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Résumé

L’angiopathie amyloide cérébrale (AAC) et les calcifications cérébrales primaires (CCP)
sont deux types de microangiopathie cérébrale caractérisées par des dépots au niveau de
la paroi des petits vaisseaux (respectivement dépéts de peptide AB ou dépots
phosphocalciques). Ces entités recouvrent une importante hétérogénéité clinique malgré
une convergence sur le plan physiopathologique vers des altérations de l'unité neuro-
vasculaire dans les deux cas. Une meilleure caractérisation des phénotypes cliniques,
radiologiques et biologiques permettrait d’améliorer la précision du diagnostic et la
connaissance des facteurs pronostiques de I'AAC et des CCP. De plus une meilleure
compréhension des facteurs génétiques impliqués contribueraient a l'identification des
mécanismes sous-jacents impliqués, étape nécessaire pour identifier de futures cibles
thérapeutiques. Les deux objectifs généraux de ce travail ont été I'étude de la diversité
clinico-radiologique de plusieurs formes de ces microangiopathies et I'étude de leur
déterminisme génétique.

Dans un premier temps, nous avons pu identifier un phénotype bien reconnaissable,
incluant des signes moteurs au premier plan avec dysarthrie initiale, atrophie
cérébelleuse et un pattern de calcifications sévéres avec atteinte pontique du tronc
cérébral dans une forme autosomique récessive de CCP liée a des mutations
nouvellement décrites de MYORG (n= 16 patients). Concernant ensuite les AAC, une étude
visant a mieux caractériser un phénotype particulier d’AAC, les formes inflammatoires et
concernant 48 patients, a permis de les intégrer comme un sous-type d’AAC notamment
favorisé par la présence d’'un génotype APOE=4. A I'inverse, une importante hétérogénéité
clinique et radiologique a pu étre décrite chez 24 porteurs de duplications du gene APP,
une forme héréditaire de maladie d’Alzheimer et d’AAC. La recherche de variations
génétiques impliquant le géne APP ou les génes adjacents n’a pas permis d’expliquer cette
variabilité d’expression qui semble donc potentiellement liée a d’autres modulateurs
d’expression clinique. Pour palier cette importante hétérogénéité, il était important de
rechercher d’autres marqueurs, non cliniques, contribuant a établir un diagnostic
précoce et de précision. Ainsi les biomarqueurs du liquide cérébro-spinal(LCS) et plus
particulierement le dosage du peptide AB40 chez n=63 patients, ont montré une
altération dans plus de 85% des cas d’AAC et pourraient améliorer les performances des
critéres radiologiques modifiés de Boston qui a ce jour ne tiennent pas compte de cette
information. De plus certaines caractéristiques d’'un hématome lobaire, visibles déja sur
le scanner sans injection comme l’extension en doigt de gant et I’hémorragie sous-
arachnoidienne aigue associée contribuent également au diagnostic d’AAC comme le
montre le travail réalisé chez 102 patients aux urgences avec hémorragie intracérébrale.
Par ailleurs, le déterminisme génétique de I'’AAC est actuellement insuffisamment
investigué. L’identification pour la premiére fois d’une triplication du gene APP souligne
I'importance de la recherche systématique de mutations causales mais aussi d’anomalie
du nombre de copies de ce géne en cas d’AAC précoce. Néanmoins, ces formes
exceptionnelles ne sauraient expliquer I'ensemble des formes d’AAC, majoritairement
sporadiques. Dans l'objectif d’explorer I'hypothése d’'une contribution polygénique dans
I’AAC, avec intervention de facteurs de risque génétiques, un premier travail a permis de
connaitre la distribution des variants pathogénes concernant SORL1, TREM2, ABCA7,
ABCA1 et ATP8B4, tous liés a la voie amyloide (production ou clairance du peptide Af) et
déja identifiés dans la maladie d’Alzheimer.



A l'avenir, une étude cas-témoin avec l'objectif de recruter une cohorte de 100 patients
permettra de préciser I'impact des variants rares au sein de ces génes et définir les
risques qu’ils conférent. En outre, la poursuite d’analyses pangénomique de cas d’AAC
trés précoce, notamment par comparaison du cas index avec ces 2 parents indemnes (n=4
actuellement disponibles) constitueront une opportunité d’identifier de nouveaux genes
et potentiellement de nouveaux mécanismes physiopathologiques de I’AAC.

Abstract

Cerebral amyloid angiopathy (CAA) and primary brain calcifications (PBC) are two types of cerebral
microangiopathy characterized by deposits in the wall of small vessels (AB peptide deposits or
phosphocalcic deposits). These entities are related to an important clinical heterogeneity despite a
convergence on the pathophysiological level as the alterations of the neuro-vascular unit in both cases. A
better characterization of the clinical, radiological and biological phenotype would improve the accuracy
of the diagnosis and the knowledge of prognostic factors in CAA and PBC. Furthermore, a better
understanding of the genetic factors would contribute to the identification of the underlying mechanisms
involved, a necessary step to future therapeutic targets. To contribute to this goal, the two general aims of
this work were to study the clinical-radiological diversity of several forms of these microangiopathies and
to study their genetic determinism. First, we were able to identify a distinct phenotype, including major
motor signs with initial dysarthria, cerebellar atrophy and extensive calcifications, notably pontine in an
autosomal recessive PCC linked to MYORG mutations (n=16 patients). A study focusing on CAA
inflammatory forms gathered 48 patients and has integrated them as a subtype of CAA, possibly promoted
by the presence of an APOEe4 genotype. Conversely, significant clinical and radiological heterogeneity was
described in 24 patients carrying duplication of the APP gene, an inherited form of Alzheimer's disease
and CAA. The search for genetic variations involving the APP gene or adjacent genes did not explain this
variability in expression, which therefore seems to be potentially linked to other modulators of clinical
expression. To overcome this significant heterogeneity, it was important to search for other, non-clinical,
markers to help in early and accurate diagnosis. Thus, cerebrospinal fluid (CSF) biomarkers, and more
particularly the determination of AB40 peptide in n=63 patients, showed an alteration in more than 85%
of CAA cases and could improve the performance of the modified Boston radiological criteria which to
date do not take this information into account. In addition, certain characteristics of a lobar hematoma,
already seen on the non-contrast CT scan, such as finger-like extension and associated subarachnoid
hemorrhage also contribute to the diagnosis of CAA, as shown by the study of 102 emergency patients
with intracerebral hemorrhage. Furthermore, the genetic determinism of CAA is currently insufficiently
investigated. The identification for the first time of a triplication of the APP gene underlines the
importance of systematically searching for punctual mutations but also for copy number variation of this
gene in early-onset CAA. Nevertheless, these rare cases cannot explain the majority of sporadic forms of
CAA. We therefore studied the polygenic hypothesis with the involvement of several genetic risk factors in
CAA. In order to explore the hypothesis of a polygenic contribution in CAA, with the intervention of
genetic risk factors, a first work was performed to know the distribution of pathogenic variants within
SORL1, TREM2, ABCA7, ABCA1 and ATP8B4 genes, all of them linked to the amyloid pathway (production
or clearance of AP peptide) and already identified in Alzheimer's disease. In the future, a case-control
study with the objective of recruiting a cohort of 100 patients should allow to specify the impact of rare
variants within these genes and to better define the risks they confer. In addition, the pursuit of genome-
wide analyses of very early CAA cases, in particular by comparing the index case with its two unaffected
relatives (n=4 currently available), will provide an opportunity to identify new genes and potentially new
pathophysiological mechanisms of CAA



Liste des principales abréviations

AAC : Angiopathie Amyloide Cérébrale

APP : Amyloid Precursor Protein

AP : Peptide amyloide-f3

APOE : Apolipoprotéine E

BHE: Barriere hémato-encéphalique

CADASIL : cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and
leukoencephalopathy

CCP : Calcifications Cérébrales Primaires

MB : Cerebral microbleeds

CSS: Cortical Superficial Siderosis

CGH : Comparative Genomic Hybridization

CNV : Copy Number Variation

DNF : Dégénérescences Neuro-Fibrillaires

EOAD : Early Onset Alzheimer Disease

GWAS : Genome-Wide Association Study

ICH : Intracerebral Hemorrhage

IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique

JAM2 : Junctional Adhesion Molecule 2

LCS : Liquide cérébro-spinal

MA : Maladie d’Alzheimer

MYORG : Myogenesis-Regulating Glycosidase

NGS : New / Next Generation Sequencing

NVU : Unité Neurovasculaire

OR : Odds Ratio

PS : Plaques Séniles

PDGF-B : Platelet-Derived Growth Factor B

PDGFR( : Platelet-Derived Growth Factor Receptor 3
QMPSF : Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent fragments
SLC20A2 : Solute Carrier Family 20 (Phosphate transporter), Member 2
SPECT : Single-Photon Emission Computerized Tomography
TDM : Tomodensitométrie

TEP : Tomographie par Emission de Positons

UTR : Untranslated Region

WES: Whole-exome sequencing

XPR1 : Xenotropic and Polytropic Retrovirus Receptor 1
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4. PREAMBULE : MICROANGIOPATHIES CEREBRALES -
HETEROGENEITE PHYSIOPATHOLOGIQUE ET EXPRESSIONS
CLINIQUES MULTIPLES

On désigne sous le nom de microangiopathies cérébrales, les 1ésions de la paroi des
artéres cérébrales de petit calibre, sans préjuger de leur nature. Il s’agit d’'un terme
générique qui regroupe plusieurs entités trés hétérogenes. Elles peuvent étre d’origine
génétique, auto-immune ou inflammatoire mais aussi liées au vieillissement ou a
I'hypertension artérielle (HTA). L’HTA est la premiere cause de microangiopathie
cérébrale. Une classification de ces maladies des petites arteres a été proposée en 2010
(1) mais de nombreuses publications récentes ont foncierement enrichi nos
connaissances sur le sujet. La prédilection cérébrale des microangiopathies s’explique
par certaines caractéristiques inhérentes a la vascularisation cérébrale,
comparativement aux vaisseaux périphériques. En effet, les vaisseaux cérébraux
comportent moins de cellules musculaires lisses, une moindre circulation collatérale et
I'absence de limitante élastique externe. Les microangiopathies prédominent souvent au
niveau de la substance blanche, ou la densité vasculaire est moins importante que dans
la substance grise. Le type de lésion vasculaire peut étre en revanche variable.

Sur le plan histologique, on peut retrouver des modifications structurelles comme la
lipohyalinose et artériosclérose de la microangiopathie hypertensive, une atteinte du
collagene, constituant essentiel des membranes basales de I'’endothélium vasculaire
dans le cadre de mutations des genes COL4A1 et COL4AZ2, ou encore un dédoublement de
cette méme membrane basale liée a une protéine anormalement tronquée dans le cadre
de mutation du géne TREX1. Des altérations liées a une inflammation transmurale de la
paroi vasculaire sont présentes dans les vascularites des petits vaisseaux. Ces entités ne
seront pas abordées dans ce travail de these.

D’autres microangiopathies sont en revanche liées directement a la présence de dépots
ou accumulation au sein de la paroi des petits vaisseaux. Ces dépoOts peuvent étre de
nature tres différente. Dans le CADASIL (cerebral autosomal dominant arteriopathy with
subcortical infarcts and leukoencephalopathy), du matériel granuleux appelé GOM
(granular osmiophilic material) s’accumule au contact des cellules musculaires lisses.
Dans l'angiopathie amyloide cérébrale (AAC), on retrouve des dépdts vasculaires de
protéine amyloide (le plus souvent A) et dans les calcifications cérébrales primaires
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(CCP), on retrouve des dépots phosphocalciques dans les parois des capillaires et dans
les espaces périvasculaires a I'origine de ces calcifications.

La topographie des lésions est variable, touchant de fagon préférentielle les arteres
perforantes profondes dans la microangiopathie hypertensive ou dans le CADASIL, et ne
touchant exclusivement que les arteres corticales et leptoméningées de petit calibre
dans ’AAC. Les arteres leptoméningées ont peu de ramifications et surtout des rapports
trés importants avec les pieds astrocytaires. Les astrocytes font partie de 'unité neuro-
vasculaire et leurs pieds entourent le vaisseau. L’'unité neurovasculaire (NVU) est
composée par certains éléments cellulaires adjacents aux capillaires et régule I'interface
sang/parenchyme cérébral. L’élément central de la NVU est la barriere hémato-
encéphalique avec la cellule endothéliale, les pieds astrocytaires, les péricytes et la
microglie qui régulent sa perméabilité. Globalement, tous les composants de la NVU
(sauf la microglie) participent au couplage neurovasculaire et une altération de la NVU
peut conduire ou participer a une microangiopathie. La NVU participe par exemple au
drainage des peptides amyloides, qui est altéré dans ’AAC du sujet agé et ce sont
principalement des altérations des péricytes et astrocytes qui sont a I'origine des dépots

phosphocalciques dans les CCP.

Variation d’expression des microangiopathies: Spectre clinico-radiologique
commun et spécifique

Un phénotype commun est retrouvé au sein de ce groupe hétérogene de
microangiopathies cérébrales ou leuco encéphalopathies vasculaires au sens large.

Des marqueurs radiologiques sont en effet partagés par plusieurs entités: La
leucopathie est un élément majeur dans le CADASIL , la microangiopathie hypertensive
mais aussi dans I’AAC. Des lésions ischémiques profondes de type lacunaire sont
retrouvés dans le CADASIL et la microangiopathie hypertensive alors que les
manifestations hémorragiques sont au premier plan dans 'AAC et les mutations des
genes COL4A1 et COL4A2. Des microsaignements sont présents dans la tres grande
majorité des microangiopathies cérébrales, toutes causes confondues. Les calcifications
font également partie de leur spectre radiologique. Elles peuvent étre corticales ou
prédominer au niveau des noyaux gris centraux, comme dans les CCP. Des calcifications,
notamment occipitales, sont retrouvées dans certaines formes d’AAC et correspondent

sur le plan histologique a des zones de dépdts amyloides tres séveres. Enfin, d’autres
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calcifications peuvent découler de mécanismes génétiques tres variables: Atteinte
ribosomale par mutation du gene SNORD118 dans les leucopathies kystiques calcifiantes

(LCC) ou atteinte du collagene dans les mutations des genes COL4A1 et COL4AZ.

A l'inverse, une méme entité de microangiopathie peut étre responsable de phénotypes
trées hétérogeénes. Ainsi, '’AAC se manifeste principalement par des hémorragies
spontanées lobaires, des symptomes neurologiques transitoires mais aussi des troubles
cognitifs, le CADASIL par des crises migraineuses avec aura, des infarctus répétés
conduisant a un état dit « multi-lacunaire » avec troubles cognitifs et troubles vésico-
sphinctériens. Les CCP se manifestent principalement par des troubles psychiatriques,
des syndromes extrapyramidaux avec troubles de la marche et mouvements anormaux

mais peuvent aussi étre compléetement asymptomatiques.

Bien que les microangiopathies soient liées a des mécanismes primaires communs, par
atteinte de la paroi des petits vaisseaux, structurelle ou liée a des dépdts en son sein,
elles englobent pourtant un spectre clinique tres large. Un méme phénotype peut
découler de plusieurs causes, tout comme a I'inverse, une méme cause peut s’exprimer
par des situations cliniques trés diverses, ce qui complexifie beaucoup l'étude des
microangiopathies. Il est ainsi primordial d’aborder leur spécificité pour un diagnostic

de précision.

