male patients (log-rank test; p=0.02)
and when the disease is maternally inherited (Relative Hazard (RH) 0.67, Cox’s p-
value 8.10%). The risk of being affected also differed between 7 TTR variants analyzed
(TTRVal30Met, TTRThr49ala, TTRPhe64Leu, TTRSer77Tyr, TTRSer77Phe, TTR
Glu89GIn TTRIlel07Val) (6 df, log-rank test p= 10 °). Overall, the penetrance was
incomplete in all mutations tested. We report the profile of the disease’s risk for each variant,
distinguishing age intervals where the disease risk is elevated. Below 30 years of age, the
disease’s risk was invariably null, then notable differences were observed. In ATTRT49A
family’s the risk was the earliest, from age 30 (2%), then rises rapidly (24% at age of 45) to
95% at age 90. In ATTRE89Q and ATTRS77Y kindred, the risk increased from age 35 (6
% and 1% respectively) up to 90% and 71% at 90 y-0. In ATTRF64L and ATTRS77F
families, the risk of being affected was 8% at age 45 up to 74% and 94% at 90 y-o. Finaly,
the ATTRI107V kindred displayed the lowest penetrance, with a risk increasing after age
50 y-0 (17% at 60 y-0) up to 56% at age 90 years.

Conclusions: Our study provides the most accurate estimation of the disease’s risks
available in a large population of ATTRv carrying 7 different TTR mutations. In ATTRV30M
families, we showed a varied risk according to geographical origin, the gender and the sex
of the parent of origin. Additionally, we found an important variation of the risk between TTR
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mutations and we detect the interval age when the risk starts to increase for each mutation.
These results are of great importance in clinical practice. They should be taken in account
in the diagnostic and followup plan of carriers, enabling the detection of the symptomatic
stage at the earliest timepoint. In addition, they will contribute to refine genetic counseling
in the different populations of ATTRVv.

KEY WORDS
Transthyretin amyloidosis; Polyneuropathy; Genetics, Penetrance; Gene carrier

GLOSSARY

AO: Age-at-onset
ATTRv: Hereditary transthyretin amyloidosis
ClI: Confidence interval
F64L: Phe64Leu
1107V: llel07Val

POO: Parent of origin
EB9Q: Glu89GIn

RH: Relative Hazard
S77F: Ser77Phe
S77Y: Ser77Tyr

SD: Standard deviation
SR: Sex ratio

T49A: Thr49Ala

TTR: Transthyretin
V30M: Val30Met

Y-O: Year-old

HMDP: ®"Tc-DPD: technetium-99m- 3,3-diphosphono-1,2- propanodicarboxylic acid
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INTRODUCTION

Hereditary transthyretin amyloidosis (ATTRv) is a devastating autosomal dominant disease,
characterized by progressive amyloid deposition of transthyretin (TTR), primarily in the
peripheral nerves and in the heart. Over 130 different pathogenic TTR gene mutations are
identified worldwide (www.amyloidosismutations.com). The phenotypic spectrum ranges
from a progressive sensorimotor and autonomic polyneuropathy (PN) in ATTRV30M
(p.Val50Met) amyloidosis patients to a prominent cardiomyopathy (CM) of late onset, in
ATTRV122l (p.Vall42lle) cases. Likewise, a majority of TTR variants are associated with a
mixed neuropathic and cardiac phenotype (Rapezzi et al., 2013; Thomas et al., 2019).

In Portugal, Brazil and Sweden, where the disease was historically described, most families
carry the TTRV30M variant (Andrade C, 1952; Araki, 1984; Holmgren et al., 1994). There,
mean age at onset (AO) varies broadly from the third decade in the Portuguese and
Brazilian to the seventh decade, in the Swedish kindreds (Ando et al., 2013). In most
European countries, first symptoms appear above 50 years-old (y-0), in patients carrying a
spectrum of TTR variants (Ando et al., 2013; Mariani et al., 2015; Parman et al., 2016).
Presently, the condition is diagnosed worldwide, with an estimated global prevalence of
5000-10000 cases (Parman et al., 2016; Schmidt et al., 2018).

Considerable advances have occurred in the treatment of ATTRv amyloidosis with
polyneuropathy (ATTRv—PN) including liver transplantation at first, then oral TTR stabilizer
drugs and more recently innovative TTR gene silencing therapies. Such therapeutics aimed
to halt the amyloid process. They proved effective to stabilize the neuropathy and improve
survival in about 50 to 70% of patients with a broad geno-phenotypic spectrum [8-12.] When
administered at an early stage, the treatments allow preservation of the neurological
function and limit the disease burden (Waddington Cruz et al., 2016; Barroso et al., 2017;
Brannagan et al., 2020; Adams et al., 2021). At present, the major challenge is to initiate
non-invasive therapeutics from the emergence of the ATTRv amyloidosis manifestations,

to prevent disease progression.

In this context, the knowledge of the disease risk is decisive for the management of
asymptomatic gene carriers across life. The disease risk also referred as penetrance is an
age dependent variable. Previous studies showed an important disparity of penetrance
estimates in the ATTRV30M individuals, according to the geographic origin, with a range
from 50% to 90% at age 80 years, in Swedish and Portuguese kindred, respectively (Plante-
Bordeneuve et al., 2003; Hellman et al., 2008; Saporta et al., 2009b). Also, in these sibships,
a higher risk was observed in case of maternal inheritance (Hellman et al., 2008; Bonaiti et

al., 2009; Gorram, Olsson et al., 2020). More recently, a preliminary work suggested

Page | 113



different profiles of penetrance in ATTR-non-V30M families (Gorram et al., 2017). Hence,
unravel factors that modulate the disease risk, possibly in combination would be compelling
for genetic counselling and to adjust the monitoring of gene carriers in order to initiate
treatment timely. In this work, we aimed to assess carrier risks in a large panel of ATTRv
amyloidosis families, across Europe, taking into account factors involved in the disease risk

as covariates.
MATERIALS AND METHODS

Genealogical investigations and clinical data

The study was conducted in six academic medical centers, national referral or expert
centers for ATTRv amyloidosis in their country. These include Henri Mondor University
Hospital, France; Umea University Hospital, Sweden; AOU G.Martino University Hospital of
Messina, Italy; Son Llatzer University Hospital, Majorca, Spain; Neuromuscular Unit of
Istanbul University, Istanbul Faculty of Medicine, Turkey and Clementino Fraga Filho
Hospital Federal University of Rio de Janeiro, Brazil. Family data collection and pedigree

construction were carried out by one medical investigator per site with the same approach.

Information was collected through personal communication with the index patient, their
relatives and from the medical records. When available, the following data were collected:
date of birth, date of last news, date of death if relevant and information on the phenotypic

and genotypic status.

The minimum diagnosis criteria to confirm ATTRv amyloidosis in patient included a
suggestive clinical picture and identification of pathogenic TTR variant. Depending on each
site, additional requirements for the diagnosis were amyloid deposition detected on a
tissular biopsy (Fat, Salivary gland, Skin), positive technetium-99mHMPD cardiac

scintigraphy or positive nerve conduction studies.

Importantly, age at disease onset (AO), a key feature in risk estimates was determined
when clinical manifestations could be reliably linked to the disease. In this setting, we did
not include the carpal tunnel syndrome due to its lack of specificity and frequency in the

general population.

Ascertainment bias, due to the selection of a family through an affected individual (the
proband), was adjusted by considering the phenotype as unknown for each proband
(Alarcon et al., 2009).

In asymptomatic carriers or untested individuals, the date of the last visit to the medical
center or the date of the last reliable information by hearing from family members were

taken as date of las news.
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In families, we retained all data providing information on the risk of being affected for a
relative, as previously described (Plante-Bordeneuve et al., 2003; Gorram, Olsson et al.,
2020). In the drawing of pedigrees, we highlighted obligate carriers. Such individuals were
considered affected, when clinical manifestations were definitely related to ATTRv

amyloidosis according interviews of relatives.

Based on the literature and on the joined clinical experience in ATTRv amyloidosis,

individuals younger than 18 y-o were excluded from the study.

The raw data of pedigrees were anonymized, coded and entered on Pedigree® software
(Version 2.1.091, 2015). All family data were processed and centralized by FG and VPB at
the CHU Henri Mondor for the analysis.

Statistical methods

The disease risk in carriers or penetrance function was estimated from familial data using
Non-Parametric Survival Estimation (NPSE), as described (Alarcon et al., 2018). NPSE is
designed for autosomal dominant transmission. Importantly, this approach enables
assessing covariates’ effects by stratification or by applying the Cox proportional hazard
model (Cox Model). The former analysis allows estimate the disease’s risk separately in

each subgroup, while the latter estimates simultaneously the risk, in the whole sample.

Families were categorized into ATTRV30OM and ATTR-nonV30M. In the ATTRV3OM
families, the geographical origin and the gender were tested as separate covariate, by using
a stratification analysis. Due to the uncertainty of the POO in some pedigrees, we extended
the NPSE method in order to estimates the likelihood of the transmitting parent (Alarcon F
et al., 2021). In this case, the parent of origin effect was considered as a covariate in a Cox
model.

In the ATTR-nonV30M families, the pathogenic TTR mutation was computed as a covariate
using stratification.

Difference between groups for quantitative variables were compared using the Student’s t
test, and for categorical variables with a chi-square test. Differences of the penetrance
curves between groups were evaluated using a log-rank test in the stratification analysis
and the likelihood ratio test in the Cox model. All analysis were conducted in the R software,
version 3.6.1 (R Core Team. R, 2015).

Ethics

This study was approved by the ethics committees from each patrticipating site including
France: 00011558; Sweden: 2013-247-31M; Spain (Majorca): IB 3858/19 PI; Italy (Sicily):
nr.3/2016; Turkey: 2017/929 and Brazil: 12294.
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RESULTS

Population characteristics

In total, 434 ATTRv amyloidosis kindred were investigated. Among them, 92 were excluded
because lack of available information in 82 families, and the presence of homozygous

individuals detected in 10 families from Sweden (Figure 1).

The characteristics of 342 heterozygous pedigrees available for analysis are presented in
Table 1. The TTRV30M was the most common mutation, identified in 258 families,
respectively from Sweden (N1=104), Portugal (N.= 67), Spain (Majorca) (Ns=48) and France
(N4=39). Among ATTR-nonV30M families, six TTR variants were identified, including T49A
(p.Thré9Ala) (Ns=9), F64L (p.Phe84Leu) (Ne=20), S77Y (p.Ser97Tyr) (N,=20), S77F
(p.Ser97Phe) (Ng=11), E89Q (p.Glul09GIn) (Ny=9) and 1107V (p.llel27Val) (N10=15)
(Figure 1, Table 1).

In ATTRV30M patients, the mean AO, ranged from 34+10 [20-78] in the Portuguese families
to 59+14 [22-92] years in the Swedish kindred. Overall, there was an excess of male
patients (p<107'?) and a higher proportion of women among asymptomatic ATTRV30M
carriers (p<104). Simultaneous occurrence of early (AO<50 y-0) and late onset (AO>50 y-
0) patients within families was observed in 12% and 15% of the Portuguese and French
kindred, respectively. This proportion reached 30% in the Swedish, up to 40% in the

Spanish families.

In the ATTR-nonV30M kindred, the average AO ranged from 45+7 [30-66] in the
ATTRTA49A patients to 6319 [42-78] years in the ATTRF64L group (Table 1).

Carrier risks in ATTRV30M families
Covariate 1: the geographic origin

The profiles of the disease risks (penetrance) across ages in Portuguese, Spanish, Swedish
and French ATTRV30M families are shown in Figure 2a. Striking differences were observed
in the families of different geographic origin (log-rank test; p < 2.10%%). The risks estimates
are summarized in Table 2. In Portuguese kindred, the risk of being affected raised abruptly
since age 20 years. Estimates were 26% [95% confidence Interval (CI) = 21-31] at 35, then
67% [95%CI = 60-73] at 50, up to 95% [95%CI = 83-98] at 90 years of age. In contrast, in
the French and Swedish kindred, the disease risk increased mildly from age 30 years, up
to 75% [95%CI = 62-87] and 64% [95%CI = 59-68], at 90 y-o. In the Spanish kindred, the
risk was intermediate, increasing smoothly from 20 y-o then more sharply from age 40 to
reach 69% [95%CI = 57-77] at 90 years.
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Covariate 2: the gender

In testing the risk to be affected according gender, we observed a trend to higher risks in

male patients (log-rank test; p=0.02), as summarized in Table 3.
Covariate 3: the POO

Analysis of the disease risk according the POO is illustrated in Figure 2b and estimates are
shown in Table 3. Notably, the risks were found significantly higher in case of maternal
transmission (Relative Hazard (RH) 0.67, Cox’s p-value 8.10%). This result was observed
at all age slots, from 30 until 90 y-o (Table 3). At 60 and 80 years of age respectively, the
estimates scored 43% [95%CI| = 40-47] and 77% [95%CI = 73-80] in case of maternal
transmission versus 31% [95%CI = 28-34] and 62% [95%CI = 58-66] in case of paternal

inheritance

Carrier risks according the TTR variant

The penetrance profiles in kindreds carrying the seven pathogenic TTR variant are
summarized in Table 2. Herein, the disease risks were strikingly different between the TTR
variants (6 df, log-rank test p= 10 *°). Importantly, at age of 90 years, penetrance was
incomplete in all subsets, in a range from 56% to 95%. Also, there were notable differences
between the ATTR-nonV30M kindred. Below 30 years of age, the disease’s risk was
invariably null. Then, in ATTRT49A families, it arose as early as 30 y-0 (2%), increasing
abruptly from 45 y (24%) up to 95% [95%CI = 62-99] at 90 y-o0. In ATTRE89Q and
ATTRS77Y kindred, the disease’s risk emerged from age 35 years (6% and 1%
respectively), rising more rapidly from 45- 50 y-o up to 90% and 71% at age 90. In the
ATTRS77F and ATTRF64L subsets, the risk of being affected was more delayed,
enhancing from age 45 (8%) to reach 94% and 74% by 90 y-o0. The lowest risk values were
observed in the ATTRI107V kindred, arising as late as 55 y-0, to score 17% at 60 y-o and
56% at age 90 years.
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DISCUSSION

This work was performed in kindred carrying TTRV30M and six different TTR non-V30M
mutations, diagnosed in expert academic centers. The overall sample reflects the
heterogeneous pheno-genotypic picture of ATTRv amyloidosis observed in Europe. On the
one hand, the TTRV30M variant is the most prevalent and virtually the only mutation
detected in ATTRv families from Portugal, Sweden and Mallorca in Spain associated with
an intriguing variation of the disease AO. On the other hand, a heterogeneity of TTR variants
is the hallmark of ATTRYv in other European countries, including France, Italy or Germany
(Waddington-Cruz et al., 2019). Hence, this is the largest study reporting on the disease

risk estimates in a wide panel of TTR mutation carriers in Europe.

Herein, we took advantage of the NPSE, a powerful method to estimate the disease’s risk
in mutation carriers, considering the whole familial information. Recently, NPSE has been
adapted to test covariates, allowing further analysis of factors which might influence the

disease’s expression (risk) (Alarcon et al., 2018).

In line with previous reports, we found striking variation in AO between ATTRV30M patients
of different geographical origin. An earlier onset was found (mean AO: 34 y-0) in Portuguese
compared to French and Swedish kindred (mean AO: 59 and 55, respectively) ( Plante-
Bordeneuve et al., 2003; Gorram, Olsson al., 2020). In Spanish families from Majorca, mean
AO (50 y-0) was intermediate (Buades-Reinés et al., 2016). Intriguingly, the proportion of
families with simultaneous occurrence of early and late onset cases was lower in the
Portuguese and French kindred (12 and 15%) than in the Spanish (Majorcan) and Swedish
families (40 and 30%). Despite that the family size, number of generations investigated and
differences in the screening approach of asymptomatic carriers across centers may partially
explain this difference, we think these findings highlight the broad variation of the disease’s
risk for individuals, most likely of multifactorial origin, genetic and epigenetic. In the ATTR-
nonV30M families, differences in the mean AO were also detected, varying between ages
of 457 (ATTRT49A) up to 6319 years (ATTRF64L). Also, the predominance of male
patients in both ATTRV30M and ATTR-non-V30M groups is consistent with previous
findings from other populations (Koike, 2002; Plante-Bordeneuve et al., 2003; Saporta et
al., 2009b).The main input of our work was to provide the disease’s risks in a wide panel of
TTRV30M and 6 different TTR-nonV30M gene carriers.