Intérét des études phénotypiques des microangiopathies

Certaines entités rares ont été décrites ces dernieres décennies principalement grace a
I'avenement de 'IRM mais également par l'identification de nouvelles causes génétiques.
Peu de traitement curatif spécifique des microangiopathies sont disponibles a I'heure
actuelle mais l'attente des cliniciens pousse les équipes de recherche a mieux
comprendre les mécanismes de ces pathologies pour développer a terme de nouvelles
cibles thérapeutiques. Des progreés considérables ont été réalisés par exemple dans le
cadre de microangiopathies d’origine génétique comme le CADASIL, avec 'identification
de mutations causales de NOTCH3. Depuis, de nombreux travaux en imagerie ont permis

la construction d’'un modele de maladie des petites arteres profondes, applicable a un

plus grand nombre de patients.
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L’angiopathie amyloide cérébrale (AAC) représente une entité de définition complexe et
de diagnostic difficile. Ses manifestations cliniques et radiologiques sont tres variées.
L’AAC integre probablement plusieurs sous-groupes, sous-tendant des mécanismes
physiopathologiques et génétiques différents. Une association a une maladie
d’Alzheimer (MA) est fréquente et complexe a aborder. Cette pathologie est relativement
fréquente chez la personne agée et de présentation souvent sporadique. Cependant, des
débuts précoces avec déterminisme potentiellement génétique existent et sont encore
imparfaitement élucidés. Ces cas rares pourraient servir de modeéle afin de mieux
appréhender les spécificités clinico-radiologiques de 'AAC et étre appliquées au plus
grand nombre. Un exemple concret est l'utilisation des AAC liées des mutations du gene
APP de type Hollandaise comme modele ayant servi a développer les criteres
diagnostiques, basés sur l'imagerie cérébrale et actuellement utilisés pour I'AAC
sporadique (2).

L’objectif général de ce travail de thése est ainsi de mieux caractériser le spectre
phénotypique et radiologique des microangiopathies liées a une accumulation de
dépots comme I'AAC et les CCP mais aussi de mieux comprendre certains des

déterminants génétiques de ces microangiopathies.



5. INTRODUCTION GENERALE : LES CALCIFICATIONS CEREBRALES
PRIMAIRES

Les calcifications cérébrales primaires (CCP) ou anciennement « maladie de Fahr » sont
caractérisées par la présence de dépots phosphocalciques au niveau des vaisseaux dans
les Noyaux Gris Centraux (NGC) (striato-pallidaux) principalement, mais aussi dans les
noyaux dentelés du cervelet, la substance blanche et le cortex. Ces dépots sont
bilatéraux et visualisés sur I'imagerie cérébrale, soit sur tomodensitométrie (TDM) soit
sur imagerie par résonnance magnétique (IRM). Cette entité est cliniquement et
génétiquement hétérogene, avec 6 genes connus pour étre impliqués (SLC20A2, PDGFB,
PDGFRB, XPR1, MYORG et JAM?2). De nombreuses dénominations ont été utilisées pour
désigner cette entité clinico-radiologique et depuis l'identification des premiers génes
causaux, le terme « primaire » doit étre utilisé, et non plus « idiopathique » (3). Dans les
formes Mendéliennes, bien que la pénétrance « radiologique », a savoir la présence de
calcification soit systématique au-dela de 50 ans, la pénétrance «clinique » est
extrémement variable : Plus d’un tiers des patients porteurs de mutations pathogénes
sont asymptomatiques et la sévérité des symptdmes quand ils sont présents est
également tres variable(4)(5). I peut s’agir principalement de syndrome
extrapyramidal, de mouvements anormaux et/ou troubles psychiatriques ou cognitifs a
des degrés tres divers. Il existe une importante diversité inter et intrafamiliale.

De nombreux diagnostics différentiels peuvent également conduire a des calcifications
de méme topographie. En effet, des calcifications asymptomatiques liées au
vieillissement sont relativement fréquentes, identifiées sur environ 5,5 a 20 % des TDM
chez les patients de plus de 50 ans (6). Selon une étude japonaise menée sur plus de
5000 patients hospitalisés de facon consécutive et ayant bénéficié de TDM sans
injection, 20.5% présentaient des calcifications, avec un effet de I'age(7).

De plus, un bilan étiologique exhaustif a la recherche de cause secondaire doit étre
réalisé et notamment bilan phosphocalcique, métabolique et mitochondrial avant de
parler de calcifications primaires. La prévalence exacte de la maladie reste méconnue et
probablement sous-estimée en raison de la fréquence non négligeable de porteurs
asymptomatiques. On décrit souvent une prévalence de 2.1/10000 dans la littérature

mais une étude récente multicentrique chinoise rapporte plutét une prévalence de
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6.6/10000(8). Les études épidémiologiques sont difficiles a mener car inclure
uniquement les patients symptomatiques sous-estimerait la prévalence. A I'inverse, une
étude incluant tous les patients présentant des calcifications quelque soit leur degré ou

sans bilan étiologique préalable conduirait a une surestimation de la prévalence.

5.1. MANIFESTATIONS CLINIQUES

b

Les CCP peuvent donner lieu a une importante diversité clinique allant de I'absence
complete de manifestations ou uniquement des céphalées ponctuelles a des troubles
neuropsychiatriques séveres. Un travail de méta-analyse a été effectué en 2021 portant
sur les 517 patients diagnostiqués CCP avec un diagnostic génétique établi et rapportés
dans la littérature(4). Cette méta-analyse n’a pas identifié de prédominance masculine ni
féminine dans les CCP. L’age médian de début chez les 209 patients symptomatiques
était de 43 ans mais pouvant aller de l'enfance (cas symptomatique a 1lan) jusqu'a un
age avancé (87 ans). Vingt-deux patients avaient un age de début avant 10 ans. Les
patients avec un début précoce présentent plus souvent des signes psychiatriques et/ou
cognitifs et les tableaux tardifs comportent plus souvent des signes moteurs(9). La
diversité inter mais aussi intrafamiliale est majeure: 31.6% des patients porteurs de
mutations étaient asymptomatiques dans cette méta-analyse. Chez les patients
symptomatiques, 27 % rapportaient des signes moteurs isolés, 31 % uniquement des
symptomes non moteurs au premier plan et 42 % des symptomes moteurs et non
moteurs(4).

Dans certains cas, I'imputabilité des calcifications dans les symptomes présentés par le
patient peut étre discutée : La découverte de calcifications peut étre fortuite si I'imagerie
cérébrale est réalisée pour des céphalées ponctuelles ou des troubles psychiatriques
chez un patient jeune par exemple ou alors pour des troubles cognitifs d’autre origine
(Alzheimer ou vasculaire) chez un patient plus agé.

Globalement, d’apres la mise a jour faite en 2015 de la série francaise de CCP (total 57
patients), les 3 catégories de symptdomes les plus fréquents sont les signes
psychiatriques (présents dans 75% des cas symptomatiques) puis moteurs (60%) et
enfin cognitifs (57%) (9). Parmi les signes moteurs, un syndrome parkinsonien est le
plus fréquemment rapporté, suivi ensuite par des tremblements. D’autres mouvements
anormaux (dystonie mais aussi chorée ou dyskinésies), des troubles d’élocution ou

syndrome cérébelleux font également partie du spectre clinique rencontré dans les CCP.
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D’apres la méta-analyse des 209 patients symptomatiques avec diagnostic génétique
établi rapportés dans la littérature, 13% présentaient un syndrome dépressif récurrent
et 9% une psychose mais ces chiffres varient beaucoup selon les séries(4). Quelques
rares patients présentent une déficience intellectuelle mais la plupart du temps, les
manifestations cognitives se développent a l'dge adulte pouvant aller jusqu’a un
syndrome démentiel. I s’agit plus fréquemment de troubles mnésiques de type sous-
cortico-frontal et de syndrome dysexécutif (10). Des crises d’épilepsie sont rares(11). A
I’heure actuelle, il n’existe pas de corrélation génotype-phénotype dans les formes
autosomiques dominantes et aucun signe spécifique n’est évocateur de l'implication

d’un géne plus qu’'un autre (9).

5.2. MANIFESTATIONS RADIOLOGIQUES
Le TDM est I'examen clé pour détecter les calcifications. Elles apparaissent comme des

hyperdensités spontanées dont la densité est proche de celle de I'os. Elle sont bilatérales
et symétriques et touchent automatiquement les noyaux gris centraux(4). Le cervelet, le
thalamus et la substance blanche sont le siege de calcifications respectivement dans
58%, 53% et 43% des cas avec diagnostic génétique identifié (4). Des calcifications
corticales et notamment occipitales peuvent étre retrouvées, plus souvent en cas de
mutation SLC20A2 (mais pas en cas de mutation PDGFRB en revanche) (Figure 1).
L’étendue et le degré de calcifications augmentent avec 1'age au diagnostic (encore plus
chez des patients porteurs d’'une mutation causale comparativement aux patients sans

diagnostic génétique).

Figure 1- Différentes topographies des calcifications chez un porteur de mutation
SLC20AZ2 - Adapté a partir de Nicolas et al (9)

Coupes axiales de TDM sans injection montrant des calcifications au niveau A,B) des
hémispheres cérébelleux (noyaux dentelés notamment), C,D) des thalami et noyaux
lenticulaires, E) au niveau de la substance blanche sous corticale et F) au niveau du

cortex occipital
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La probabilité d’étre symptomatique augmente avec chaque région calcifiée
supplémentaire et avec la sévérité des calcifications(12) (Figure 2) . En revanche, il n’y a
pas de corrélation linéaire entre la localisation des calcifications et le spectre clinique.
En termes de corrélation entre le génotype et l'imagerie, les patients porteurs de
mutations de SLC20AZ2 ont globalement des calcifications plus séveéres que ceux porteurs
de mutations de PDGFB puis PDGFRB (9). Une partie de notre travail sur les CCP a
comporté l'analyse radiologique et la comparaison de I'ensemble des patients porteurs

de mutations causales dans la série francaise de CCP.

Figure 2 - Données d’imagerie des 517 patients rapportés dans la littérature avec CPP et
mutation génétique identifiée. E) Régions cérébrales signalées contenant des
calcifications ; (F) relation entre le nombre de régions cérébrales calcifiées et le statut

symptomatique ou non des patients -Extrait de Balck et al, 2021 (4)
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Une des difficultés dans la démarche diagnostique de CCP est d’établir un seuil a partir
duquel les calcifications ne peuvent pas étre considérées comme liées a I'age. En 2013,
un score de cotation visuelle de calcification a été mis au point, de 0 a 80 permettant
ainsi de classer ces calcifications comme pathologiques ou non en fonction de 1'age (12).

Un score est attribué pour chaque localisation de calcifications, de 0 a 5 et additionné
pour obtenir le score total (Figure 3). Les sites sont : Noyau lenticulaire / Noyau caudé /
Thalamus /Cortex/Substance blanche sous-corticale/Hémispheres cérébelleux/Vermis/
Pont/Mésencéphale / Moelle épiniere. Cette étude s’est basée sur 'analyse de 600 TDM
chez des contrdles (patients consécutifs hospitalisés en neurologie, tous motifs
confondus). Les seuils retenus comme non pathologiques sont dépendant de 1'age et
sont considérés comme en dessous du 1¢T percentile, soit TCS (total calcification score) a

0 avant 40 ans, 4 entre 40 et 60 ans et 5 apres 60 ans.
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Figure 3- Grille de cotation de 0 (absent) a 5 de chaque site présentant des calcifications

selon le score de calcification proposé par Nicolas et al (12)
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En IRM, les calcifications sont moins bien visibles que sur le TDM. Elles apparaissent en
hyposignal T1 et T2 et sont mieux vues sur les séquences T2* ou séquences de
susceptibilité magnétique (SWI, SWAN)(13). Une IRM doit cependant étre
systématiquement réalisée afin de rechercher des lésions de substance blanche qui
peuvent étre associées aux CCP (14) mais aussi d’autres lésions comme des kystes par
exemple qui orientent vers des causes de calcifications secondaires.

Enfin, peu de données sont disponibles sur le DAT (dopamine transporteur) scanner
mais sembleraient retrouver une déperdition dopaminergique pré synaptique (18) et le
TEP (tomographie par émission de positon) au 18-FDG montre une hypofixation
striatale et corticale(19). L'imagerie fonctionnelle en SPECT au 99mTc-HMPAO montre
aussi une hypoperfusion des noyaux gris centraux mais aussi de certaines régions

corticales (orbito-frontal, préfrontale, cingulaire)(20).

5.3.DEMARCHE DIAGNOSTIQUE
Avant de pouvoir parler de CCP, deux grandes étapes doivent étre effectuées :

1) S’assurer que les calcifications ont un score élevé et ne sont donc pas considérées
comme physiologiques, liées a I'age. En effet, des microcalcifications typiquement
bipallidales peuvent étre liées a un vieillissement sans complication particuliere

et ne s'accompagnent pas de symptomes.
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2) Exclure les causes secondaires de calcifications. En effet, les CCP sont un
diagnostic d’élimination et la démarche diagnostique doit passer par I’exclusion
de diagnostics différentiels. Les principaux diagnostics différentiels a évoquer
sont les troubles du métabolisme phosphocalcique (hypo ou
hyperparathyroidie), des mitochondriopathies ou bien des lésions acquises,
infectieuses ou post-radiques par exemple (3)(15). Plusieurs publications ont
suggéré des diagrammes dans la démarche diagnostique (Figure 4). Ce bilan doit
étre adapté en fonction de la présentation clinique, du terrain du patient. Si les
calcifications ont été découvertes sur TDM, un complément minimal par IRM est
requis. De méme, un bilan biologique minimal comportant un bilan
phosphocalcique sanguin et urinaire doit étre systématique (calcémie,

phosphorémie, dosage de vitamine D, PTH et calciurie, phosphore urinaire)

(16)(17)

| Calcifications bilatérales des NGC : points-clé du bilan étiologique ]

Antécédents personnels
Irradiation cérébrale, chimiothérapie, levcémie,
infection materno-foetale, traumatismes craniens
repétés, arguments en faveur d'une maladie auto-
immune

Antécédents familiaux
- Arbre génealogigue
Examen physiq

- Signes d'ostécdystrophie héréditaire d’albright®
- Morphologie, taille, périmétre crdnien
- Arguments en faveur d'une maladie auto-immune
Bilan phosphocalcique
- Sanguin : calcium, phosphore, vitamine D**,
PTH, activité GSalpha
- Urinaire (24h} : calcium et phosphore

Arguments en faveur
d’une maladie mitochondriale
- Lactates, pyruvates sanguins
selon éléments cliniques et généalogiques : lactatorrachie,
IRM avec spectroscopie, activite enzymatique chaine
respiratoire sur biopsie musculaire, recherche des principales,
mutations de 'ADN mitochondrial,...

Autres éléments biologiques
- NFS, ionogramme sanguin, réserve alcaline
Ammoniémie, acides aminés sanguins,

+ acldes organiques urinaires, oligo et mucopolysaccharides urinaires
- Ferritinémie, + bilan cuprique
VIH, VDRL-TPHA (selon contexte)
- Facteurs antinucléaires
+ autres maladies auto-immunes

Examen ophtalmologique
Cataracte

Anomalies au fond d'eell : rétinite pigmentaire,

tortuosités rétiniennes

IRM cérébrale
- Anomalies &tendues de substance blanche
- Troubles de gyration, kystes
Atrophie

Radiographies des mains et pieds
- Signes d'ostéodystrophie hereditaire dAlbright*
Fractures, kystes osseux

> Petite taille
< Microcéphalie

f = Dysmorphie Poursuivre le bilan étiologique,

> Début trés précoce (< Sans) en particulier métabolique
= Atrophie focale

= Atyple calcifications
> Consanguinité / transmission récessive possible

[ Absence de cause identifiée*** - diagnostic d’'IBGC ]

Figure 4 - Bilan étiologique a réaliser devant des calcifications intracérébrales - Extrait

de Nicolas etal (17)
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A T'heure actuelle, il n’existe pas de critére diagnostique validé. Des criteres proposés
par Ramos dans Gene Reviews en 2017 (3) requiérent au moins cinq conditions : 1) une
symptomatologie neurologique progressive, incluant souvent une pathologie du
mouvement et/ou des manifestations neuropsychiatriques ; 2) la présence de
calcifications bilatérales affectant au minimum les noyaux gris centraux; 3) I'absence
d'anomalies biochimiques et de symptomes suggérant une maladie mitochondriale,
meétabolique ou un autre trouble systémique 4) I'absence de cause infectieuse, toxique
ou traumatique 5) un contexte familial compatible avec une transmission autosomique
dominante (Il est important de noter que ces criteres ont été rédigés avant la découverte

de forme de CCP autosomique récessive).