Page | 119



The disease’s risk was found to be incomplete up to the age of 90 years in all population
samples with a wide range from 56 to 95%. As reported in ATTRV30M families, the disease
risk was significantly different between areas (p < 2.10%°). Notably in this large sample taken
as a whole, we were able to better apprehend on the one hand the influence of the gender,

as well as on the other hand, the effect of the POO.

At first, we observed a trend to higher disease risk in male carriers (p=0.02). Although
interpretation of the data was hindered by an intersection of the curves, we found a
consistent excess of men among patients in each group (Table 1). Gender differences in
the disease expression were reported in most TTRV30M population samples, in Europe
including Portugal, France, Sweden (Plante-Bordeneuve et al., 2003, Gorram, Olsson et al.,
2020;)and in non-European areas such as Brazil or Japan (Koike, 2002; Saporta et al.,
2009b). Recently, the worldwide observational survey THAOS has reported that male
patients were more likely to develop a cardiac phenotype stressing on the importance of
phenotypic sex related differences (Rappezzi et al 2021 in press). However, the
mechanisms underlying a gender difference with a higher disease risk in ATTRV30M male

remain largely unknown.

Secondly, we confirmed a POO effect with a higher disease risk in carriers of maternal
descent (p=8.10%) (Bonaiti et al., 2009; Gorram, Olsson et al., 2020). These results are
consistent with previous studies reported that the sex of the transmitting parent influences
the disease’s anticipation, with a more pronounced anticipation among offsprings of affected
mothers (Lemos et al., 2014; Gorram, Olsson al., 2020). It has been suggested that, the
POO effect can be partially explain by mitochondrial DNA (Bonaiti et al., 2010). Additionally,
in a Portuguese cohort a higher mtDNA copy number was found in early-onset offspring,

suggesting a risk effect of mtDNA inherited from affected mothers (Santos et al., 2018).

In ATTRv non-V30M families, previous data on the disease risks are scarce. Herein, we
found striking differences of risks between families carrying different 7 TTR variants (6 df,
p= 10 %), more frequently diagnosed in the ATTRv families in these countries. Based on
our analysis on the 7 TTR variant studied, we report the profile of the disease risk in each

variant from age intervals where the disease risk raised, up to the estimates at age 90 years.
In all subsets, the disease risk started from age 30 years:

o In ATTRT49A families: earliest disease’s risk from age 30 (2%), then rises
rapidly (24% at age of 45) to 90%.

o In ATTRE89Q and ATTRS77Y kindred, disease risk from age 35 (6 % and
1% respectively) up to 90% and 71%.
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o In ATTRF64L and ATTRS77F families: the disease risk was 8% at age 45
up to 74% and 94%.

o The ATTRI107V kindred displayed the lowest penetrance: risk increasing
after age 50 y-o (17% at 60 y-0) up to 56%

Approximately 130 disease-causing TTR gene mutations have been reported; some
are thought to be associated with particular phenotypes, although considerable
variability exists among patients. Some genotype-phenotype correlations were
reported. ATTREB9Q and ATTRF64L families from Sicily were characterized by late
AO, severe or moderate peripheral neuropathy and cardiomyopathy as presenting
symptoms. ATTRT49A mutated patients, distinguished by onset in the 5th decade,
present with autonomic disturbances as inaugural symptoms and moderate
polyneuropathy followed by cardiomyopathy (Mazzeo et al., 2015). In France,
ATTRS77Y and ATTRS77F patients show a rapid and severe disease progression,
developing gait disorders faster than Portuguese ATTRV30M patients (Mariani et
al., 2015). ATTRV107I patients were characterized by the latest onset, the most
debilitating and severe form (early onset of tetraparesis and short survival) (Carr et
al., 2016).

Underlying factors that may explain variations of the disease’s risks remain largely
unknown. As discussed previously, these are likely multifactorial, including genetic,
epigenetic and environmental factors (Sekijima et al., 2005; Santos et al., 2017,
2019). Recent data highly support the role of non-coding regulatory variation on TTR
gene expression, as a potential modulator of the disease expression (Sekijima et
al., 2005; Santos et al., 2017, 2019). One recent study investigating the epigenetic
profiling of ATTRv patients showed epigenetic differences (methylation change)
between symptomatic and asymptomatic carriers provided a novel insights might be
related to the molecular mechanisms involved in the complex heterogeneity of
ATTRYv (De Lillo et al., 2020). Furthermore, variation in other genes that interact with
TTR might modulate the pathogenic processes. hence in the future, Genome-wide
datasets generated from cohorts including hundred thousand ATTRV30M and non-
V30M individuals can be leveraged to disentangle complex genotype—phenotype

associations.
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Early and correct identification of ATTRv amyloidosis is vital for the prognosis,
treatment choice, familial screening, and genetic counselling. The identification and
monitoring of TTR gene carriers are of upmost importance to detect the disease
emergence. This enables the initiation of the most suitable pharmacological
treatment at the earliest stage. Data on the management of asymptomatic carriers
are scarce and somewhat discordant (Obici et al., 2016; Schmidt et al., 2016;
Conceicéo et al., 2019; Dohrn et al., 2020; Ueda et al., 2020). However, these
recommendations studies did not mention the importance of considering the disease
risks to adapt monitoring of asymptomatic carriers. Given, the pheno-genotypic
heterogeneity of the disease, such guidelines should be adjusted to the different
TTR variants and for the TTRV30M to the geographic origin and in a lesser extent
to the POO and the gender. In this setting, our study presents important insights to
be considered in the monitoring of the asymptomatic gene carrier and ages which
are the most suitable for initiation of treatments. Thus, a suitable timeline might be
proposed based on the disease’s risk.

Concerning the perspectives, an interesting extension of this work would be to
introduce the influence of the maternal transmission in the risk estimates of the
ATTRV30M families that we have detected to better specify the disease risk. From
a methodological point of view, we will add the effect of maternal transmission in the
conditional probability calculations of the statistic model.

To improve our understanding on the variation of the disease and management of
the asymptomatic gene carriers, it has become increasingly critical to provide an
accurate assessment of the disease risk. Hence, in our penetrance study, it would
be important to include the unobserved heterogeneity factors (genetic and/or
environmental) into the modelling process by using a frailty model, like it has already
been done for breast cancer (Gorfine et al., 2013). However, the estimation of such
models is known to be challenging, especially in the context of non-parametric
survival estimation (Therneau, 2012). Further investigations will be conducted on

this important topic in order to precise the disease’s risks.

Limitation of the study

Nevertheless, the study has some limitations, including environmental differences
among populations, various diagnostic criteria, the difference in the screening of the
families and the determination of the AO of first symptoms and the data collection

by the expert.
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Conclusions

¢ In conclusion, data from different countries allowed to precise the disease risks in a
large population of ATTRv carrying 7 different TTR mutations. Herein, we found an
important variation of the disease’s risk between TTR variants. In ATTRV30M
families, we showed a varied risk according to geographical origin, the gender and
the POO. Based on our results we propose age intervals where the disease risk is
elevated, for each variant. The estimates of risk over finite time periods given here
should be of considerable value in genetic counselling and especially for
management of asymptomatic carriers. Our approach might be extended to obtain
risk estimates on family samples from different areas and subsets carrying additional

pathogenic TTR substitutions.
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LEGENDS OF FIGURES

Figure 1: Flowchart of ATTRv amyloidosis families included in the study.
Among all families investigated, we enrolled 342 families from different countries

carrying 7 different TTR-variants for analysis.