5.4. ANATOMOPATHOLOGIE
Les caractéristiques histologiques des calcifications primaires sont aspécifiques et

similaires aux calcifications secondaires, identifiées par exemple en cas de trouble
phosphocalcique(18)(19). Les dépdts sont situés au sein des parois des capillaires,
artérioles, veinules, et dans les espaces périvasculaires (20). Les dépots sont
principalement phosphocalcique mais d’autres minéraux peuvent étre présents aussi
(aluminium, cobalt, cuivre, molybdeéne, fer, plomb, manganése, magnésium, phosphore..)
(3). Les cellules les plus touchées sont les cellules vasculaires musculaires lisses et les
péricytes (21). Lorsque l'atteinte capillaire est évoluée, on observe la disparition des
cellules endothéliales et de la membrane basale (absence compléte de collagene) et la
présence uniquement de sphéroides de calcium. Ceci donne un aspect de « capillaires
fantomes » (Figure 5).

En microscopie électronique, on retrouve proche de ces calcifications des astrocytes
réactifs mais également une microglie activée, reflet de processus d’inflammation

chronique. Une neurodégénérescence a aussi été décrite autour des calcifications (21).

Figure 5. Examen anatomopathologique de calcifications vasculaires chez un patient
porteur de mutation SLC20AZ2 - Extrait de Miklossy et al (21)

A,B) Technique Gallya silver mettant en évidence des dépéts calciques, irréguliers le long des
capillaires et images de sphérules calcifiées et disparition des cellules endothéliales donnant
I'aspect de capillaire fantéme C) Représentation schématique des différents éléments de l'unité
neuro-vasculaire (Jessen et al, 2015 Copyright 2015, Springer US)
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5.5.DETERMINISME GENETIQUE

Les CCP sont une entité génétiquement hétérogene, avec six genes identifiés a ce jour.
Les mutations au sein de 4 d’entre eux (SLCZ20A2, PDGF,PDGFRB et XPR1) sont héritées
selon un mode autosomique dominant et plus récemment, la transmission autosomique
récessive a été identifiée pour MYORG et JAMZ2. Les mutations de SLC20A2 représentent
la cause la plus fréquente de CCP avec cause génétique identifiée (58,3 %), suivies par
des mutations de PDGFB (17,8%) et de MYORG (13,5%), et enfin XPR1 (6,3%) et PDGFRB
(2,5%)(22). La pénétrance «radiologique » semble étre compléte avec calcifications
cérébrales systématiques au-dela de 50 ans. En revanche, la pénétrance « clinique » est
extrémement variable allant d’'une symptomatologie mineure ou inexistante a un
phénotype précoce et sévere. De ce fait, pour parler d’apparenté non atteint dans les
études génétiques, 'absence de calcifications sur TDM, réalisé apres 50 ans est
nécessaire. La stratégie génétique ces 10 dernieres années a été principalement des
approches intrafamiliales avec souvent analyse de liaison et étude de genes candidats.
Dans les formes autosomiques dominantes, aucune relation claire entre le génotype et le

phénotype n'a été établie (Figure 6).
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Figure 6 - Manifestations cliniques rapportées en fonction du gene impliqué selon méta-

analyse- Extrait de Westenberger et al (22)

Nombre de patients en ordonnée, yes = signe présent, no = absent et unknown = donnée

indisponible

5.5.1. Mutations de SLC20A2

Le gene SLC20A2 code pour PiT2, un co-transporteur transmembranaire de phosphate

inorganique et de sodium. Il importe le phosphate dans la cellule. Les premieres

mutations pathogénes ont été identifiées en 2012 dans des familles chinoises,

brésiliennes et espagnoles (23). Ces mutations entrainent une perte de fonction, avec

une diminution de limportation du phosphate inorganique et accumulation en

extracellulaire de ce phosphate inorganique(24). SLC20AZ2 est exprimé dans le cerveau

mais faiblement dans les cellules vasculaires musculaires lisses et les péricytes, cellules

les plus touchées par les calcifications(25). Il a alors été suggéré que 'augmentation du

phosphate inorganique extracellulaire entralnait secondairement une accumulation de

phosphate de calcium via un autre transporteur, PiT1l, qui lui est exprimé
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majoritairement dans ces cellules musculaires lisses. Ce transporteur PiT1 est codé par
SLC20A1, dont I'expression chez la souris est dépendante de SLC20AZ2 (26)(27).

A ce jour, plus de 40 mutations faux-sens de SLC20AZ2 sont décrites, la plupart privées
(c’est-a-dire portées par un seul malade) et situées tout le long du gene(28). La plus
fréquente mutation (c.1723G>A; p.Glu575Lys) a été retrouvée chez cinq patients(4). La
plus grande série de patients mutés SLC20A2 comprend 218 patients issus de 29
familles(29). Une large délétion de la totalité du gene SLC20A2 avec genes adjacents(30)
mais aussi des délétions de petite taille (partielles de SLC20A2)(31) et mutations non-
sens ont été rapportées, de méme que des variants dans la région non-codante 5’UTR du
gene(32). Al'heure actuelle, SLC20AZ2 représente le gene majeur causal de CCP, avec des
mutations retrouvées dans pres de 50% des familles, dans plusieurs séries (29)(33). Ces
chiffres ne sont cependant pas retrouvés dans notre série francaise de plus de 200 cas,
avec antécédents familiaux mais incluant aussi des cas sporadiques (environ 14% des
patients avec mutation SLC20A2).

Le mécanisme causal le plus probable est une haplo-insuffisance (le produit d'un seul
allele actif est synthétisé en quantité insuffisante pour permettre le fonctionnement
normal de la cellule)(23)(29). Les souris homozygotes knock-out Slc20a2 présentent
des agrégats faiblement calcifiés au niveau cérébral et qui augmentent avec l'age(34). Le
phosphate dosé dans leur LCS (liquide céphalo-spinal) est plus élevé que chez les souris
sauvages, suggérant que PiT2 joue un rdle dans le transport du phosphate inorganique
du LCS vers le plasma(35). Ces agrégats calcifiés se situent a l'intérieur ou autour des
vaisseaux sanguins du thalamus et ganglions de la base principalement et semblent
prendre naissance dans les péricytes et les astrocytes(36). Ces souris homozygotes
knock-out présentent aussi des anomalies extra-neurologiques, au niveau du squelette
avec une diminution de la densité minérale osseuse(37). Des résultats contradictoires
avec parfois absence de calcifications sont retrouvés chez les souris knock-out

hétérozygotes Slc20a2 (38)(34).

5.5.2. Mutations de PDGFRB

Le géne PDGFRB code pour une tyrosine kinase de surface, appelée récepteur béta du
facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFRB). Ce récepteur et son ligand, le

facteur de croissance béta dérivé des plaquettes(PDGFB) sont impliqués dans les
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processus d’angiogenese, d'hématopoiese précoce et dans le maintien de I'intégrité de la
barriere hémato-encéphalique (BHE)(39). PDGFRB est une protéine transmembranaire
comportant cinq domaines extracellulaires de type immunoglobuline C2, un domaine
transmembranaire et un domaine tyrosine kinase.

Les cellules musculaires lisses et les péricytes qui expriment a leur surface le récepteur
PDGFRB vont étre recrutées par les cellules endothéliales qui sécretent le ligand PDGFB
(40). La liaison de 2 récepteurs au ligand (qui est un dimere) active une cascade de
signalisation intracellulaire(41). Les mécanismes par lesquels les variants pathogenes
conduisent aux calcifications ne sont pas encore élucidés. L’identification du gene
PDGFRB dans les CCP découle de I'analyse d’'une grande famille francaise en 2013 (42).
Les mutations identifiées sont des variants faux-sens entrainant une perte de fonction
par haplo-insuffisance. Aucune récurrence interfamiliale n’a été rapportée jusqu’a
présent. La plupart des variants sont situés dans le domaine tyrosine kinase et
bloquent l'autophosphorylation du récepteur(43) mais d’autres altérent sa stabilité
(44). 1l est intéressant de noter que des variants gain de fonction de PDGFRB sont
connus pour étre responsable de myofibromatose infantile et du syndrome de Penttinen

(trouble de vieillissement prématuré)(45).

5.5.3. Mutations de PDGFB
Le gene PDGFB code pour un précurseur du principal ligand de PDGFRB. Des variants

pathogénes ont été identifiés initialement au sein de 2 familles (24). Quelques autres
familles ont été rapportées depuis (46)(47).

Il s’agit principalement de variants faux-sens et non-sens mais des mutations d’épissage
ont été rapportées également. Une délétion partielle des exons 2-5 a été identifiée chez
un cas sporadique avec calcifications des noyaux gris centraux et leuco encéphalopathie
sévere (48).D’apres les études in vitro, ces mutations entrainent une perte de fonction
par probable haplo-insuffisance également.

Dans les modeéles murins, le knock-out homozygote pour PDGFRB conduit a une
mortalité périnatale liée a une altération sévere des cellules musculaires lisses et
vasodilatation cérébrale(49). Cest le modele homozygote pour une mutation
hypomorphe partiellement inactivante de PDGFB qui a permis I’'étude des mécanismes

physiopathologiques ; montrant le développement avec I'age, de calcifications multiples,

co-localisées avec les vaisseaux sanguins uniquement au niveau cérébral (42). Comme
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les modeéles murins hétérozygotes SLC20AZ2, les modeéles hétérozygotes PDGFB ne

développent pas de calcifications cérébrales.

5.5.4. Mutations de XPR1
Le géne XPR1 code pour un récepteur rétroviral, une protéine transmembranaire qui a

un réle d’exportateur de phosphate inorganique (50). XPRI est exprimé de facon
ubiquitaire mais de fagon plus marquée au niveau cérébelleux et du striatum.

Dans une grande famille nord-américaine (51)(52), un variant faux-sens a été détecté
dans un domaine hautement conservé du gene XPR1 (53). Depuis, d’autres familles,
notamment francaises ont été rapportées(54). Au total, 32 patients sont porteurs de
variants faux-sens uniquement(4). Peu de données phénotypiques sont disponibles. Les
variants pathogenes identifiés entrainent une perte de fonction par haplo-insuffisance
(55). Elles semblent localisées dans un « hotspot », dans le domaine SPX dont on ne
connait pas bien la fonction au niveau protéique(16). D’apres les études in vitro, il y a
arrét de l'efflux de phosphate inorganique, entrainant son augmentation au niveau
intracellulaire mais aussi accumulation de phosphate de calcium(23). Il est intéressant
de noter que '’exportateur XPR1 co-localise avec le récepteur PDGFRB(55). Sur le plan
des modeles animaux, le poisson zebre portant une mutation dans xprlb, proche de

XPR1 humain, présente une perte microgliale et présente une ostéoporose (56).

5.5.5. Mutations de MYORG
En 2018, le premier géne causal de CCP associé a une transmission autosomique

récessive a été identifié chez six familles chinoises (57). Ce gene code pour une
glycosidase, transmembranaire. Il est exprimé de fagon ubiquitaire mais de fagon plus
marqué au niveau cérébral et notamment au niveau astrocytaire. En revanche, il n’est
pas exprimé au niveau des péricytes par exemple (57). Au niveau intracellulaire, Myorg
est localisé dans le réticulum endoplasmique. Son réle serait donc la régulation de la
glycosylation des protéines dans le réticulum endoplasmique des astrocytes. A I'heure
actuelle, on sait peu de choses sur la maniére dont les mutations de MYORG peuvent
provoquer des calcifications cérébrales et aucun cas d'autopsie n'a encore été rapporté.
L’hypothese principale est une altération astrocytaire et consécutivement une altération

de l'unité neuro-vasculaire.
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Les souris homozygotes knock-out MYORG sont viables et présentent des calcifications
a partir de 9 mois, ce qui est plus tardif que les autres modeles murins de CCP
autosomique-dominant.

Aucun phénotype reconnaissable n’a pu étre établi dans les formes dominantes de CCP.
Un de nos premiers objectifs de travail sur les microangiopathies cérébrales avec dépots
a été 'étude phénotypique de patients porteurs de mutation MYORG afin d’identifier un
pattern clinico-radiologique spécifique pouvant guider le clinicien et les analyses
génétiques. L’enjeu est ici le conseil génétique, ou les informations données aux familles
dépendent étroitement de la connaissance que nous avons des phénotypes (expression

clinique, age de début et mode de transmission de la maladie).

5.5.6. Mutations de JAM2
L’année qui a suivie la découverte des mutations de MYORG, un autre gene associé a une

transmission autosomique récessive a été identifié chez 3 familles : JAMZ2(58). JAM2 code
pour une protéine de jonction serrée, principalement exprimée par la cellule
endothéliale et les astrocytes, jouant un réle majeur dans l'intégrité de la barriere
hémato-encéphalique et I'adhésion cellulaire. Peu de temps apres, quatre autres familles
ont été décrites(59) avec analyses fonctionnelles supplémentaires. L’approche dans ces
2 études a été une cartographie d’homozygotie et WES (whole-exome sequencing). Les
variants identifiés a I'état homozygote ou hétérozygote composite sont tronquants ou
faux-sens.

Les premiers patients décrits présentaient des difficultés d'apprentissage et de
'épilepsie, des symptomes psychiatriques, une ataxie cérébelleuse, des signes
extrapyramidaux et des calcifications étendues a l'imagerie cérébrale (notamment au
niveau du tronc cérébral). Le mécanisme de perte de fonction a été souligné par les
analyses in vitro montrant une diminution d’expression de JAMZ et l'absence de la
protéine JAM2 dans les fibroblastes chez les patients porteurs de ces variants. Les souris
homozygotes knock-out Jam2 présentaient un phénotype clinique et des calcifications
cérébrales similaires a ce qui est observé chez ces familles. Sur le plan histologique, une

perte neuronale et astrogliose ont été décrites.

A T'heure actuelle, les mécanismes expliquant comment des calcifications vasculaires

peuvent retentir sur le fonctionnement neuronal sont encore méconnus. Les
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calcifications microgliales et astrocytaires et l'altération de la barriere hémato-
encéphalique pourraient engendrer des phénomeénes inflammatoires et de
neurotoxicité.

Dans d’autres microangiopathies avec dépdts comme I’AAC, les retentissements
neuronaux peuvent étre expliqués au moins en partie directement par la présence de

dépots au niveau parenchymateux souvent associés aux dépots vasculaires.

5.5.7. Nombreux cas sans diagnostic génétique
Bien que les connaissances sur le plan génétique aient considérablement évolué ces 10

dernieres années (Table 1), de nombreux cas de CCP restent sans diagnostic génétique.
Ceci représente encore plus de la moitié des patients selon la méta-analyse de plus de
500 cas publiés(4) et selon notre série francaise (52%).

En effet, nous constituons au laboratoire une série de patients présentant des CCP pour
lesquels un exome peut étre réalisé. Les patients ont pour la plupart au préalable une
recherche ciblée de mutations ponctuelles et délétions des genes SLC20A2 et PDGFB.
Pour étre inclus, il faut présenter des calcifications bilatérales, présentes au minium au
niveau lenticulaire, avec un score TCS dépassant le seuil pathologique et un bilan de
recherche de diagnostics différentiels négatif.

Il s’agit pour beaucoup de cas d’allure sporadique mais la difficulté est que ceci ne peut
étre affirmé qu'une fois s’étre assuré de l'absence de calcifications sur un TDM des
apparentés (compte tenu du caractere fréquemment asymptomatique de ces
calcifications). Beaucoup sont probablement des transmissions autosomiques
dominantes avec un parent pauci ou asymptomatique en réalité. Néanmoins, quelques
cas de mutation de novo ont été rapportés, notamment des mutations dans SLC20A2 et

dans PDGFB(60)(48).
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Table 1 - Formes autosomiques dominantes et récessives de CCP

Formes autosomiques dominantes Formes récessives

Génes connus SLC20A2/XPR1 : Perte de fonction de transporteurs | MYORG >> JAM 2
de phosphate & Anomalie du métabolisme
intracérébral du phosphate

FPDGFB/PDGFRB : Perte de fonction de facteur de
croissance dérivé des plaquettes et son récepteur,
présents sur les péricytes : Altération BHE ?