Figure 2: The disease risks (penetrance) in ATTRV30M families based on the origin
and the parent of origin (POO). (a) According to the origin, a difference of risks was
observed between families (Log-rank test p < 2.101%). (b) According to the POO,
the disease risk was significantly higher when the mutation was maternally inherited
(RH 0.67, Cox’s p-value 8.10°®). The blue (maternal transmission) and the grey

(paternal transmission) areas represent the confidence intervals (95%).
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TABLES AND FIGURES

Table 1: Characteristics of the ATTRv amyloidosis families

TTR-Variant v.V30M?12 v.T49A v.F64L  v.S77F v.S77Y Vv.E89Q v.l107V3

Country Sweden Portugal  Spain® France France Italy* France France Italy* Frange
Italy* Turkey® Brazil®

Number of 20

families 104(1820) 67 (1249) 48(428) 39(955) 9 (213) (193) 11 (187) 20 (472) 9(192) 15 (315)

(subjects)

Affected

(Men) 452 (275) 172 (112) 147(86) 93(64) 36(16) 35(33) 34(22) 65(41) 44(24) 31 (24)

Asymptomatic
carriers (Men) 139 (47)  56(23) 123(53) 58(27) 8(3) 11 (2) 10 (5) 22 (7) 18 (7) 11 (5)

Mean AO+SD® 59 +14 34+10 50+17 55+#13 457 639 6016 5747  49%7 6045
[Range] [22-92] [20-78]  [22-82]  [20-75] [30-66] [42-78] [51-75]  [35-73]  [37-78]  [53-79]

1. v: Variant; 2. There were a higher proportion of men among patients in all ATTRV30M groups: Sex ratio 1.5 (p < 2.102) in Sweden, 1.8
(p < 10 in Portugal, 1.4 (p=0.03) in Spain and 2.2 (p < 2.10*) in France; 3. Majorca region; 4. Sicily region; 5. One Family each from
Turkey or Brazil; 6. AO+SD: Age at Onset + Standard Deviation.
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Table 2: Disease risk estimates (penetrance) according the TTR variants.

TTR-Variants?!

Penetrance % [95% Confidence Interval]

25 y? 30y 35y 45y 50y 60y 70y Ny

Portugal [2%112] 22 26 56 67 80 87 [83?_%8]

. Spain® [fg] 5 7 19 25 34 48 [Sﬁiﬂ
| France - [0:-%6] 7 14 19 38 65 [627-587]
Sweden . [ﬁg] 4 10 15 26 43 [5318]

v.T49A : oos] 8 24 50 67 84 lop0g)
V.E890 ] - [o-is] 15 25 58 90 [62?98]
v.S77Y - - [0:}3] 8 10 50 n [51-]{32]
V.STTF . - [016] 11 57 70 [53@%
v.FeaL : - [320] 11 21 56 [55@2]
v.107V - - - - [2%501 a4 [15*%6]

1. by a log-rank test, p-value was 10*° between all TTR variants and p < 2.10'° between TTR V30M according to origin; 2.y: Years; 3. v:

Variant; - : Stands for 0%. 4. Majorca region.
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Table 3: Disease risk estimates in ATTRV30M families according the gender and Parent-of Origin
(POO).

Age Gender? POO?

(years) Men Women Father Mother
30 10 [8-12] 7[5-9] 5 [4-6] 8 [6-10]
40 21 [17-24] 19 [16-22] 14 [12-16] 20 [18-23]
50 30 [27-34] 31 [27-35] 21 [19-24] 30 [27-33]
60 46 [42-50] 45 [41-50] 31 [28-34] 43 [40-47]
70 71 [66-75] 60 [55-65] 46 [42-49] 60 [56-64]
80 84 [78-89] 69 [63-74] 62 [58-66] 77 [73-80]
90 84 [78-89] 76 [63-84] 70 [64-75] 83 [79-87]

The disease risks values and [95% Confidence Intervals] are expressed in percentages.
1. by log-rank test p-value was 0.02; 2. by likelihood ratio test p-value was 8.108,
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Figure 1

434 ATTRv amyloidosis families
investigated

82 families were excluded
because lack of relevant
genealogical information

10 Swedish families with
homozygous individuals excluded

342 ATTRv amyloidosis families
retained for analysis

mmmmm oETE m

Sweden N=104 France N=5 Maly’N=20 | | France N=11 France N=20 taly’N=8 | [ France N=14
| Portugal N=67 | | italy N=4 | | TukeyN=t | [ BrazilN=1 |
| spain'N=as |
| Francen=30 |

ATTRv amyloidosis: Hereditary Transthyretin Amyloidosis; N: Number of families; v: variant; 1: Majorca Island; 2: Sicily.
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Figure 2
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Ill. ETUDE DE L’EXPRESSION DU GENE TTR CHEZ LES PATIENTS
ATTRV3OM

1. Introduction

L’hétérogénéité phénotypique, notamment I'dge de début, a été largement
documentée chez les patients porteurs de la mutation TTRV30M et représente une
des caractéristiques les plus intrigante de cette population (Parman et al., 2016;
Planté-Bordeneuve et al., 2003). Cela nous a amené a explorer le réle de la TTR

dans la variabilité de I'age de début.

2. But et déroulement du projet

Nous avons étudié lI'expression du géne TTR dans le foie, principal organe
synthétisant le TTR. Notre hypothése est que la présence d’'un déséquilibre
d’expression allélique de TTR pourrait expliquer la variabilité de 'age de début.
Premierement, nous avons veérifié la présence de la mutation TTRV30M dans notre
cohorte et deuxiemement, nous avons utilisé la Digital Droplet PCR™ (ddPCR) pour
quantifier I'expression absolue du géne TTR (figure 38). Pour I'expression de la
TTR, nous avons d’abord comparé le niveau d’expression de lallele muté et
sauvage dans 2 groupes de patients ATTRV30M avec apparition précoce (P) et
tardive (T) de la maladie. Puis, nous avons comparé I'expression de l'alléle TTR

muté avec 3 genes de références.
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Figure 38: Déroulement de [’étude et des méthodes utilisées.

3. Méthodologie
3.1. Biopsies hépatiques

Les biopsies hépatiques utilisées proviennent d’'une TH de patients ATTRV30M.
Les biopsies récupérées sont placées dans une solution cryoconservatrice
(RNAlater, Qiagen) qui stabilise et protege les ARNs par inactivation des RNAses

et sont conservées a -80°C.

3.2. Extraction de ’ARN et synthése de ’ADNc

Aprés broyage meécanique du tissu hépatique, 'ARN total est isolé a I'aide d’un kit
RNeasy (Qiagen,ID: 74104) selon les recommandations du fabricant. La
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concentration d’ARN est mesurée avec un spectrophotométre (NanoDrop, DS-
11FX). Les échantillons d’ARN sont ensuite traités a la DNase en présence de
RNase inhibitor pour éliminer 'ADN résiduel. Cet ARN est converti en ADNc par
laction d'une reverse transcriptase. Une reverse transcription (RT-PCR) est
réalisée avec le mélange réactionnel suivant : X uL d’ARN pour avoir 1ng, plus ou
moins dilué dans de I'eau pour avoir un volume final de 20 uL, 5 pL de tampon (5
mM MgClI2, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI), 2.5 yM de random hexamer, 1 mM de
dNTP et 50 U de transcriptase inverse MuLV (kit Gene amp, RNA PCR, Core Kit,
Applied BioSystems). Les échantillons d’ARN sont incubés dans le mélange
réactionnel successivement 10 minutes a température ambiante, puis 15 minutes a
42°C, 5 minutes a 99°C, puis 5 minutes a 5°C.

Evaluation de l'intégrité de 'ARN

L’électrophorése capillaire du systeme Agilent 4150 Tapestation (Agilent®) a permis
de déterminer précisément la qualité et la quantité d’ARN a partir d’'un faible volume
(1 pL) et efficace méme pour la quantification de trés faibles quantités d’échantillon.
L’apport majeur est le calcul automatique d’'un score qualité appelé RIN (RNA
Integrity Number). Sa valeur est comprise de 1 a 10 sachant qu'un RIN de 10
correspond a un ARN de qualité parfaite et qu’'un RIN de 1 correspond a un ARN

totalement dégradé.