Physiopathologie Ossification de I'unité neurovasculaire Mécanisme ?
Astrocytes réactifs Expression astrocytaire
Jonctions serrées cellules
endothéliales
Présentation clinique | Trés variable Signes moteurs
Pas de corrélation phénotype-génotype connue prédominants?
Sévérité variable ++ Dysarthrie ?
Diversité intra et inter familiale
Pénétrance clinique Incomplete (33% asymptomatique) Complete?

BHE : barriére hémato-encéphalique

Figure 7 - Genes impliqués dans les CCP et convergence vers l'unité neuro-vasculaire -
De Gaél Nicolas

MYORG
(astrocytes)

Secreted PDGFB
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Erdotebal cot
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6. INTRODUCTION GENERALE : ANGIOPATHIE AMYLOIDE
CEREBRALE

L'AAC est caractérisée par des dépots amyloides dans les parois des arteres, des
artérioles et, moins souvent, des capillaires et des veines du systeme nerveux central
(SNC). Les dépots amyloides sont liés a un défaut de conformation de certaines
protéines, entrainant leur agrégation et la formation de fibrilles hautement insolubles,
riches en conformation (3-plissée. Différentes protéines amyloides peuvent provoquer
une AAC, focalisée uniquement au SNC ou s’étendant au niveau systémique(61): la plus
fréquente est 'AAC liée a des dépdts de peptides B amyloide (AB). La premiere
description clinique d’AAC a été faite par Scholz en 1938 et les fibrilles amyloides
extraites des vaisseaux leptoméningés atteints ont ensuite conduit a la découverte du
peptide AB. D’autres protéines sont identifiées comme la cystatine C, la transthyrétine
ou la gelsoline mais contrairement a '’AAC liée a I'AB, ces différentes formes sont
extrémement rares et majoritairement d’origine génétique(62).

La trés grande majorité des AAC a AP sont d’allure sporadique et retrouvées
chez des patients agés. En effet, I'age est le facteur de risque le plus important. La
prévalence de I’AAC augmente ainsi avec I'age, allant de 2.3% entre 65 a 74 ans et
jusqu’a 12,1% apres 85 ans selon des études relativement anciennes basées sur examen
anatomopathologique (63). Il n’existe pas de prédominance sexuelle de la maladie. Une
forte association existe avec la maladie d’Alzheimer (MA) en raison de mécanismes
physiopathologiques communs (64). Globalement, la prévalence de ’AAC au sein de
différentes populations est difficile a établir compte tenu de chiffres tres variables en
fonction des différentes études anatomopathologiques publiées ces 30 dernieres
années : Cette prévalence va de 16 a 70% en population agée générale (65)(66) et de 20
a 100% chez les patients atteints de MA(67)(68). Basés sur une méta-analyse publiée en
2022 qui a intégré les données de 170 études et 73000 patients, nous retenons une
prévalence globale d’AAC de 5% en population générale agée sans trouble cognitif, tous
ages confondus et une prévalence de 48% chez les patients atteints de MA(69). En cas de
MA cependant, I’AAC est bien plus souvent modérée que sévere (seulement 23% des

cas) selon la classification histologique de Von Sattel.
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L’AAC peut étre asymptomatique mais se manifeste habituellement par des
hémorragies cérébrales spontanées récidivantes et des troubles cognitifs progressifs,
indépendamment de la survenue d’hématomes.

Il s’agit de la premiere cause d’hémorragie lobaire chez le sujet agé, apres 65
ans (70)(71). On estime que I'’AAC serait responsable d’environ 12 a 20% des
hémorragies cérébrales, tous ages confondus, ce qui en fait la 2¢me cause d’hémorragie
cérébrale primitive aprés I'HTA (69)(72). Schématiquement, I'HTA est responsable
d’hémorragie profonde (noyaux gris centraux, tronc cérébral) liée a une fragilité par
lipohyalinose des petits vaisseaux perforants profonds (on parle de « microangiopathie
hypertensive ») et 'AAC est responsable d’hémorragie de topographie lobaire, touchant
le cortex cérébral et la substance blanche juxta-corticale, en lien avec les dépots
amyloides au niveau des vaisseaux de petits et moyens calibre corticaux et
leptoméningés. Du fait de la prévalence élevée de 'AAC et de I'HTA chez les sujets agés,
certains patients présentent une « microangiopathie mixte » avec coexistence des deux
pathologies. Enfin, 'incidence des hémorragies lobaires aprés 75 ans a doublé durant les
20 dernieres années, suggérant l'impact croissant de I’AAC chez une population
vieillissante mais également 'usage accru des anticoagulants oraux(71). Il y a cependant
pour la premiére fois des données publiées cette année retrouvant une diminution apres
50 ans de l'incidence annuelle des accidents vasculaires cérébraux hémorragiques en
France entre 2008 et 2019 (73). Ceci est probablement en lien avec une meilleure prise

en charge de facteurs de risque cardio-vasculaire telle que 'HTA.

6.1. MANIFESTATIONS CLINIQUES
On peut classiquement subdiviser la sémiologie de I’AAC en 3 catégories

6.1.1. Hématomes spontanés lobaires
IIs se manifestent cliniquement de fagon souvent bruyante par la survenue brutale de

troubles de vigilance, de déficits focaux, parfois associées a des céphalées et nausées
et/ou crises d’épilepsie, révélant des hémorragies cérébrales intra parenchymateuses a
bords irréguliers, de topographie lobaire, corticale ou sous-corticale, préférentiellement
dans les régions postérieures, en particulier le lobe temporal et occipital(74)(75). Leur
volume est plus important que dans le cadre d’autres pathologies comme Ila
microangiopathie hypertensive(76). L’atteinte cérébelleuse est possible mais ne fait
désormais plus partie des criteres diagnostiques(2). Les régions profondes en revanche
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(substance blanche, noyaux gris centraux et tronc cérébral) sont classiquement
épargnées. Ces hématomes peuvent étre multifocaux et le risque de récidive est
important, de 7 a 10% par an (77). Une méta-analyse récente a montré que le risque
annuel de récidive était plus élevé en cas d’hématome lié a de I'’AAC comparativement
aux hématomes non liés a de '’AAC (7,4 % contre 1,1 %)(78). La présence sur I'imagerie
de nombreux microsaignements lobaires, d’hémosidérose, I'usage d’anti-thrombotiques
ou anticoagulants ou le génotype APOEe4 ou APOEs2 favorisent les
récidives(79)(78)(80). La mortalité est forte et le pronostic fonctionnel est souvent
sévere avec des séquelles importantes. Enfin, selon une étude récente prospective, la

survenue de démence aprés hémorragie cérébrale est de 14% a 1 an et 28% a 4 ans (34)

6.1.2. Auras amyloides
Il s’agit de phénomenes neurologiques transitoires, d'une durée inférieure a 30 minutes,

stéréotypés et récurrents. On parle également d’épisodes neurologiques focaux
transitoires (transient focal neurological event - TFNE en anglais) ou « amyloid spells ». 11
peut s’agir de symptomes positifs (paresthésies progressives, clonies, phénomeénes
visuels, etc...) ou négatifs (hémiparésie, aphasie, etc...). lls sont présents chez environ
14% des patients avec AAC (81). Leur mécanisme pourrait étre d’origine épileptique ou
lié a un processus de dépression corticale envahissante similaire a celui des auras
migraineuses(82). Les traitements antiépileptiques sont parfois efficaces. Ces
manifestations sont fortement associées a la présence de deux marqueurs radiologiques
d’AAC: la sidérose corticale superficielle et d’hémorragie sous-arachnoidienne de la
convexité, bien que non retrouvées systématiquement (83). Les amyloid spells sont de
mauvais pronostic, associé a la survenue dans la moitié des cas d'un hématome lobaire

dans I'année qui suit(81)(61).

6.1.3. Déclin cognitif
L’AAC favorise la survenue de troubles cognitifs par différents mécanismes: le

développement de troubles lié a la survenue d’hématomes cérébraux(84), un processus
neurodégénératif en lien avec une MA associée (64) ou bien une démence dite
«vasculaire », indépendamment de toute MA (85). En effet, plusieurs études ont
suggéré le role indépendant de '’AAC sur le déclin cognitif progressif. Une étude

longitudinale rassemble les données d’autopsies de plus de 1000 participants qui
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avaient bénéficié d’évaluation neuropsychologique annuelle plusieurs années avant leur
déces. Cette étude retrouvait bien une association entre une AAC modérée a sévere et
un déclin de la cognition globale, de la vitesse de perception, de la mémoire épisodique
et de la mémoire sémantique, méme apres ajustement sur l'dge et les lésions
anatomopathologiques de la MA (86)(87) (88).

Une hypothese est que la détérioration cognitive dans ’AAC puisse étre liée a une
hypoperfusion chronique, fortement associée aux images de leucopathie et micro-
infarctus visualisés sur 'IRM (89). Un nombre important de micro-saignements et
'atrophie corticale sont aussi associés a un déclin cognitif croissant dans I’/AAC(90)(91).
Les données concernant le lien entre cognition et sidérose sont plus rares mais il
semblerait que le score sur I'échelle cognitive MMSE (mini-mental evaluation scale) soit
plus bas en cas de présence d’hémosidérose (92).

Le profil neuropsychologique peut étre d’allure sous-cortico-frontale, c’est-a-dire avec
des difficultés mnésiques prédominant sur la récupération et des troubles dysexécutifs
au premier plan. A terme, tous les champs de la cognition peuvent cependant étre
altérés et parfois mimer une MA. Un profil neuropsychologique spécifique d’AAC est
ainsi difficile a définir (93)(94). En cas de MA associée, le profil cognitif correspond
facilement au premier plan a des troubles en mémoire épisodique d’allure

hippocampique avec difficultés de '’encodage, associée a des difficultés praxiques et

phasiques et/ou une anosognosie des troubles(95).

6.1.4. Formes inflammatoires : ABRA et CAA-ri
Il s’agit d'une forme beaucoup plus rare d’AAC qui se caractérise par un syndrome

neurologique hétérogéne d’apparition subaigué associée a des hypersignaux FLAIR de la
substance blanche chez une population moins agée (a partir de 40 ans selon les criteres
diagnostiques actuels) (96). Ceci est lié a une réaction inflammatoire en regard des
dépots vasculaires de peptide A, soit périvasculaire avec présence de cellules géantes
multinucléées : on parle alors d’AAC -ri (related inflammation en anglais), soit intra-

by

et/ou transmurale, angiodestructrice et associée a un infiltrat fréquemment
granulomateux: on parle d’angéite liée a I'Af (ABRA pour A related
angiitis)(97)(98)(99). Cette inflammation a lieu au niveau des arteres de petit et moyen
calibre ou les dépdts amyloides sont les plus séveres(100). Il s’agit probablement d'une

réaction auto-immune avec production d’anticorps anti AB, hypotheése illustrée par la
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présence de ces anticorps objectivés dans le LCS en phase aigiie, ceux-ci retrouvant une
concentration basale en phase de rémission(101).

En dehors de '’examen anatomopathologique, la distinction entre CAA-ri et ABRA est a
I'heure actuelle difficile tant sur le plan clinique que radiologique. Il est d’ailleurs
fréquent que les 2 sous-types coexistent chez un méme patient(102). Ils sont ainsi
fréquemment regroupés ensemble, sous le terme d’angiopathie amyloide de forme
inflammatoire (97).

Le mode de révélation est typiquement subaigu, de quelques semaines, pour un age
moyen de début des symptomes de 67 ans avec une discrete prédominance masculine
(102). La plupart des patients présentent des signes neurologiques focaux (déficit
moteur, troubles visuels allant jusqu’a la cécité corticale, troubles du langage) selon la
topographie de l'inflammation; des troubles cognitifs d’apparition rapidement
progressive voire troubles du comportement avec parfois des hallucinations visuelles, et
trouble de la vigilance. Les crises d’épilepsie, focales ou généralisées et les céphalées
surviennent globalement dans un tiers des cas. L'IRM montre de larges plages
d’hypersignal FLAIR de la substance blanche, s’étendant jusque dans les régions juxta
corticales avec atteinte des fibres en U mais épargnant le cortex, et pouvant atteindre de
maniere variable les régions profondes. Elles peuvent étre unifocales, mais sont plus
typiquement multifocales, bilatérales et surtout asymétriques comme précisé dans les
criteres diagnostiques établis initialement par Chung et al en 2011(103) et affinés par la
suite par Auriel et al en 2016(96). Les lésions hémorragiques d’AAC comme les
microsaignements ou hémosidérose sont retrouvées fréquemment au sein de ces plages
d’hypersignal FLAIR. Il peut exister une prise de contraste de ces 1ésions jusqu’a 70%
des cas, en lien avec l'cedéme vasogénique et la rupture de barriere hémato-
encéphalique mais également une prise de contraste leptoméningée associée parfois a
une dilatation et/ou sténose de plusieurs artéres intracraniennes, de maniere
segmentaire prenant alors l'aspect de vascularite de petits vaisseaux(104) . Il est
fréquemment utilisé de facon empirique en phase inflammatoire des traitements par
corticothérapie (souvent intraveineuse initialement, parfois relayée per os avec
décroissance progressive) ou immunosuppresseurs (cyclophosphamide principalement)
(102,105). A ce jour, leur efficacité n’a pas été démontrée de maniere robuste par des

essais randomisés mais plutot basée sur I'expérience de différents centres (106)(107).
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[Is sembleraient apporter une amélioration clinique a court terme dans plus de la moitié

des cas, mais néanmoins I'évolution a long terme reste incertaine a ce jour (108).

6.2. MANIFESTATIONS RADIOLOGIQUES

6.2.1. Micro-saignements ou microbleeds (MBs)
Leur détection ne peut se faire que par IRM, sur les séquences de susceptibilité

magnétique comme les séquences en T2 écho de gradient (T2EG ou T2*) ou encore les
séquences SWI ou SWAN qui ont une bien meilleure sensibilité(109) (Figure 8). Ils
apparaissent comme des hyposignaux arrondis de petite taille (inférieurs a 10mm)(78).
Dans I’AAC, ils sont de localisation lobaire, juxta corticale, et prédominent dans les
régions postérieures, a plus haute concentration en dépots amyloides(110).Dans la
microangiopathie hypertensive, les MBs sont principalement profonds, au niveau des
noyaux gris centraux. Des associations claires ont été établies entre MBs lobaires et
génotype APOEe4 d’une part et MBs profonds et HTA d’autre part(111). Des corrélations
ont également été démontrées entre la présence de MBs de topographie profonde et la
survenue d’hématomes symptomatiques profonds et la présence de MBs de topographie
lobaire et la survenue d’hématome lobaire(112). La présence de MBs profonds exclut le
diagnostic d’AAC selon les criteres diagnostiques en vigueur (2). Cependant, la présence
combinée de MBs lobaires et profonds est une situation fréquente en pratique courante,
jusqu’a 30% des patients avec HIC symptomatique et reflete probablement la
coexistence de microangiopathie hypertensive et d’AAC sous-jacentes(113)(114). Ainsi,
I'intégration dans les critéres diagnostiques d’un ratio MBs lobaires/profonds plutot a
été suggérée (115) mais n’apparait pas encore dans leur derniere version(2).

Des données récentes sont disponibles sur la prévalence des microbleeds strictement
lobaires au sein de différentes populations : Une méta-analyse a évalué leur prévalence a
22% en cas de maladie d’Alzheimer, 7% en population générale et 19% en cas
d’hématome cérébral, toutes localisations confondues (69). Globalement, des
microbleeds sont retrouvés chez 52% des patients avec AAC(76). Des échelles visuelles
validées sont désormais disponibles pour aider a leur cotation, comme la Microbleeds
Anatomical Rating Scale (MARS) par exemple (116). Des méthodes automatisées
d’analyse quantitative des MBs ne sont malheureusement pas encore disponibles. Sur le
plan anatomopathologique, les premieres études sur autopsies établissaient une
correspondance entre les microbleeds et une accumulation focale de macrophages
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chargés d’hémosidérine, au contact de vaisseaux préalablement fragilisés par
I'angiopathie(117). Les microbleeds seraient ainsi un reflet direct d’'un processus
hémorragique primaire. Cependant, d’autres hypotheses, plus récentes, évoquent
finalement un processus ischémique (par micro-infarctus) avec composant pétéchial.
Ces micro-infarctus n’étaient jusqu’a présent pas détectés sur l'imagerie. Le
développement de I'IRM 7 Tesla a permis de réaliser des études de corrélation entre
imagerie et analyse histologique, montrant que les microbleeds peuvent correspondre a
des substratum pathologiques hétérogenes et éventuellement des mécanismes
physiopathologiques différents: Phénomeénes ischémiques anciens, hémorragies
récentes...(118)(119)(120)

Une importante littérature ces dernieres années étudie leur valeur clinique et
pronostique. IIs sont en effet associés a une augmentation du risque de survenue d’HIC
(OR:3.93;95% CI:2.71-5.69) avec un effet-dose d’'une part mais également de mortalité.
(OR 1.36; 95%CI:1.24-1.48) et de démence (adj-HR:1.35;95%CI:1.00-1.82) d’autre part
(121)(122)(78)(123).

6.2.2. Sidérose corticale superficielle (SCS)
La sidérose corticale superficielle (SCS) est un autre marqueur diagnostique important

inclus dans les criteres de Boston modifiés [14]. On pense que la sidérose corticale
superficielle résulte d’extravasations répétées de produits sanguins dans l'espace sous-
arachnoidien a partir de vaisseaux fragiles affectés par 'AAC, aboutissant a des dépots
d'hémosidérine tapissant les sillons corticaux(124)(125). Elle apparait en IRM sur les
séquences T2* ou SWI ou SWAN comme des hyposignaux curvilignes « gyriformes »
recouvrant les sillons. Elle est définie comme focale (<3) ou disséminée (>3) selon le
nombre de sillons touchés. L’hémosidérose n’est pas visible en séquence FLAIR,
contrairement a ’hémorragie sous-arachnoidienne aigue qui apparait en hypersignal
FLAIR. Elle prédomine nettement a la convexité des hémispheres cérébraux(126),
contrairement a la sidérose superficielle du névraxe qui prédomine en sous-tentoriel
(souvent lié a une malformation vasculaire). Deux mécanismes ont été proposés (19):
I'extension sous-arachnoidienne d'un saignement a partir d'un hématome lobaire d’'une
part, et/ou la rupture des vaisseaux méningés directement dans l'espace sous-
arachnoidien d’autre part. En effet, de la SCS est souvent retrouvée chez des patients

diagnostiqués AAC, sans aucun hématome associé (20). Cependant, sa prévalence
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augmente en cas d’hématome associé. Retrouvée dans 20 % des patients AAC sans
hématome, elle I'est dans 40-60% avec hématome(82)(126). La prévalence de la SCS est
de 0,4- 0,7 % en population générale(127)(128) et de 2 a 5 % dans les centres
meémoire(129)(92). Ce marqueur hémorragique semble relativement spécifique d’AAC,
non retrouvé par exemple dans d’autres microangiopathies comme le CADASIL(130).
L’hémosidérose est fortement associée au génotype APOE¢Z et est apparue ces dernieres
années comme l'un des meilleurs prédicteurs d'une future hémorragie
lobaire(131)(132)(133). Une méta-analyse a montré que l'incidence de I'HIC par an était
de 11,1 % en présence d'hémosidérose et de 3,9 % sans (134). Ce risque augmente selon
I’étendue et le caractere multifocal de la SCS. La SCS se manifeste souvent par des TFNE
ou auras amyloides(135). Sur le plan histologique, I'hémosidérose semble associée a une
augmentation de 1'AB locale leptoméningée mais a une diminution de I'A globale
corticale. A contrario, les micro-saignements sont, eux, associés a une augmentation de
I'AB vasculaire corticale globale. Ainsi, cela pourrait correspondre a différents
phénotypes d’AAC: 1) des patients présentant une maladie leptoméningée et une
hémosidérose plus importante 2) des patients présentant une AAC corticale avec micro-

saignements plus importants.

6.2.3. Hémorragie sous-arachnoidienne (HSA) de la convexité
On distingue dans I’AAC, 'HSA isolée de la convexité et 'HSA associée a un hématome

lobaire (136). L'HSA associée a un hématome lobaire est plus fréquemment rencontrée
et apparait comme un critére diagnostique possible d’AAC, soit sur IRM (elle apparait
alors comme un hyposignal en T2* et en hypersignal en FLAIR, témoignant du caractere
récent de I'hémorragie) soit sur TDM sans injection (sous forme d’hyperdensité
spontanée) (137). Nous aborderons dans cette these sa valeur diagnostique en situation
d’urgence. Elle est facilement associée avec d’autres lésions hémorragiques dans ’AAC
et notamment de 1'hémosidérose (138). Elle est prédictive d'une extension de
I’hématome lobaire (139), d’'une récidive hémorragique (138) et d’'un mauvais pronostic

fonctionnel apres un hématome lobaire(140)

6.2.4. Lésions de substance blanche
Celles-ci sont liées a une hypoperfusion chronique de la substance blanche, vascularisée

par des arteres perforantes longues originaires des vaisseaux leptoméningés d'une part
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et a l'altération de la vasoréactivité cérébrale d’autre part (141). Les lésions de
substance blanche sont plus séveres dans I'’AAC que dans la MA ou que celles liées au
vieillissement(142)(143). Elles évoluent plus rapidement également(142)(144).
L’aspect est globalement peu spécifique, mais on note quelques particularités par
rapport a la leucopathie retrouvée dans 'angiopathie hypertensive : on peut retrouver
un pattern d’hypersignaux punctiformes de la substance blanche sous-corticale (pattern
« multi-spots»), ainsi qu’'une prédominance périventriculaire postérieure de la
leucoaraiose(2). Ces lésions sont le plus souvent symétriques et respectent les fibres en
U. La leucopathie est corrélée a l'atrophie cérébrale et a la dilatation des espaces
périvasculaires. Leur volume est corrélé a la charge amyloide détectée en PET-PIB(143).
L’échelle la plus communément utilisée est I'échelle globale de Fazekas (145).
Cliniquement, il y a une corrélation avec le déclin cognitif et le risque de

saignement(146).

6.2.5. Micro-infarctus corticaux
Tres souvent identifiés sur les études anatomopathologiques(147)(118), les micro-

infarctus ont longtemps été considérés comme invisibles sur I'RM. Le développement
d’IRM de meilleure résolution spatiale et notamment en 7 Tesla a permis de mettre en
évidence les lésions a la limite supérieure de la taille des micro infarctus (119).
Lorsqu’ils sont récents (moins de 15 jours), ils peuvent apparaitre en hypersignal en
séquence de diffusion (Diffusion-weighted imaging - DWI) de moins de 5mm, associé a
un hyposignal en ADC et un hypersignal FLAIR(148). La majorité des micro-infarctus
(dont le diametre est de moins de 1mm) ne sont pas visibles en imagerie courante.
Souvent silencieux, ils sont de topographie préférentiellement corticale ou sous
corticale. Ces 1ésions peuvent étre visibles soit lors de la survenue d’'un hématome
(possiblement reflet de la baisse agressive de la pression artérielle sur un terrain altéré
de vasoreéactivité cérébrale) ou bien lors du suivi du patient, évoquant alors plutot un
marqueur de lésions cérébrales continues (hypoperfusion et micro-embolies). Sur le
plan de I'imagerie, ils sont le plus fréquemment associés a I'atrophie cérébrale (149),
aux lésions de substance blanche (150), aux espaces périvasculaires dilatés et aux
micro-saignements(151), ce qui suggere qu'ils résultent en effet d'une artériopathie
chronique occlusive des petits vaisseaux(152)(153). Selon les études histologiques, les

micro-infarctus sont corrélés a une AAC avancée(154). On en retrouve dans pres de 15%
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des cas d’AAC selon les études d’autopsies (154) mais cette prévalence peut augmenter
jusqu’a 57% selon des études en IRM 3 Tesla (155), tandis qu'ils sont absents dans la MA
(154). Ils ne sont pas spécifiques de I’AAC et peuvent étre retrouvées dans la
microangiopathie hypertensive mais moins fréquemment(152). Bien que minuscules
individuellement, ils semblent avoir collectivement un impact clinique significatif et sont
associés a un déclin cognitif dans '’AAC (156)(89), a plus d’institutionnalisation (157) et

a un moins bon pronostic fonctionnel apres hématome(158).

Figure 8. Schéma regroupant les différentes manifestations radiologiques possibles de

I’AAC. Extrait de Cordonnier et al (159)
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6.2.6. Espaces péri-vasculaires dilatés
La dilatation des espaces périvasculaires (espaces de Virchow-Robin) dans I'’AAC est un

reflet d’'un défaut de drainage de liquide interstitiel et prédomine au niveau des centres
semi-ovales dans I’AAC, contrairement a la microangiopathie hypertensive ou l'on
trouve ces espaces péri-vasculaires dilatés au niveau des noyaux gris
centraux(160)(161)(162). Situés le long du trajet des arteres perforantes, ils
correspondent sur I'IRM a des lésions ayant le signal du LCS, de petite taille (moins de
3mm) (163)(164). Comme pour les microbleeds, des échelles semi-quantitatives ont
éte développées. Cet item a tout récemment intégré les critéres diagnostiques de
Boston pour les AAC sporadiques (2) et a également été retrouvé au sein de formes

héréditaires (mutation APP dite Hollandaise)(161). Une étude en IRM a montré une

corrélation avec la présence de sidérose corticale superficielle(165) et sur le plan
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clinique, ils semblent associés a un déclin cognitif(166). Sur le plan histologique, une
étude de corrélation imagerie-autopsie montre que les espaces périvasculaires dilatés
visualisés sur I'RM sont situés autour de la substance blanche proche des artérioles
perforantes corticales et leur étendue était associée a la gravité de I'AAC dans le cortex
sus-jacent. Au sein des vaisseaux avec espaces périvasculaires dilatés, on retrouve une
réduction marquée des cellules musculaires lisses et une accumulation forte d'Af

vasculaire s'étendant dans la substance blanche(167)(168).

6.2.7. L’atrophie corticale
Il s’agit d'un marqueur non spécifique de maladie neurodégénérative qui résulte d’'une

perte neuronale principalement mais aussi probablement de remaniements secondaires
aux lésions de microangiopathies(169). L'atrophie est également associée aux lésions de
substance blanche(170). Il s’agit d’'un marqueur d’AAC corrélé au déclin cognitif, et cela
méme indépendamment d’'une MA associée(171)(172). Ces études se sont basées sur
les formes héréditaires d’AAC avec mutation d’APP dite Hollandaise, ou 1'on observe
uniquement des dépots amyloides vasculaires, sans lésion caractéristique de MA

associée (plaques amyloides parenchymateuses et dégénérescences neuro-fibrillaires).
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Figure 9. Lésions hémorragiques et non hémorragiques associées a ’AAC - Extrait de

Kozberg et al, 2022(173).

Rangée supérieure (de gauche a droite) : Tomodensitométrie sans contraste puis IRM séquence de
susceptibilité magnétique SWI. Ligne du bas (de gauche a droite) : IRM séquence FLAIR, IRM
séquence T2, IRM séquence de diffusion, IRM séquence FLAIR. Les fléches indiquent des exemples

représentatifs de chaque lésion dans chaque panneau.

6.3. Critéres diagnostiques révisés de Boston
La premiere version de ces criteres date de 2001(174), développée par I'équipe de

Boston dirigée par Steven Greenberg, et deux autres versions ont depuis permis
d’améliorer leur spécificité mais surtout leur sensibilité (126)(2). Ces criteres
catégorisent '’AAC comme certaine (post-mortem, sur autopsie) ou probable avec
preuve anatomopathologique (a partir d'un hématome évacué ou biopsie cérébrale) si
des dépots vasculaires A3 ont été mis en évidence sur le plan histologique. Une AAC
peut étre probable ou possible, sans examen histologique, en fonction des lésions
hémorragiques présentes sur 'IRM cérébrale. Les seules 1ésions inclues initialement
étaient les hématomes et micro-saignements, manquant surtout de sensibilité.
L’hémosidérose corticale n'a été intégrée qu’'en 2010, suite notamment a plusieurs
études des AAC héréditaires, liées a une mutation APP dite Hollandaise. Ceci a
considérablement amélioré la sensibilité sans altérer la spécificité des criteres. Ces
révisions ont été basées sur la comparaison d'un groupe de 38 patients ayant une AAC
définie histologiquement et un groupe de 22 patients ayant un hématome intra-
parenchymateux sans mise en évidence d'AAC a l'histologie. Ces critéres révisés ont
alors montré des sensibilités allant de 57,9 % a 76,9 % et des spécificités allant de 87,5
% a 100 % (163,174). L’hémosidérose plus particulierement montre une tres bonne
spécificité. Pour parler d’AAC probable, plusieurs lésions hémorragiques strictement
lobaires (corticale ou juxta-corticale) sont nécessaires, avec une spécificité des criteres
révisés de Boston de 100%. On parle d’AAC possible en cas de lésion hémorragique
lobaire unique et la spécificité des critéres diminue alors fortement, a 62%. Néanmoins,
les différentes lésions hémorragiques - hématome, microsaignement et hémosidérose -
sont incluses dans ces critéres sans réelle considération de la gravité comme la taille, la
topographie ou leur nombre. Intégrer le caractere disséminé ou non de I'hémosidérose,

le nombre de microsaignements par seuil > 5, >10.. ou encore la topographie occipitale
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des lésions pourrait améliorer encore la précision des criteres. De plus, ils ne prennent
en compte que les lésions visualisées sur I'IRM et n’integrent pour le moment pas
d’autres types de preuve de dépdts amyloides, comme les biomarqueurs du LCS ou le
PET-PIB.

Ces critéres n'ont également pas les mémes performances diagnostiques selon la
présentation clinique initiale (115). En effet, la sensibilité est assez faible (42,4%) en cas
de troubles cognitifs ou d'épisodes neurologiques focaux transitoires comme
présentation initiale par rapport a la survenue d’'un hématome lobaire symptomatique
(175). Enfin, I'accessibilité a 'RM peut étre limitante (comparativement au TDM par
exemple), dans des situations d'urgence ou dans des pays émergents.

La derniere version v2.0 est parue en aolt 2022(2) (Table 2). Cette étude a été basée sur
un recrutement international de plus de 300 patients pour lesquels une confirmation
anatomopathologique était disponible. Une modification importante est I'intégration des
lésions de substance blanche, et notamment la dilatation des espaces périvasculaires des
centres semi-ovales. L’exclusion de tout microsaignement profond a été soulignée et la
limite inférieure d’age a été avancée a 50 ans. Enfin, les hématomes cérébelleux
pouvaient étre comptabilisés comme lobaires dans la version de 2010, et ne sont

désormais ni comptabilisés comme lobaires ou profonds dans la version 2.0.