Sequencage du gene
Un séquencage des parties codantes du gene TTR a été effectué a la plateforme
de génomique du CHU Henri Mondor sur un séquenceur automatique (ABI3130XL)

apres amplifications successives des 4 exons (Annexe 4).

3.3. La PCR digitale

La PCR digitale repose sur des méthodes traditionnelles d'amplification par PCR et
de détection par fluorescence pour fournir une quantification absolue hautement
sensible des acides nucléiques. L’approche de PCR Droplet Digital™, consiste a
diluer en série un échantillon afin d’obtenir une dilution limite, ou chaque partition
(ici 20 000) contient, au plus, une molécule d’ADN (ou ADNCc) cible. La distribution

statistique de ’ADN dans les compartiments est alors donnée par la loi de Poisson,
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qui régit les statistiques d’événements rares. La PCR digitale permet ainsi
d’amplifier chaque ADNc cible dans un compartiment indépendant. Apres
amplification par PCR, seules les gouttelettes contenant la séquence cible sont
détectées par fluorescence, elles sont alors définies « positives ». Les gouttelettes

n’émettant pas de fluorescence sont définies « négatives ».
e Génération des gouttelettes

Le milieu réactionnel est transféré dans une plaque de 96 puits qui est mise dans
un automate de génération des gouttelettes : « Automated Droplet Generator —
AutoDG BioRad». Les échantillons sont chargés sur une cartouche micro fluidique
composée de 2 micro-canaux perpendiculaires, a lintersection desquels se
rencontrent la phase aqueuse (milieu réactionnel de PCR) et 'huile (figure 39).
L’introduction du liquide aqueux dans l'huile de maniére contrélée crée les
gouttelettes. Le générateur va produire pour chaque échantillon environ 20 000
gouttelettes d’environ 1 nanolitre. A la fin du processus, I'automate transfére les

émulsions des différents échantillons dans une plaque de 96 puits compatible avec

le thermocycleur.

1 -
% ——
7. - Target of interest
— L&g(_ - ° e ‘ Q == Background DNA
i i [
C \ ™
O Droplets \‘ ,/ g =) .
o \ CC

Figure 39 : Générateur de gouttelettes de taille et de volume uniformes. (https://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/Bulletin_6407.pdf).

e Amplification par PCR

La plaque de 96 puits est scellée par thermofusion avec une feuille d’aluminium en
utilisant l'instrument PX1TM Plate Sealer (BIO-RAD). La plague est ensuite mise
dans un thermocycleur (C1000 Touch Thermal Cycler-BIO-RAD) afin de réaliser les

cycles de PCR (voir protocole Annexe 4).
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e Nature et lecture du signal

Les amorces encadrent la séquence cible et déterminent ainsi la taille de la
séquence d’intérét amplifiée (exon du géne TTR). Deux sondes ont été utilisées,
'une spécifique de l'allele muté et la seconde spécifique de I'allele sauvage de TTR.
Elles sont respectivement marquées par les fluorophores FAM (520 nm) et HEX
(556 nm) dont la fluorescence est éteinte (ou désactivée) par la proximité d’'un
qguencher. La plaque est chargée sur un lecteur de gouttelettes (QX200 Droplet
Reader). A la maniére d’'un cymometre de flux, les gouttelettes sont alignées dans
une fin capillaire et analysées individuellement en passant successivement devant
un détecteur (figure 40). La fluorescence est mesurée dans deux canaux
d’émission, FAM et HEX. La fluorescence de chaque gouttelette est mesurée et les

gouttelettes dont la taille n’est pas conforme sont rejetées.

f ‘7 ”‘rnmnmu' \"
SoB00 00 |

6001

Figure 40: Lecture individuelle des gouttelettes, mesure de la fluorescence dans deux canaux (https://www.bio-rad.com).
e Analyse des données

Le lecteur de plaque est assisté par le logiciel « QuantaSoft Software ». A partir
des données de lecture, le logiciel valide I'échantillon (au moins 10 000 gouttelettes
« conformes » sont lues). Un nombre trop élevé de gouttelettes « positives » sature
le signal. Le taux de gouttelettes positives dans un échantillon détermine la

concentration d’ADN cible en copies/ uL en utilisant la loi de Poisson.
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3.4. Statistiques

Un test non paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer I'expression
des génes entre le groupe précoce (n= 3) et tardif (n=3). Les résultats sont

considérés comme significatifs si p value < 0,05.
4. Résultats
Population

Cette étude préliminaire a été réalisée sur un total de 6 patients (3 hommes)
porteurs de la mutation TTRV30M. Trois patients d’origine Portugaise a age de
début « précoce », (age de début de la maladie < 35 ans) et 3 patients d’origine
Francaise dont les premiers symptémes « tardif » ont commencé aprés I'age de 50
ans (age de début de la maladie > 50 ans) (tableau 15). Les TH ont eu lieu entre
2005 et 2015. Quatre d’entre eux ont réalisé leur TH au centre Hépato biliaire Paul
Brousse de Villejuif et 2 au CHU Henri Mondor de Créteil. Les patients du groupe
« précoce » ont subi une TH généralement 1 a 2 ans aprés l'apparition de la
maladie. Dans le groupe « tardif », elle a été réalisée beaucoup plus tardivement, 3
a 6 ans aprés le début des symptdbmes. La médiane d’age de début de la maladie

est de 32 ans dans le groupe précoce et 52 ans dans le groupe tardif.

Patient Sexe Age de début des . Age Groupe

ATTRV30OM symptdmes alaTH
1 Femme 31 33 Précoce
2 Femme 35 35 Précoce
3 Homme 30 32 Précoce
4 Homme 64 70 Tardif
5 Homme 52 55 Tardif
6 Femme 51 56 Tardif

Tableau 15: Caractéristiques des patients de /’ézude.

Page | 139



Evaluation de I'intégrité de ’ARN

Les ARNSs extraits des foies de patients porteurs de la mutation TTRV30M avaient
un RIN moyen de 7 (tableau 16). Notons, qu’un RIN compris entre 7 et 10

correspond a des ARNs de bonne qualité.

Patient

ATTRV3OM RIN

7.2
7.2
7.0
7.3
7.4
6.0

o A W N P

Tableau 16: RIN des 6 patients ATTRV30M.

Séquencage du gene TTR

La recherche de la mutation TTRV30M du géne TTR considérée comme pathogéne
a été identifiée par séquencage Sanger. Les séquences ont été alignées avec le
logiciel Seqscape analysis (version 2.5, Life Technologies) et comparées avec la
séquence de référence génomique. La mutation TTRV30M, située dans I'exon 2 du
géne TTR a été détectée a I'état hétérozygote chez les 6 patients inclus dans I'étude
(figure 41).

rmmmmmtlhmmmu
v A v H V' F

P A I N

>vfﬁ{j: TGCEATCAATGTGGCCPfGCATGTGTTCA
FGCCATC TGTGGCCREGCATGTIGTTC

FG_R2_4_B01_003 ” ﬂ f‘, o \ ‘
WA LV
TGCCATC TGTGGCC GCATGTGTTC
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L.LL Wi/

Figure 41: Tracé électrophorétique montrant la substitution de la valine en méthionine en position 30 du géne TTR
(V30M).
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Analyse de I'’expression du géne TTR

Les sondes d’hybridation FAM (Carboxyfluoresceine) et HEX (Hexachloro-6-
carboxyfluorescéine) ont été utilisées pour quantifier 'expression du géne TTR par
RT-ddPCR. La sonde FAM (couleur bleue) cible 'alléle muté TTR et la sonde HEX
(couleur verte) cible I'alléle sauvage. Différentes prises d’essais (Dilution au 100 et
1000¢me) ont été réalisées afin de ne pas saturer le détecteur du signal. Le nombre
de copies d’ADN par pL de TTR de la dilution au 100%™e est représenté dans le
tableau 16 et le nombre de gouttelettes positives dans la figure 42. Aucune
différence d’expression n’a été observée en comparant le nombre de copies de
l'alléle muté a l'alléle sauvage pour chaque patient (tableau 17) et ceci quelle que
soit la dilution (100 ou 1000).