Table 2 - Les nouveaux criteres diagnostiques révisés de Boston v2.0 (2)

Definite CAA Full brain post-mortem examination demonstrating:

- Spontaneous ICH, TFNE, convexity subarachnoid hemorrhage, or
cognitive impairment

- Severe CAA with vasculopathy

- Absence of other diagnostic lesion

Probable CAA | Clinical data and pathologic tissue (evacuated hematoma or cortical biopsy)

with demonstrating:
supporting - Presentation with spontaneous ICH, TFNE, convexity subarachnoid
pathology hemorrhage, or cognitive impairment

- Some degree CAA in specimen
- Absence of other diagnostic lesion

Probable CAA | Clinical data and MRI demonstrating:

- Age > 50 years (and no more 55 years)

-  Presentation with spontaneous ICH, TFNE, -convexity
subarachnoid hemorrhage, or cognitive impairment

- > 2 lobar, cortical, or cortical-subcortical hemorrhage including ICH,

38




MBs, or foci of CSS or convexity SaH

- Or single lobar hemorrhagic lesion AND one white matter feature
(severe perivascular spaces in the centrum semiovale or white
matter hyperintensities in a multispot pattern)

- Absence of any deep hemorrhagic lesions

- Cerebellar hemorrhage no more counted

- Absence of other cause of hemorrhage

Possible CAA Clinical data and MRI demonstrating:

- Age > 50 years (and no more 55 years)
Presentation with spontaneous ICH, TFNE, -convexity
subarachnoid hemorrhage, or cognitive impairment

- One lobar, cortical, or cortical-subcortical hemorrhage including ICH,
MBEs, or foci of CSS or convexity SaH

- Or one white matter feature (severe perivascular spaces in the
centrum semiovale or white matter hyperintensities in a
multispot pattern)

- Absence of any deep hemorrhagic lesions

- Cerebellar hemorrhage no more counted

- Absence of other cause of hemorrhage

Les modifications comparativement a la version de 2010 sont indiquées en gras et en bleu.

6.4.PREUVES DE DEPOTS AMYLOIDES :

6.4.1. Imagerie PET amyloide :
En Positron Emission Tomography (PET), le 11C- Pittsburgh Compound B (PIB) a la

capacité de se lier avec I’Af fibrillaire et est utilisé pour refléter indirectement les dépots
amyloides cérébraux. Les corrélations entre l'imagerie et I'anatomopathologie montrent
que le PET-PIB prédit fortement la présence d'une pathologie AP significative a
I'autopsie (176). 1l s’agit du radio traceur le mieux connu et étudié dans la MA, qui a
d’ailleurs été utilisé pour évaluer l'efficacité, sur le plan de l'imagerie du moins, de
nouvelles molécules comme I'adécanumab(177). La premiere étude de PET-PIB dans
I’AAC n’incluait que 6 patients mais plusieurs études de plus grands effectifs sont
désormais disponibles(178). Il a globalement été démontré dans I’AAC une rétention
globale du PIB (exprimé en standardized uptake value ratio; SUVR) mais avec une nette
prédominance occipitale. Il semblerait donc y avoir une distribution de fixation
différente de la MA, ou il y a plutét une rétention a prédominance frontale. Dans
I'ensemble des études publiées, I'imagerie TEP amyloide a une utilité diagnostique

certaine et permet surtout d'exclure une AAC si le TEP est négatif, que ce soit par
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rapport a des témoins sains ou a des témoins avec hématome profond lié a de 'HTA. Si le
TEP est positif en revanche, la distinction d’'une AAC avec une MA peut étre difficile et,
jusqu'a présent, aucune approche (valeurs régionales, ratios, évaluation visuelle) ne
semble suffisante et suffisamment spécifique(179). En effet, d’apres une étude réalisée
sur autopsie de 41 patients, il semblerait que la rétention au PIB soit plus corrélée aux
plaques amyloides qu’aux dépots vasculaires(180). Le Florbetapir, un autre traceur
amyloide est en cours de développement mais présente les mémes limites(181). Un
traceur sélectif de 'amyloide vasculaire, ne se fixant pas a 'amyloide parenchymateuse
est en cours de développement ([68Ga] Ga-p14-032)(182)

Le PET-PIB examen n’est pour le moment disponible en France que dans un contexte de
protocole de recherche, et non en pratique courante. Un marqueur amyloide vient juste
d’obtenir une autorisation en France pour la MA et ouvre la voie a son usage en soins.

Il nous semble ainsi important de développer de nouveaux outils diagnostiques. En effet,
les critéres ont intégré, au fur et a mesure des versions, de nouveaux éléments
radiologiques afin d’en améliorer la sensibilité et spécificité. Cependant, la distinction
entre AAC et diagnostics différentiels n’est pas toujours facile, notamment du fait de
possible angiopathie mixte avec coexistence de pathologies comme HTA et AAC. Obtenir
des preuves de dépodts amyloides pour un diagnostic plus précis et méme plus précoce

(avant survenue des lésions hémorragiques) en pratique courante semble primordial.

6.4.2. Biomarqueurs du LCS
Les biomarqueurs du liquide céphalo-spinal (LCS), classiquement utilisés en pratique

courante dans la maladie d’Alzheimer (MA), suscitent de plus en plus d’intérét dans la
démarche diagnostique de ’AAC.

IIs sont en effet completement validés depuis plusieurs années (183) et largement
utilisés par les cliniciens pour le diagnostic de la MA. Ils regroupent la protéine Tau
totale (Tau) et sa forme phosphorylée a la thréonine 181 (phospho-Tau) ainsi que les
peptides AB42 et AB40. IIs ont montré des niveaux de sensibilité et spécificité dépassant
systématiquement 80 % (183) dans la MA et sont désormais recommandés par la Haute
Autorité de Santé (HAS) en cas de début des symptémes avant I'age de 65 ans ou en cas
de tableau clinique atypique (184). Un profil évocateur de MA comprend une diminution
du niveau d’AB42 et des niveaux élevés de Tau et phospho-Tau (Figure 1). Le dosage de

I'AB40 seule n’est pas pertinente pour distinguer les patients MA des controéles sains,
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contrairement au calcul du ratio AB42/ AB40 (185). L’élévation de la protéine Tau
semble refléter une dégénérescence axonale, de fagon aspécifique, alors que la protéine
phospho-Tau est considérée comme un marqueur des dégénérescences neurofibrillaires
(DNF) caractéristiques de la MA (185). Enfin, les dépots amyloides extracellulaires, en
dépots diffus ou dans les plaques amyloides parenchymateuses, expliquent la

diminution du peptide AB42 retrouvée dans le LCS.

Figure 10 - Profil des biomarqueurs Alzheimer (Extrait de Grangeon L, Wallon D - La

lettre du neurologue -septembre 2022)
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La MA et 'AAC partageant une physiopathologie commune avec dépots amyloides, la
pertinence des biomarqueurs du LCS dans ’'AAC a été soulevée par plusieurs auteurs
récemment. Le dosage de I'AB40 pourrait étre plus sensible dans ’AAC. En effet, il s’agit
de lisoforme principal s'accumulant dans la paroi des vaisseaux cérébraux
contrairement aux dépots amyloides parenchymateux trouvés dans la MA constitués
principalement d’AB42 (186)(187). En 2018, une méta-analyse incluait un total de 59
LCS de patients AAC probables ou certaines, comparés a 94 LCS de controles sains et

159 de patients MA (188). Les biomarqueurs AB42, AB40 et Tau totale permettaient de
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différencier les patients AAC des controles mais pas le dosage de phospho-Tau
(189)(190)(191).

Il n'existe actuellement pas de consensus concernant la valeur diagnostique des
biomarqueurs du LCS dans I’AAC. La derniére version 2.0 des criteres modifiés de
Boston (2) publiée en 2022 ne les a pas intégré, faute de données suffisantes dans la

littérature. Ceci sera I'objet d’'un de nos travaux de recherche.

6.5. ANATOMOPATHOLOGIE ET PHYSIOPATHOLOGIE

6.5.1. Métabolisme normal et pathologique du peptide AB
Le géne APP, situé sur le chromosome 21, code pour la protéine précurseur du peptide

béta-amyloide (protéine APP). Son expression est ubiquitaire mais prédomine au niveau
cérébral, notamment produite par les neurones et les cellules musculaires lisses
artérielles. La protéine APP est transmembranaire, avec une longue partie N-terminale
située au niveau extracellulaire et une courte région C-terminale dans le cytoplasme. Il
s’'agit d’'une protéine précurseur qui sera par la suite clivée pour donner d’autres
protéines plus petites, dont la béta-amyloide. Il existe deux principales voies de clivages:
- La voie non amyloidogénique, ou la protéine APP va étre clivée par les enzymes
a-secrétase (principalement composée d’ADAM10) puis par la y-secrétase (dont les
unités catalytiques sont composées de PSEN1 ou PSEN2), conduisant a différentes
protéines utiles a la plasticité cérébrale, la régulation de la migration neuronale, la
synaptogénese...

- La voie amyloidogénique, ou la protéine APP va étre clivée par la 3- secrétase

(composée de BACE1) puis la y- secrétase aboutissant au peptide A.

42



Non-amyloidogenic Amyloidogenic

AP aggregate

APPsct— |- , APPSB “- = .,;
€

L

AICD AICD

Figure 11 : Voies de clivage de la protéine APP

Le clivage par l'a-secrétase dans la voie non amyloidogénique (fond vert) se produit au
sein de la séquence d’acide aminés du peptide AP, générant 'APPsa et le peptide p3 apres
action de la y- secrétase. La voie amyloidogénique, elle, (fond orange) libere '’APPsp et le
CTFp puis génere le peptide Af dans l'espace extracellulaire apres l'action de la f3-
secrétase. Un fragment intracellulaire (domaine intracellulaire de I'APP (AICD)) est

libéré dans les deux voies.

En fonction du site de clivage du précurseur APP, les fragments sont composés d’'un
nombre variable d’acides aminés, aboutissant notamment aux peptides A3 1-38, A3 1-40
ou AP 1-42. Dans ’AAC et dans la MA, la voie amyloidogénique prédomine. Les dépots de
protéine amyloide s’accumulent alors dans la média et I'adventice des arteres cérébrales
corticales et leptoméningées de petit et moyen calibre et peuvent s’accumuler au niveau
parenchymateux, de facon diffuse ou former des plaques dites « plaques séniles » ou
« plaques amyloides ». C’est ce que I'on décrit dans la MA mais ceci est aussi en lien avec
I'age. L’AB42, tres hydrophobe, se dépose principalement dans le parenchyme, forme
plus rapidement des agrégats et prédomine dans les plaques séniles de la MA, tandis que
’AB40, plus soluble, se dépose préférentiellement au niveau vasculaire, et prédomine
dans ’'AAC (192)(193)(194).

Les voies physiologiques d’élimination de ces peptides sont multiples(195)(186) :

. La clairance du peptide via la barriere hémato-encéphalique (BHE), représentant

pres de 85% de la clairance totale. Elle est médiée principalement par le récepteur LRP-
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1 (Low density lipoprotein Receptor-related Protein 1) qui va capter le complexe A(-
Apolipoprotéine E (ApoE) et I'éliminer dans le plasma. Les capacités de liaison de LRP1
au complexe AB- ApoE dépendent de l'isoforme de la protéine ApoE. En effet, cette
liaison va étre facilitée si I'isoforme est ApoE2 ou 3. En revanche, la liaison au récepteur
LRP1 est complétement bloquée si I'isoforme est I’ApoE4 et ce mécanisme de clairance
est alors quasi inactif. L’Apolipoprotéine ] (ou clusterine) permet également le transport
de I’ AB a travers la BHE via le récepteur LRP2.

. Le catabolisme par phagocytose par les macrophages périvasculaires, les
astrocytes et la microglie

. Le catabolisme par voie enzymatique : les principales protéases impliquées sont
la néprilysine et l'insulin-degrading enzyme.

. Le drainage péri-vasculaire via le liquide interstitiel, éliminé jusqu’au systeme
lymphatique cervical, a travers la membrane basale des cellules musculaires lisses
(CML) de la média des arteres de petit calibre. Celui-ci est entrainé par les pulsations
artérielles(196) mais également par la contraction des CML (197). Le r6le des pieds
astrocytaires et notamment des canaux AQP4 est majeur pour le transport de protéases
et la capture d’A(198). Les progres de I'IRM pourraient améliorer la visualisation des
voies de clairance amyloide chez I'homme in vivo. Un reflet indirect d'une dysfonction
de ce drainage périvasculaire est la dilatation des espaces périvasculaires visualisés sur

I'IRM.
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Figure 12. Principales voies de clairance du peptide A a travers la barriere hémato-

encéphalique

Une fois dans le plasma, I’Af se lie a plusieurs molécules pour étre transporté aux tissus
périphériques et LRP1 soluble extracellulaire est la protéine périphérique majeure liant
A et séquestrant plus de 70% du peptide A circulant.

Au total, la quantité de peptide AB dans le tissu cérébral normal est le résultat d’'un
équilibre finement régulé entre synthese, sécrétion, dégradation, et clairance a travers la
BHE et périvasculaire.

Dans I'AAC, les trois premiers mécanismes deviennent dysfonctionnels et la clairance

périvasculaire de ’A devient majoritaire par rapport a la dégradation. Cependant, avec

45



'age, les arteres deviennent plus rigides avec une membrane basale plus épaisse par
accumulation de collagene et perte de polarisation des canaux AQP4 et le drainage
périvasculaire finit par s’affaiblir également(199). Cette altération du drainage
périvasculaire semble étre le mécanisme central dans la physiopathologie de ’AAC
sporadique, la ou dans les formes héréditaires d’AAC par duplications ou mutations du
gene APP, on retient surtout une surproduction d’Af ou augmentation de son
agrégabilité(200)(201). Une meilleure compréhension de ce défaut de drainage de I’ A
semble cruciale, notamment pour développer de futures cibles thérapeutiques.

En conséquence de ce déséquilibre entre synthése et clairance, le peptide A s’accumule
au sein des arteres cérébrales et va changer de conformation pour devenir fibrillaire,
chargé en structures 3-plissées. Ces dépots sont accompagnés d’autres protéines comme
les protéines du complément, l'al-antichymotrypsine, les glycosaminoglycanes, la
meétalloprotéinase 9 de la matrice (MMP9) et différentes apolipoprotéines, telles que
I'apoE, I'apo J. Ces « co-dépdts » peuvent accélérer la formation de fibrilles amyloides
par ailleurs(186). L’AB42 étant moins soluble, il va se déposer en premier au sein de la
media des arteres, constituant un filtre au passage du peptide A 40 qui sera retenu a
son tour dans la paroi artérielle. Par la suite, ce dernier constituera généralement le
composant majoritaire des dépdts amyloides dans ’AAC alors que ’AB42 est majoritaire

dans les plaques parenchymateuses retrouvées dans la MA (192)(193)(194).

Figure 13 - Caractérisation immunohistochimique des dépdts vasculaires d’AAC et des
plaques séniles parenchymateuses sur autopsie d'un patient porteur de duplication du

gene APP. Extrait de Rovelet-Lecrux et al(202)
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Dans les formes héréditaires d’AAC, la toxicité vasculaire du peptide A est tres forte,
avec une agrégation quasi immédiate et une importante résistance a la dégradation
protéolytique (plus forte dans les mutations APP type Hollandaise que Flamande).

L’accumulation d’Af3 est corrélée avec une réponse toxique des CML adjacentes: Il a été
montré in vitro que les dépots modifient leurs propriétés d’adhérence cellulaire(203),
engendrent alors une destruction de la lame basale et in fine une dégénérescence des
CML par rupture du réseau d’actine intracellulaire, fragmentation nucléaire et activation
de caspases conduisant a une apoptose des CML mais aussi des cellules

endothéliales(204).

6.5.2. Dysfonction vasculaire
Ces dépots déclenchent une cascade incluant, entre autres, la libération de composants

inflammatoires, l'activation du systéme du complément, le stress oxydatif. La survenue
secondaire ou primaire de ces dysfonctions fait a ’heure actuelle débat et plusieurs
études in vivo montrent ces phénomenes de dysfonction vasculaire avant I'apparition
des dépdts vasculaires. L’étude des modeles animaux permet d’approfondir ces
questions. Le peptide AB40 soluble peut en effet conduire a une vasoconstriction
(205)(206) et lorsqu'il est sous forme fibrillaire, il va alors induire des dysfonctions
vasodilatatoires profondes(207)(208). Au-dela des changements structurels vasculaires
avec dégénérescence des CML, on retrouve dans '’AAC une diminution au niveau
endothélial de l'activité enzymatique eNOS, responsable de la synthese de l'oxyde
nitrique vasodilatateur (NO) (209)(210)(211). Ceci aboutirait a des phénomenes
ischémiques chroniques par vasodilatation altérée et hypo-oxygénation tissulaire
secondaire, synthese de radicaux libres responsables de stress oxydatif.