Patients Allele TTR Allele TTR non

Nombre de copie par pL ATTRV30M muté muté Ratio
1 65,6 65,6 1.00
Groupe 2 150,2 1435 1.04
precoce
3 867,9 921,3 0.96
4 352,6 355,2 0.99
LT 5 181,8 165,3 1.09
tardif
6 232,1 232,4 0.99
Tableau 17: Nombre de copies par microlitre de TTR des 6 patients V30M.
1 2000
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Figure 42: Représentation graphique du nombre de gouttelettes positives de 1’alléle muté et sauvage du géne TTR.
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Gene TTR et génes de références

Pour finir, nous avons comparé I'expression de l'allele TTR a des génes de
référence pour normaliser par rapport a la quantité d’ARN. A partir d’'une base de
données expérimentale (https://www.proteinatlas.org), nous avons sélectionné 3
genes avec un taux d’expression hépatique important. La mesure d’expression de
la TTR sauvage dans le foie humain réalisée par la technique de RNAseq était en
moyenne de 5079 TPM (Transcipts per million). De ces données in silico, nous
avons sélectionné le géne de I'heptaglobine (31711 TPM), la transferine (3459
TPM), et la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) (816 TPM). La
figure 43 montre le niveau d’expression de la TTR mutée par rapport aux génes de
référence dans le groupe « précoce » et « tardif ». Aucune différence d’expression
de l'alléle muté de TTR normalisé par rapport aux genes de références n’a été
observée dans les 2 groupes analysés. La GAPDH est moins exprimée dans le foie
que les génes de I'heptaglobine et la transferine. De plus, son expression varie
considérablement entre les groupes précoce et tardif et méme au sein des patients
du méme groupe. Il est par conséquent plus approprié de considérer uniguement

les génes de I'heptaglobine et transferine comme géne de référence.
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Figure 43: Expression de la TTR en fonction des 3 génes de références.
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5. Discussion

Cette étude a été réalisée dans deux groupes de patients atteints d’amylose a
transthyrétine héréditaire et porteur de la mutation TTRV30M et avec une révélation
de la maladie différente, « précoce » ou « tardive »,

Nous avons étudié I'expression du géne TTR dans des biopsies hépatiques de
patients ATTRV30M par la technologie RT-ddPCR. Cette technique a I'avantage
de quantifier de fagon simple le nombre de copies d’ADN muté et non muté. La RT-
gPCR classique peut également quantifier de facon absolue, cependant il faut
construire une gamme standard qui permet d’extrapoler la Ct (valeur seuil de cycle)
en fonction de la concentration. Cette mise en place peut étre chronophage et
colteuse. Contrairement a la RT-gPCR, avec la RT-ddPCR nous n’avons pas eu
besoin de gamme ni de réplicats techniques.

L’émergence de nouveaux traitements moins invasifs conduit a une diminution
drastique des TH et par conséquent le recueil des biopsies hépatiques pour la
recherche se fait plus rare. C’est entre autres pour cette raison que notre étude n’a
porté que sur 6 préléevements.

Le séquencage du gene TTR a permis de vérifier la présence exclusive de la
mutation TTRV30M. La nouveauté de ce travail a été la quantification absolue de
I'expression du gene TTR chez des patients ATTRV30M a révélation précoce et
tardive de la maladie ainsi que la comparaison de I'expression du gene TTR par
rapport a des genes controles. Malgré des groupes de patients homogénes comme
I'age de début et une technique de détection sensible et précise, il n’a pas été mis
en évidence de différence entre I'alléle muté et non muté de TTR au sein d’'un méme
patient mais également entre les groupes « précoce » et « tardif ». Aucune
différence du taux de TTR muté n’a été observée en considérant les génes de
références. L’ensemble de ces résultats doivent étre interprétés avec prudence car
le nombre de sujets analysés demeure tres faible.

Les facteurs et les mécanismes impliqués pour expliquer la variation phénotypique
dans les ATTRV30M restent inconnus. Cette variation phénotypique pourrait
provenir d’'une différence de facteurs génétiques associés ou non a des facteurs
environnementaux. Peu d'études ont été publiées pour déméler les éventuels
facteurs modificateurs impliqués. L’approche géne candidat a été la plus explorée.

Parmi I'ensemble des génes étudiés cités précédemment, dans les études
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d’association de génes certains étaient significativement associés a un age de
début précoce et d’autres a un age de début tardif (Soares et al., 2005; Monteiro et
al., 2006; Dardiotis et al., 2009; Santos et al., 2016, 2017). Les interactions géne-
gene pourraient également étre trés importantes pour comprendre la structure et la
fonction globales des voies de signalisation et la dynamique des mécanismes
génétiques complexes associés a I'age de début (Phillips, 2008). Ces résultats
renforcent 'hypothése de Soares et al. qui suggére que des interactions entre
plusieurs locus pourraient expliquer les différences de phénotype des ATTRV30M
(Soares et al., 2005).

D’autres facteurs modificateurs peuvent contribuer a la variation de I'age de début
comme par exemple, des mutations dynamiques dans d'autres genes, comme
observées dans la maladie de Parkinson et la maladie de Machado-Joseph (Chen
et al.,, 2016; Hill-Burns et al., 2016). Les facteurs épigénétiques comme la
méthylation de I'ADN dans la région promotrice des genes peuvent contribuer a la
variation de I'age de début dans I'ATTRv. En 2020, une étude d'association a
I'échelle de I'épigénome (Epigenome-Wide Association Study- EWAS) évaluant
plus de 700 000 sites de méthylations a été menée. Un changement significatif de
méthylation du site cg09097335 situé dans le gene de la béta-secrétase 2 (BACE2)
(p=6,26x107) a été observé chez les patients V30M en comparaison aux controles.
Le gene BACE2 est impliqué dans un réseau d'interactions protéiques et dans les
voies moléculaires liés au métabolisme de la protéine béta-amyloide. De plus, les
porteurs TTRV30M comparé aux contrbles présentaient une hypométhylation au
niveau du site cg13139646 situé dans la région exonique de TTR (p=3,34x10%)
(De Lillo et al., 2020).

L’'implication des microARNs dans les ATTRv a égélament été rapportée dans la
littérature (Derda et al., 2018; Vita et al., 2020). Les microARN sont de petits ARN
non codants jouant un rb6le majeur dans le contrdle post-transcriptionnel de
I'expression des genes (Ardekani and Naeini, 2010). Les microARN ont été
caractérisés comme des biomarqueurs de la gravité de la maladie ainsi que des
effets du traitement dans la dystrophie musculaire de Duchenne (Sanson et al.,
2020).

Cette étude préliminaire a permis de montrer que le taux d’expression du géne TTR
hépatique de patients ATTRV30M n’expliquait pas a lui seul la différence d’age de
début. Les meécanismes précis modulant l'apparition, le développement et
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'expression de la maladie restent mal élucidés. Leur compréhension devrait
permettre a plus longue échéance d’améliorer et de développer des traitements
efficaces. A court terme, il serait intéressant d’étudier les régions régulatrices du
géne TTR et les facteurs épigénétiques capables de réguler I'expression des génes,

comme les microARN et la méthylation de 'ADN chez les patients ATTRV30M.
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CONCLUSIONS GENERALE

Ce projet s’est intéressé aux caractéristiques génétiques, épidémiologiques et a
I'estimation du risque de maladie dans une large cohorte de 342 familles incluant
des familles ATTRV30M et ATTRv non-V30M suivies dans 6 centres experts.
L'échantillon global reflete le tableau phéno-génotypique hétérogéne de I'amylose
ATTRv en Europe. Nous observons, d'une part, le variant TTRV30M qui est le plus
fréquent et pratiquement le seul variant détecté dans certains pays d’Europe
(Portugal, Suede, Espagne (Majorque)). D'autre part, une hétérogénéité des
mutations est observée dans d'autres pays, comme la France, [ltalie, ou
I'Allemagne.