De maniere générale, on retrouve une baisse de vasoréactivité dans I’AAC. In vivo, les
études en IRM fonctionnelle (BOLD) ont également montré une baisse de vasoréactivité
au niveau occipital a certains stimulis visuels et les analyses de perfusion sur séquences
ASL retrouvent une diminution du débit sanguin cérébral (212)(213). Cette diminution
de vasoréactivité est retrouvée sur les séquences de perfusion d'IRM cérébrale tres tot
(avant la survenue d’autres marqueurs hémorragiques par exemple) chez les patients

porteurs de mutation APP dite Hollandaise, mais pas encore symptomatiques(214).
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6.5.3. Autres mécanismes impliqués
Parallelement a cette dysfonction endothéliale, on retrouve une augmentation de la

perméabilité des cellules endothéliales et perturbation des jonctions étroites. Cette
altération de la perméabilité de la BHE conduit a une extravasation de protéines
plasmatiques, conduisant a des phénomeénes inflammatoires (215) et activation de
meétalloprotéases qui vont a terme altérer les parois microvasculaires et matrice
extracellulaire et favoriser les hémorragies(207)(216). En effet, des études in vitro ont

montré une sécrétion de métalloprotéases par les cellules endothéliales lorsqu’elles

étaient stimulées avec des peptides AB (217)

6.5.4. Lésions anatomopathologiques
Sur le plan anatomique, 'accumulation du peptide A va se faire avant tout au sein des

artéres corticales et leptoméningées de petit et moyen calibre et moins au niveau
capillaire (parfois les veines) alors que les vaisseaux de substance blanche profonde
sont généralement épargnés. Comparativement au niveau périphérique, on ne retrouve
pas au niveau cérébral de limitante élastique externe, moins de cellules musculaires
lisses et de fibres élastiques dans la média et une adventice trés mince avec pour
conséquence un rapport paroi/lumieére plus petit que les arteéres périphériques. Les
arteres leptoméningées, particulierement touchées dans ’AAC (contrairement a d’autres
types de microangiopathies) ont peu de ramifications et des rapports importants avec
les pieds astrocytaires et donnent des artérioles parenchymateuses, qui elles, sont
completement entourées de pieds astrocytaires. On comprend alors mieux I'impact sur
les vaisseaux leptoméningés de la dégénérescence des CML et de I'altération du drainage
péri-vasculaire (faisant intervenir principalement les astrocytes) dans I'’AAC.

La distribution des 1ésions vasculaires de ’AAC est fragmentée et segmentaire, avec
des vaisseaux affectés a des stades différents parfois sur une méme coupe
histologique(218). Les dépots d’Af sont initialement situés au niveau de 'adventice et
de la média et envahissement progressivement les autres couches de la paroi vasculaire,
de facon concentrique, altérant et remplacant les cellules musculaires lisses. Ceci
provoque une désorganisation architecturale de la paroi vasculaire avec épaississement
de 'intima et dégénérescence hyaline de la média, une réduction luminale d'une part et
la formation de micro anévrismes et de nécrose fibrinoide, fragilisant la paroi et

I'exposant a des complications hémorragiques d’autre part. Des classifications
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anatomopathologiques comme I’échelle de Thal ou Vonsattel(219)(220) permettent de
quantifier la sévérité histologique de I'’AAC. Il n'y a a I'heure actuelle pas de consensus
sur les criteres de graduation de ’'AAC. Les colorations les plus couramment utilisées
pour mettre en évidence les dépots amyloides sont la Thio flavine S ou T et surtout
le Rouge Congo (apparaissant vert sous lumiere polarisée). D’apres Thal et al, on peut
décrire 3 stades en fonction du degré d’infiltration amyloide dans la paroi du vaisseau :
-Légere (dépots amyloides confinés a la média)

-Modérée (dépots atteignant la média et 'adventice avec un aspect feuilleté ou radiaire)
-Sévere (aspect en double contour avec formation de micro-anévrismes, dépots

d’hémosidérine, astrogliose périphérique, et occlusion de capillaires)

Figure 14: Classement anatomopathologique en fonction du degré d’infiltration

amyloide dans la paroi des vaisseaux d'apres Thal et al., 2008(221)
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6.5.5. Deux types histopathologiques décrits
Deux types d’AAC ont été décrits selon le type de vaisseaux atteints(220).

- L’AAC de type 1 est caractérisée avant tout par une atteinte des capillaires
corticaux, avec ou sans atteinte des autres vaisseaux
- L’AAC de type 2 ne comporte pas d’atteinte capillaire et atteint principalement
les arteres leptoméningées et corticales.
Ces deux différents sous-types d’AAC représentent probablement des mécanismes

physiopathologiques sous-jacents différents. L’hypothese que '’AAC de type 1 soit le
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stade avancé du type 2 est exclue. Dans ’AAC de type 2, les dépdts sont principalement
constitués d’A40, qui vont progressivement remplacer les cellules musculaires lisses,
elles-mémes responsables d'une partie de la production d’AB40. Dans ’AAC de type 1,
les dépdts au niveau des capillaires, ne possédant pas de cellules musculaires lisses, sont
principalement constitués d’Af42 comme les plaques séniles de la MA. L’AAC de type 1
est d’ailleurs statistiquement associée a la MA et au génotype APOEe4 (OR=13.4 (IC 95%
3.3-54.4) ainsi qu’a un phénotype d’AAC sans hématome symptomatique (124)

Deux hypothéses s’opposent pour expliquerles dépdts amyloides vasculaires et
pourraient correspondre a la description histopathologiques de deux types d’AAC
différents : 'hypothése amyloide et 'hypothese vasculaire.

1) L’hypothese amyloide ou I'origine neuronale des peptides amyloides dans ’AAC est
privilégiée. Les dépots vasculaires capillaires résulteraient ainsi du drainage anormal
des dépoOts parenchymateux d’Af a proximité. En quelque sorte, 'AAC serait une
résultante directe de la MA. Ceci semble cohérent avec la corrélation de I’AAC de type 1 a
la présence de plaques séniles, ainsi qu’a leur sévérité. Dans certains modeles animaux,
il a été montré que la pathologie AAC se développait secondairement a I'expression

neuronale du peptide AB(222)(223).

2) L’hypothese vasculaire ou les dépots vasculaires se formeraient de facon
indépendante par rapport aux dépoOts parenchymateux. En effet, puisque les cellules
musculaires lisses, les péricytes et les cellules endothéliales expriment tous APP et les
micro vaisseaux méningés étant capables de produire de 1'AB, la vascularisation
cérébrale ellee-méme a été proposée comme une source possible d'Af

cérébral(224)(225).

6.6. DETERMINISME GENETIQUE DE L’AACA AB
Le facteur de risque principal d’AAC reste de loin I'age. Néanmoins, certaines familles

avec transmission autosomique dominante et méme I'existence d’agrégations
intrafamiliales avec parfois des débuts précoces, avant 65 ans, suggerent une

composante génétique dans I'étiopathogénie de ’AAC, jusqu’a présent peu étudiée.
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6.6.1. APP, le seul géne causal connu

Mutations ponctuelles
Les variants responsables d’AAC au premier plan sont tous situés au niveau des exons

16 et 17 du gene APP, dans la région codante pour le peptide AB. Les mutations,
localisées a proximité des sites de clivage de la 3-secrétase ou de la y-secrétase avec des
changements d'acides aminés flanquant la séquence Af, entrainent des tableaux de MA
précoce, et celles situées plus proche de la région C terminale donnent lieu a des
tableaux de MA précoce avec AAC (Figure 15). A I'heure actuelle, six mutations ont été
clairement établies comme pathogénes dans I’AAC (Table 3) mais d’autres (au moins 2)

ont été rapportées, sans que leur pathogénicité n’ait été prouvée a ce jour(226)(227).

Figure 15- Représentation du gene APP et mutations connues— Adaptée de Biffi (228)
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Nous pouvons détailler les six mutations responsables de forme d’AAC autosomique
dominante. Un récapitulatif des manifestations cliniques et age de début est présenté
dans le tableau 3.

- La mutation Hollandaise ¢.2077G>C (p.Glu693Gln) ou HCHWA-D (hémorragie

cérébrale héréditaire avec amyloidose de type hollandais) est considérée a ce jour

comme un modele d’AAC vasculaire pur et a été la plus étudiée. Ce sont justement les
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diverses études approfondies des IRM de ces patients qui ont fait évoluer les criteres
diagnostiques de Boston en intégrant par exemple I'hémosidérose corticale superficielle
en 2010 (126) et les espaces périvasculaires dilatés en 2022 (161). Une étude sur
I'imagerie amyloide PET Pittsburgh B (PiB) (229) décrit une accumulation amyloide
importante dans les régions postérieures, qui augmente au cours du suivi et semble
corrélée au taux d’AB40 dans le LCS de ces patients. Les premieres descriptions
cliniques datent de 1964 chez deux familles originaires des Pays-Bas (230)(231),
présentant des hémorragies lobaires récidivantes. Un déclin cognitif peut parfois
survenir secondairement avec crises d’épilepsie. La migraine avec aura a récemment été
décrite comme plus fréquente chez ces patients (232). Des cas de démence sans
hématome ont déja été décrits (233). Cependant, bien que 1'on trouve des plaques d'Af3
diffuses associées a I'’AAC, les études histologiques ne retrouvent pas de plaques

amyloides classiques a noyau dense ou de DNF associées (234).

- La mutation Flamande c.2075C>G (p.Ala692Gly) a été identifiée plus tardivement dans
de rares familles flamandes présentant des troubles cognitifs séveres principalement
mais aussi des hématomes lobaires pour moins d’'un quart des patients porteurs
(235)(236)(237). Cette mutation a également été décrite chez un homme francais (238).
Les IRM dont nous disposons montrent des lésions hémorragiques typiques d’AAC
(micro-saignements et hémosidérose) avec leucopathie et atrophie cérébrale(238). Sur
le plan histologique, on retrouve une AAC sévere associée a des plaques composées
d’AB40 dites a " noyau dense ", centrées autour des vaisseaux atteints et des dépots

diffus parenchymateux avec DNF (239).

- La mutation Italienne c.2077G>A (p.Glu693Lys). Le phénotype clinique décrit au sein
de 4 familles italiennes n’est pas spécifique avec des troubles cognitifs, des crises
d’épilepsie et hématomes lobaires (240). Une particularité sur 'RM de ces patients est
la présence de calcifications corticales occipitales, qui correspondent sur le plan
histologique a des dépots tres séveres d’AAC. En revanche, sur le plan histologique, il n’y

a pas de plaques ou de DNF associés aux dépots vasculaires.

- La mutation arctique c.2078A>G (p.Glu693Gly) est décrite dans une seule famille
originaire du nord de la Suede (d'ou le terme "arctique”, qui permet de la différencier de

la Suédoise responsable de tableaux de MA)(241). Il s’agit principalement de tableaux de
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MA précoce (242)(243). Sur le plan histologique, on retrouve toujours une AAC sévere

mais cette fois associée a des plaques parenchymateuses et DNF(244).

- La mutation Iowa c.2080G>A (p.Asp694Asn) a en réalité été décrite chez des familles
d’origine européenne avec des présentations hémorragiques et cognitives (245). Nous
notons également des manifestations extra-cérébrales avec dysplasie de l'artere
carotide externe (246). Comme chez les patients porteurs de mutation Italienne, des
calcifications corticales occipitales ont été décrites et sur le plan anatomopathologique,
on retrouve l'association d’AAC et de DNF et plaques amyloides diffuses comme pour la

mutation Arctique (62).

- Enfin, la mutation Piedmont c.2113C>G (p.Leu705Val) semble étre responsable de
tableaux d’hématomes lobaires récurrents au 1¢r plan(247). Les analyses histologiques
montrent une AAC sans plaques parenchymateuses ni DNF. Cette mutation est associée a

une AAC leptoméningée proéminente avec une épargne relative des vaisseaux corticaux

Table 3- Six mutations faux-sens au sein du gene APP impliquées dans ’AAC

Nom Mutation Age de | Hématome | Démence | Présence | Particularités
début | lobaire de
plaques
séniles et
DNF
associées
Hollandaise | ¢.2077 G>C | 39-76 | + + - Dépots de
(p-Glu693GIn) calcium et de fer
au  sein des
artéres corticales
au niveau
occipital sous
forme de
« stries» a I'IRM
(248) ou
calcifications
(249)
Flamande ¢.2075C>G 35-61 | + + +
(p-Ala692Gly)
lowa c.2080G>A 38-77 | + + + Calcifications
(p-Asp694Asn) corticales(238)
[talienne c.2077G>A 44-63 | + + - Calcifications
(p.Glu693Lys) corticales(238)
Piedmont c.2113C>G (p. | 45-72 | + _ -
Leu705Val)
Arctique c.2078A>G 52-62 | - + + Absence de
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(p-Glu693Gly) lésions
hémorragiques
sur IRM(244)

Enfin, une étude de 'équipe de génétique de Rouen a identifié en 2016 trois variants en
région non codante 3’'UTR d’APP chez des patients AAC probable mais il n’a été retenu la
probable pathogénicité que pour un seul de ces variants (c.*331_*332del)(250). Cette
délétion était absente chez 175 contrdles et a été associée a une augmentation de
'expression d'APP in vivo et in vitro. Le mécanisme d’action est probablement ici une

altération de la structure de I'ARN messager d’APP et la liaison de deux microARN.

Duplications
Des anomalies du nombre de copies par duplication du gene APP ont été identifiées pour

la premiere fois par lI'équipe de génétique de Rouen en 2006 chez cing familles
présentant une MA de début précoce avec AAC. Conduisant a une augmentation de
I'expression d’APP, une duplication du gene APP est suffisante pour causer une MA
associée ou non a une AAC (251). Ces duplications comportent en effet au minimum la
totalité du gene APP (252) mais peuvent emporter certains genes avoisinants. Un cas
francais de duplication de novo a été rapporté par ailleurs (253).

Depuis leur premieére description, une importante hétérogénéité phénotypique inter
mais également intrafamiliale a été décrite (254). Le tableau clinique est principalement
une démence précoce de type MA (entre 39 et 62 ans) et une hémorragie spontanée
lobaire symptomatique survient dans environ 30% des cas (Table 4). Les crises
d’épilepsie précoces semblent étre un signe évocateur de duplication du gene APP
comparativement aux mutations ponctuelles d’APP ou aux cas de MA de survenue
tardive (255). Sur le plan histologique, on retrouve des dépoOts amyloides
parenchymateux diffus avec DNF et AAC sévere mais aussi dans certains cas des corps
de Lewy (256). Sur le plan de l'imagerie, peu de données IRM sont disponibles; les
patients peuvent présenter une atrophie cérébrale sans lésion hémorragique ou bien au
contraire de nombreux micro-saignements. Un cas de forme inflammatoire d’AAC est
décrit, confirmant que cette forme particuliére concerne aussi les cas autosomiques
dominants (257).

Les patients trisomiques 21, porteurs également d'une duplication du gene APP puisqu’il

est situé sur le chromosome 21, développent fréquemment une MA précoce. En
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revanche, ils ne présentent que rarement des hématomes lobaires (258). Une AAC

modérée a sévere est pourtant souvent retrouvée a I’lanatomopathologie avec des micro-

saignements et leucopathie vasculaire évocateurs sur leur IRM (259)(260)(261).