Nous rapportons pour la premiére fois la plus grande étude d’estimations du risque
de maladie dans les ATTRv. Pour les analyses du risque, nous avons utilisé la
méthode NPSE, une méthode puissante pour estimer le risque de maladie. Cette
meéthode robuste présente I'avantage d’étre non-paramétrique, de tenir compte du
recensement des familles et de prendre en compte différentes covariables dans
I'estimation du risque. Dans le premier travail, nous avons montré qu’il existait des
profils de risques différents selon le variant TTR. Ensuite, les analyses approfondis
réalisées sur les familles suédoises ATTRV30M ont permis de démontrer l'existence
d'une anticipation d’age de début dans les paires mére-fils. Nous avons confirmé
que le risque de maladie était la plus faible dans ces familles. Le sexe et le sexe du
parent transmetteur semblent avoir une influence importante sur I'expression de la
maladie. De plus, nous avons montré que le risque était similaire entre les individus
hétérozygotes et homozygotes ATTRV30M suédois. Nous avons pu confirmer et
identifier des différences de risque selon l'origine, le sexe et le sexe du parent
transmetteur dans les familles ATTRV30M (France, Majorque, Portugal, Suede). De
plus, nous avons pu caractériser les différents intervalles d'age ou le risque de
maladie apparait pour chaque variant TTR.

Enfin, nous n’avons pu dégager de corrélations entre le taux d’expression hépatique
de TTR et 'age de début chez les patients ATTRV30M.

L’ensemble de ces travaux est important pour ameéliorer notre compréhension des
mécanismes ou facteurs impliqués dans les ATTRv. Sur le plan clinique, ces
données sont utiles pour guider la prise en charge des sujets a risques.
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PERSPECTIVES

Dans ce travail, nous avons obtenu des résultats pouvant avoir un impact sur la
prise en charge des porteurs de mutations et de leur famille ATTRv. Ces travaux

ont ouvert de nouvelles voies a explorer. Ainsi, il serait intéressant par la suite de :

1. Estimer le risque de maladie sur des échantillons ATTR non-V30M plus
importants, afin de préciser le risque de maladie pour chacune des
mutations. D’autre part, il serait important d’estimer les risques dans les
autres populations d’amylose ATTRv européennes (Allemagne), asiatiques

(Japon), autres...

2. Estimer la fonction de pénétrance en tenant compte des trois covariables
simultanément analysées dans ce travail (Origine, Sexe, Sexe du parent
transmetteur) dans les familles ATTRV30M. Cette analyse devrait permettre

de hiérarchiser les différents profils a risque et d’ajuster la prise en charge ;

3. Préciser les estimations de risques avec des covariables biologiques telles
que des résultats d’étude GWAS;

4. Déméler le réle d'autres genes modificateurs liés a la variabilité de I'age de
début chez les patients ATTRV30M, en identifiant et en caractérisant de
nouveaux géenes candidats. Dans ce contexte, la réalisation d'un RNA-Seq
pour étudier les changements d'expression génique différentielle entre les

patients d’age de début inférieur et supérieur a 50 ans serait pertinente.

5. Enfin, la construction de modéles animaux développant une
symptomatologie superposable a 'ATTRv chez 'homme serait utile pour
I'étude de la régulation de I'expression de géne. Un modele animal pourrait
aider a la compréhension des mécanismes responsables de la formation de
dépbts d'amylose, étape nécessaire pour de nouvelles orientations

thérapeutiques.
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ANNEXES
Annexe 1

Projet d’étude collaboratif sur la pénétrance des ATTRv.

COLLABORATIVE PENETRANCE STUDY PROJECT ON HEREDITARY
TRANSTHYRETIN AMYLOID NEUROPATHY

V. Planté-Bordeneuvel?, F. Gorram?!2, F. Alarcon3, G Nuel*

1. Department of Neurology- Amyloid network- University hospital Henri Mondor, Créteil- France

2. Amyloidosis Clinical Research group — University Paris Est-Créteil — France

3. Laboratory MAP5 - UMR CNRS 8145-Paris Descartes University — France

4. Institute of Mathematics, National Center for French Research, Laboratory of Probability,
University Pierre et Marie Curie, Sorbonne University, France.

» Aim

Refine penetrance estimates in populations of transthyretin (TTR) familial amyloid polyneuropathy
(FAP) to guide genetic counseling and to better understand the mechanisms underlying the clinical
spectrum of the disease

» Background

Familial amyloid polyneuropathy (FAP) is the most severe autosomal dominant inherited neuropathy
of adulthood associated with mutations in the transthyretin (TTR) gene.

Significant phenotypic variability and range of age of onset are observed in families from different
geographic origin [7]

In this setting, penetrance is an essential parameter to gain more insight into the underlying
mechanism of such variability. Also, it allows guide genetic counselling as well as a more accurate
management of at risk individuals.

The penetrance is the risk for a mutation carrier of being affected. It increases with age and is
therefore calculated as a cumulative risk of being affected at a given age (penetrance function).

In the historical study, Andrade (1952) concluded that the FAP was autosomal dominant with high
penetrance [3]. Subsequent genealogical studies suggested that penetrance was incomplete and
variable among families.

In previous studies, we obtained unbiased penetrance estimates based on maximum likelihood using
parametric survival analysis approach [6,9,10], based on family data obtained through affected
individuals.

Main results:

In these works, we obtained penetrance estimates in different samples of TTR-FAP (i.e. Portugal,
France, Sweden and Brazil) using the parametric PEL approach (see below) which corrects the
ascertainment bias. By the age of 80 years, penetrance was found high although incomplete in all 4
populations i.e. from 52% up to 90% in the Swedish and Portuguese or Brazilians families,
respectively [6,9,10].

However penetrance values at intermediate ages display significant differences. For instance, the
risk of disease at 50 years is only 18% in French carriers versus 80% in Portuguese and Brazilian
carriers respectively [9,10]. In a large population sample from Sweden, we found lower penetrance
although higher than previously estimated: i.e. cumulative risk was 11% by age 50 and 69% by age
90 years [6] [These results are in line with the differences of age of onset observed in TTR-FAP
patients from these areas.

In addition, other variables were unraveled in the tested populations according their geographic
origin. For instance in the French families, the risks were found to be lower in Val30Met carriers than
in carriers of other mutations [6]. In Sweden, significant regional differences of penetrance were
observed. Also, penetrance was significantly different according the sex of the transmitting parent

Page | 170




with a higher risk when the disease was inherited from the mother [6]. This trend was subsequently
found in other samples, e.g. Portuguese and French families [4]. In contrast, we could not
demonstrate clear cut differences of risk according to gender in the populations.

In recent study, we showed significant differences of penetrance profiles of 4 pathogenic mutations
of TTR (ATTR-Val30Met, ATTR-Ser77Tyr, ATTR-lle107Val, ATTR-Ser77Phe) the most encountered
in our population of hATTR [5].

» Purpose

To obtain penetrance estimates in a wider population of TTR-FAP across Europe and other
continents (South America, USA, Australia...). To compare parametric penetrance estimates to non-
parametric estimates obtained with a newly developed approach.

» Methods
In previous work, we estimated penetrance in families ATTR (French, Portuguese, Swedish and
Brazilian) using a parametric approach (Proband's phenotype Exclusion Likelihood) [1].

PEL is a method based on maximum likelihood using a survival analysis using a mixture between a
Weibull distribution and a “non-susceptible” component to allow for incomplete penetrance. In this
setting, penetrance estimates are accurate if the true value of the penetrance is close to the Weibull
model. If this condition is not fulfilled, the estimates might be inaccurate.

Therefore, we sought to revisit the PEL for penetrance estimation and recently developed a new non-
parametric approach derived from the PEL named non parametric survival estimate (NPSE), recently
published [2]. Such approach requires no prior assumptions on the shape of the penetrance function
and produces a Kaplan-Meier estimator. Thus, it allows fit any penetrance shape without bias. Also,
it allows take into account covariates such as sex, parent of origin through a Cox model to examine
their effect on the risk of disease.

To illustrate the potentialities of this new approach, we performed preliminary analysis on our
previous data sets of 158 ATTR families including 33 Portuguese, 77 Swedish and 48 French
kindreds. Comparison between data obtained with the previous PEL method and the new non-
parametric approach displays good fits of penetrance functions in all 3 samples. In addition, it
confirmed the ability of the method to adjust on covariates like sex, parent of origin, TTR variant [2,
5]

Finally, to provide valid estimates of penetrance, it is desirable to collect extensive and reliable
information on the family structure and on as many family members as possible, in each pedigree.
To this end, a new software, Pedigree-XP, has been developed with a private partner (PC-Pal).
Pedigree-XP is adapted specifically to our project. It is a simple convenient tool to enter appropriate
information on family members.

In order to keep confidentiality, all data will be anonymized with a code attributed for every site. Then,
each individual will be identified by a number in the shared data. All private data will be masked
accordingly.

In the setting of penetrance study, the following items are desirable for all individuals: date of birth
and date of the last news (or death). Enter the TTR genotype if known. Regarding the phenotype, if
an individual is an asymptomatic carrier, enter the date of the last news (date of the last visit or date
of the last reliable news by hearing through family members). In affected individual, enter the date of
onset (i.e. first symptom certainly related to the disease). The information to be collected for each
family is listed in the User’s guide.

For the purpose of penetrance analysis, the appropriate data will be easily exported as an Excel file
as explained in the Ped-XP install file enclosed.

» Expected results and perspective

The aim of the present study is to refine penetrance estimates of TTR- FAP in the different
populations using a non-parametric approach, with the ability to adjust on covariates.

This work will provide useful information for genetic counseling in TTR- FAP. Indeed, knowledge of
the risk of being affected at various ages will help substantially to improve the follow up of
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asymptomatic carriers and the management of patients at the very onset of symptoms. At present,
the usefulness of presymptomatic diagnosis is particularly relevant with the upcoming new
therapeutic agents.

In addition, we hope that this study will contribute to a better understanding of the mechanisms
underlying the disease expression.
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Annexe 2

L’algorithme Expectation-Maximisation.

Exemple d’application de I'algorithme EM :
On suppose un mélange de deux lois exponentielles de parametres A; et A,.
Notons,

A : une variable latente qui suit une loi de Bernoulli de parametre p.
T : le temps observé avant 'événement d’intérét défini par :

T =T Tp=0y + T2 Lia=qy

oU T, ~Exp(A,)etT, ~Exp(d,) et A~ B(p)

La figure 1 représente I'histogramme des données simulées a partir du mélange de

lois considérées (10000 observations ont été générées).
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On note f,(t) la densité de T, ou le parametre 8, que I'on cherche a estimer, est le
vecteur 60 = (p, A4, 45).

Nous avons recours a l'algorithme EM pour estimer le paramétre 6. On appelle
qe (t;, ;) la vraisemblance des données complétes (T, A) qui s’écrit :
A t; € R* et 61' € {0,1}

qo (ti, 8)) = pa (81 fria (8, 67)

s, _ Ts _ — . - .
=p =) (1 —p) =) (/113 M1iNig,0) + Ape T2 (1 - ﬂ{5i=0}))

Il s’en suit la vraisemblance pour notre n échantillon s’écrit :

qo (T, A) = TIix1pa (8) fria (ti, 67)

n ol At Aot
= p P} (1 p) 0 [T [y e ™M1t Tsmgp + Ape ™20 (1 = Tgsmgy)]

On en déduit donc la fonction Q de 'algorithme EM

Q(610010) = Eg,,[log qo (T, D)|T = t;]

n n n
= Eq,, [z Iis;=0y logp + (n —Z lis,=0)) log(1 —p) + Z log (Are™Mtils oy + Ape ™25 (1 = gs,0)) IT = ¢;

i=1 i=1 i=1

n n
= logp Z Egold []1{51‘:0}|T = ti] +log(1 —p)(n — Z Eeom (ﬂ{5i:0}|T = ti))

i=1 i=1

n
+ Z Eg,,, [(108(A1) — A1ty) Lis,e0y|T = t;] + Eag,,, [(0g(A,) — Ayt;) Lgsqy|T = t]

i=1

Or,
[Egald[(log(ll) — Mtp) ﬂ{b‘i:o}lT = ti]
= (log(41) — A1ty) Ey,, (ﬂ{5i=o}| T = ti)

= (log(41) = A441t;) P(6; = 0| T = t;)
g, (t)
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Donc on obtient :

Q(816,14) = logp Z g, (t;) +log(1 —p)(n — Z Mg, (&) + Z [(og(A1) — Aity) Mg, () + (log(A2) — Axt;) (1 —Tg,,, (£))]
i=1 i=1 i=1

=logp Z Mg,,, (t;) +log(1 —p) (Tl - Z g, (Q‘))
=1

i=1

) [0g(A) Tayy, (6 + 10g(22) (1= T, (6)) = Aatall, (6) = (1 = Ty, (Gt
i=1

Ainsi, pour connaitre entierement la fonction de Q(616,,4) il suffit de déterminer les

probabilités conditionelles de I1,  (¢;) pouri =1, ..., n.

Or M, (t)=P(@=0T=t)
fr(t)
_P(Ty=¢t)P(5,=0)
B fr(t)

p exp(4)
pexp(41) + (1 —p) exp(4,)

On obtient les dérivées partielles suivantes :

?21 Hen,d(ti) _ n + ?21 Heold(ti)

0
%Q(9|9)— =7 1=p

9 iy 0, ) X
EYR Q(816,.) = %— Z t:11,,(t:)
i=1

On obtient donc les estimateurs p et 1, suivants :

n
1 — i=1 g, (t:)
p=" > Ty, () T = s
ng e EE Gl ()

La procédure est la méme pour obtenir I'estimateur de 1,
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Nous allons appliquer cela a un échantillon de 3500 individus avec un taux de censure
de 40%. Nous simulons un mélange de deux lois exponentielles connues et nous
essayons d’estimer les parameétres a l'aide de [lalgorithme EM. Les valeurs
considérées sont :

1

1
—=250; =25

1=06;p,=04;
P1 y D2 ’/‘l; /’l;

Les distributions des deux lois sont données dans le graphe suivant :
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Aprés, application de I'algorithme EM sur notre échantillon avec les valeurs

considérées suivantes (p’; =0.6; p, = 0.4; Ai = 250; ,% = 25), on obtient les
1 2

estimations ci-dessous apres 500 itérations :

p1=0.6; p, =04; 232.5; == 244

2| =
S| =
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Les courbes de convergence sont présentées dans la figure 3.
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Annexe 3

Répartition géographique des familles ATTRv de notre centre (CHU Henri-Mondor).
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Annexe 4

Programme et condition de PCR utilisés pour I’amplification du géne de la TTR.

Nous avons réalisé une PCR en utilisant les 2 jeux d’'amorces suivants :
e TTR-F1 (+1) ATGGCTTCTCATCGTCTGCT et
e TTR-R1 (+419) GCCGTGGTGGAATAGGAGTA
o TTR-F2 (+27) CTGCCTTGCTGGACTGGTAT et
e TTR-R2 (+356) TCGTTGGCTGTGAATACCAC

Protocole pour 1 échantillon :
Préparation du MIX PCR
1) 13,5 uL d’eau stérile
2) 2 uL de Tampon 10X et de dNTP
3) 0,4 pyL d’'amorce
4) 0,6 pL de MgCl2(50mM) et 0,1 pL de la DNA Taq

Préparation de la solution PCR
1) Ajouter au MIX PCR 1 yL d’ADN
2) Pour le témoin négatif ajouter au MIX PCR 1 yL d’eau

Programme PCR

Température Heur Nombre de
(°C) e cycles
94°C 5 min Activation enzymatique
94°C 20 Dénaturation
sec
35 58°C 20 Renaturation/Extension
cycles Sec 35 Cycles y — -
o 30 Désactivation enzymatique
72°C
sec
72°C 10 Extension finale pour homogénéiser les longueurs
min de fragments
10°C 0 Maintien
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