L’hypothese de genes protecteurs, situés ailleurs sur le chromosome 21 a été suggérée

depuis longtemps pour expliquer cette absence d’hémorragie symptomatique chez les

patients avec trisomie 21. Une étude anatomopathologique a cherché a comparer les

patients porteurs de duplication APP, mutations ponctuelles d’APP, trisomie 21 et cas

sporadiques de MA précoce et tardive. Les dépots amyloides vasculaires étaient plus

importants chez les patients porteurs de duplications avec en revanche moins de

plaques parenchymateuses comparativement aux patients avec trisomie 21 (262).

Table 4- Revue des duplications du gene APP rapportées dans la littérature

Auteur Nombre ID fam Nombre Taille de | APOE Age de | Déclin Hématome Epilepsie
de d’apparentés duplication début cognitif syptomatique
familles porteurs (Mb)

Rovelet- 5 F028 2 0.58 E3E3 42-60 | Rapportée dans notre série Grangeon

Lecrux et al, (EXT_028) E3E4 etal

2006 (202) F037 6 0.78 E3E3 48-59

Cabrejo et al, (ROU_037) E3E3

2006 (254) E3E3

E3E3

E3E3

E3E3
F009 2 1.98 E3E4 46-57
(EXT_478) E3E4
F019 2 3.96 NA 42-59
(EXT_010) E3E3
F229 2 6.37 E3E3 52-69
(ALZ_229) E3E3

Guyant- 1 F262 3 0.55 E3E3 44-52

Marechal et (BES_262) E3E3

al, E3E3

2008 (256)

Lanoiselée et | 5 EXT1093 1 2.2 E3E3 53-65

al, 2017 EXT857 1 1.4 E3E4 50-62

(263) EXT814 1 5.9 E3E3 | 50-54

Rovelet- EXT1252 1 1.4 E3E3 54-58

Lecrux et al, EXT773 1 7.6 E3E3 44

2015 (264)

Wallon et al,

2012 (265)

Remes et al, | 1 10 0.55 E3E3 50 Oui Non Oui

2004(253) E3E3 40 Oui Non Non

Rovelet-

Lecrux et al, E3E3 56 Oui Non Non

2007 (266

(266) E3E3 45 Oui Oui Non
E3E3 54 Oui Oui Non

E3E3 50 Oui Oui Oui

E3E3 53 Oui Non Non

E3E3 53 Oui Oui Non

E3E3 46 Oui Non Non

E3E3 40 Oui Oui Non

Sleegers et al, | 2 FAM1104 4 0.7 E3E3 53 Oui Non Oui
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2006 (252) E3E3 62 Oui Non NA
E3E3 47 Oui Non mais | Oui
AAC sur
autopsie
NA 58 NA NA NA
FAM1043 1 0.7 E3E4 55 Oui Non Oui
Kasuga et al, | 2 PED3281 1 4.2 E3E3 52 Oui Non mais | NA
2009 (267) microsaign
ements sur
IRM
PED2945 1 0.7 E3E4 53 Oui Non / IRM | NA
normale
Llado et al, | 1 1 14.5 E3E3 54 Non Oui Non
2014 (268)
McNaughton 5 1 6.35 E3E4 48 Oui Oui Oui
et al, 2012 1 6.49 E3E4 40 Oui Non Oui
(269) 1 15.5 +1.55 | E3E3 | 39 Oui Non Oui
(discontin
uous)
1 4.96 E3E4 NA NA NA NA
1 2.77 E3E3 48 Oui Non Oui
Thonberg et | 1 D08 1 1.09 NA 60 Oui NA NA
al,2011(270)
Antonell etal, | 1 1 0.59 E3E3 57 Oui Non mais | Non
2012 (271) AAC sur
autopsie
Total/25 39-62 | 22 7 (28%) 9 (36%)
(notre série (88%)
exclue)
6.6.2. Mutations PSEN1 et PSEN2

La préséniline-1, codée par le géne PSEN1 et la préséniline-2, codée par le gene PSENZ2
font partie du complexe enzymatique gamma-secrétase. Les mutations au sein de ces 2

genes sont impliquées dans la MA, les mutations PSEN1 étant la premiere cause de MA

familiale autosomique dominante selon https://www.alzforum.org/mutations (263)
(272). Les tableaux cliniques chez les patients porteurs de mutations PSENI peuvent
associer un syndrome amnésique typique de MA mais également des signes
extrapyramidaux, cérébelleux et une spasticité des membres inférieurs. La présence
d'AAC sévere a l'examen neuropathologique associée aux dépdts parenchymateux et
DNF a été décrite dans un certain nombre de mutations PSEN1, principalement situées
au-dela du codon 200 (273)(274). Ce n’est que rarement que des cas d’hématomes
symptomatiques ont été rapportés liés a des mutations PSEN1 (2 familles porteuses des
mutations c.49976C>T (p.Pro264Leu) et c.857T>C (p.Leu286Pro)) (275)(276) et plus
récemment un variant hétérozygote composite (277).

En ce qui concerne PSENZ, des cas d’hématomes ont été rapportés chez 2 patients

porteurs du variant c.422A>T (p.Asnl4llle) (278)(279). Cette mutation, identifiée
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initialement dans des familles d'origine allemande de la Volga, représente la majorité

des cas de mutation PSENZ dans la MA (280).

6.6.3. APOE, le seul géne de susceptibilité identifié
Le génotype de 'apolipoproteine E (APOE) est le principal facteur de risque génétique

d’AAC sporadique identifié(186). Trois alleles différentes (les alleles €2, €3 et €4) codent
respectivement 3 formes différentes de protéines ApoE : ApoE2, ApoE3 et ApoE4. On
parle ainsi de polymorphisme de I'’ApoE. En population générale caucasienne, la
fréquence des différents alleles est tres variable : 74% porteur de €3, 21-24% porteur de
€4 et 5% porteur de €2 (281)(282)(283). L’APOEe4 est un facteur de risque reconnu de
MA et 'APOEe2 est plutot protecteur (284). Pour I’AAC, une méta-analyse en 2013
incluant 3 520 participants a montré une association avec I'APOE €4 (OR=2,7, IC95%[2,3
a 3,1] p<0,00001), qui était plus forte en cas d’homozygotie, et ceci indépendamment de
I'age. Il n'y avait en revanche pas d'association significative entre I'APOE €2 et la
survenue d’AAC (59). A notre connaissance, aucune donnée n’est disponible concernant
I'homozygotie APOE €2/2 dans I'’AAC, compte tenu de sa rareté. Néanmoins, les deux
alleles €2 et €4 sont associées au risque d’hématome lobaire(285)(286)(287), a son
expansion (288)(289) et a la survenue d’hémorragie sous-arachnoidienne et
d’hémosidérose dans I'AAC(139)(290). L'APOEs4 favoriserait ainsi les dépots
vasculaires A alors que I'APOE¢2 favoriserait, elle, I'hémorragie a partir de vaisseaux
sanguins déja chargés d' AB en majorant la vasculopathie et en les fragilisant (291).
L’'implication de la protéine ApoE dans la pathogénese de 'AAC est imparfaitement
comprise. Avant tout, ’ApoE est un des composants principaux des plaques séniles et
des dépdts vasculaires retrouvés dans I'’AAC, et donc de méme localisation que le
peptide AB(292). Des études in vitro ont également montré que I'’ApoE influencait la
conformation d'Af, la formation de fibrilles et leur toxicité (71) (72) et des études in vivo
chez la souris ont montré également un réle dans sa clairance (68). En effet, I'implication
d’ApoE dans la pathogénese de I'AAC pourrait aussi étre liée au fait que la liaison AB a
I'apoE module la clairance du peptide a travers la barriere hémato encéphalique (BHE)
(293), qui serait spécifique de l'isoforme de 1'apoE. En effet, cette protéine exprimée
dans le cerveau par les astrocytes et dans une moindre mesure la microglie, est un
transporteur lipidique capable de se lier a I'AB. Le complexe AB-ApoE ainsi formé va

ensuite traverser la BHE via le récepteur LRP1(292). Cependant, 'APOE E4 a tendance a
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changer cette voie de clairance via LRP1 vers la voie moins efficace du récepteur de la
lipoprotéine de tres basse densité (VLDL), tandis que I'apolipoprotéine E2 et E3 médient
une clairance plus rapide via LRP1 et VLDL. Dans tous les cas, I'action de I'’ApoE dépend
de son état de lipidation, et donc du taux de cholestérol : Une ApoE riche en lipide
favorise la clairance et la dégradation de 'A3(294).

Enfin, le génotype APOE semble influencer la localisation vasculaire des dépots d'Af:
I'APOE €4 est associée a 'AAC capillaire de type I, tandis que 1'APOEe2 est associée a
I'AAC de type 11(221)(220)

6.7. AUTRES FORMES D’AAC
D’autres formes d’AAC sont exceptionnelles, liées a des dépots vasculaires amyloides de

protéines diverses non- A. Six protéines amyloides peuvent toucher le systeme nerveux
central (SNC), certaines de facon isolée et d’autres avec atteinte extra-neurologique,
rentrant dans le cadre ainsi d'une maladie systémique. Il s’agit pour toutes de formes
familiales, de transmission autosomique dominante. Ces 6 formes sont présentées dans

le tableau ci-dessous (Table 5) (Figure 16).

6.7.1. Amyloidose oculoleptoméningée familiale ou amylose a transthyrétine :
La transthyrétine (TTR) est une protéine, transporteur de rétinol/thyroxine T4 dans le

sang et le LCS ; synthétisée par le foie, les plexus choroides et I'épithélium pigmentaire
rétinien (295)(296).

Il s’agit de I'amylose familiale la plus fréquente et de nombreuses mutations du gene
TTR codant pour cette protéine sont responsables de phénotypes tres hétérogenes. Il n’y
a pas de corrélation génotype-phénotype mais on distingue globalement 3 grands
phénotypes: une polyneuropathie amyloide familiale, une cardiomyopathie amyloide
familiale et une atteinte méningée ou oculoleptoméningée familiale (297)(296).

Les dépdts amyloides peuvent en effet étre retrouvés au niveau du SNC mais aussi au
niveau systémique, responsable alors de neuropathies axonales, de dysautonomie, canal
carpien, atteinte cardiaque ou rénale.

Dans la forme oculoleptoméningée, les dépdts prédominent au niveau du vitré et de la
rétine et au niveau des vaisseaux des leptoméninges et plexus choroides et les parois
ventriculaires. Les vaisseaux du parenchyme cérébral sont habituellement épargnés.
(298)(299)(300). Les phénotypes peuvent parfois étre associés: Des dépots méningés
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peuvent étre retrouvés chez des patients souffrant de polyneuropathie amyloide
familiale (301)(302). Les manifestations principales de la forme leptoméningée
surviennent a partir de 40 ans et sont des hémorragies sous-arachnoidiennes, qui
peuvent étre récurrentes (296)(303)(304)(305); et/ou des épisodes neurologiques
focaux transitoires et/ou des troubles cognitifs progressifs, plus rare (306);

L'IRM cérébrale peut montrer une sidérose superficielle (supra et infratentorielle, cette
derniere étant la plus importante) et des micro-saignements cérébraux (304)(307) en
plus d'un rehaussement méningé diffus (296)(308) mais aussi des calcifications le long
des scissures sylviennes. Une atrophie cérébrale est souvent retrouvée mais peu de

leucopathie.

6.7.2. Amyloidose a cystatine C (ou forme Islandaise) ou HCHWA-I (hémorragie
cérébrale héréditaire avec amyloidose de type islandais):
Cette maladie est décrite chez plusieurs familles islandaises, la premiere en 1935. Il

s’'agit de tableaux séveres débutant vers l'age de 20 ans d’hématomes récidivants,
lobaires ou profonds, avec une évolution rapidement fatale. (309)(310)(311)(312).
L'espérance de vie moyenne est d'environ 30 ans(313). La cystatine C est un inhibiteur
des cystéines protéinases extracellulaires et de répartition ubiquitaire. Seule la mutation
Leu68Gln est décrite. Les dépots de cystatine sont diffus et prédominent dans la paroi
des petites artéres et artérioles cérébrales, superficielles et profondes et leptoméningés.
On trouve également des dépdts cutanés, dans les ganglions lymphatiques, la rate, les
glandes salivaires et les testicules ; asymptomatiques(314). L'IRM retrouve une atteinte
de la substance blanche mais la présence de 1ésions hémorragiques type microbleeds ou

hémosidérose n’est pas établie a ce jour(315).

6.7.3. Amyloidose a Gelsoline (ou forme Finlandaise) :
Deux mutations du gene GSN, au méme locus, NM_198252.3(GSN) : c.487G>A

(p-Asp163Tyr) et NM_198252.3(GSN) : c.487G>T (p.Asp163Tyr) ont été rapportées. La
premiere en 1969 en Finlande (316) (317)(318).

La protéine gelsoline se lie a l'actine et participe au remodelage du cytosquelette. D'un
point de vue histologique, on observe des dépdts dans de nombreux organes,

particulierement sur les membranes basales des cellules épithéliales, musculaires lisses
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et striées (319). Dans le systéeme nerveux central, les dépots sont principalement
vasculaires et concernent la matiere grise et blanche, la moelle épiniere et les
meéninges(320).

L’age de début est un peu plus tardif que 'amyloidose a cystatine, entre 40 et 50 ans et
I'espérance de vie n’est pas diminuée(321). Les principaux symptomes sont oculaires
(dystrophie grillagée cornéenne au 1¢r plan, cataracte et glaucome) et cutanés (aspect de
cutis laxa ou perte de I'élasticité de la peau). En cas d'atteinte du systeme nerveux, les
symptomes peuvent associer paralysie des nerfs craniens (paralysies faciales,
syndrome bulbaire), neuropathie périphérique ou atteinte des cordons postérieurs de la
moelle et enfin troubles cognitifs (rarement démence)(321). Il n'y a pas d’hémorragie
cérébrale symptomatique rapportée. L'IRM cérébrale peut révéler une leuco
encéphalopathie prédominant au niveau de la substance blanche profonde et une

atrophie cérébrale diffuse (322) avec un petit nombre de microhémorragies(323).

6.7.4. ITM2B : Démence familiale britannique et danoise
Deux mutations du gene de la protéine de membrane intégrale 2B, ITMZ2B

(anciennement appelée BRIZ) sont responsables d'une démence dégénérative associée a
une AAC: c.799T>A (p.Ter267Arg) et c.787_796dup (p.Ser266fs). Ces mutations sont
responsables de la synthése de la protéine Abri, décrite dans la démence familiale
britannique et ADan, décrite dans la démence familiale danoise. Ces protéines sont plus
longues que la protéine sauvage, interagissent avec APP et conduisent a la production de
fibrille amyloide pathogene (324).

Au sein des familles anglaises, il s’agit de tableau de démence, ataxie cérébelleuse et
tétraparésie spastique; des manifestations de type « Stroke-like », se rapprochant
possiblement de TFNE ont été également rapportées dans pres de 25% des
patients(325). Rarement, des hématomes symptomatiques, notamment profonds, ont
été décrits. L’age de début se situe entre 20 et 40 ans. Les IRM décrivent une atteinte de
substance blanche mais aussi des lacunes et micro-saignements (326)

Au sein des familles danoises, la survenue d’hématome symptomatique n’a pas été
clairement identifiée a ce jour et il s’agit de tableau de psychose et démence
principalement(327). L'IRM cérébrale ne montre pas a priori de Ilésions
hémorragiques(62). Histologiquement, dans les 2 pathologies, il existe des dépots

amyloides diffus vasculaires corticaux, cérébelleux, leptoméningés, dans les noyaux gris
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et médullaires et des dépoOts parenchymateux diffus non fibrillaires(324)(325). Des
dépodts systémiques existent chez les cas britanniques (328). Enfin, des dépdts d’Af

associés aux dépots d’ADan ont été décrits chez les cas danois (329)

6.7.5. AAC liée a la protéine prion :
L’association d'une AAC a une maladie a prions a été exceptionnellement

rapportée(330), principalement dans les formes héritées de mutations non-sens du gene
PRNP, entrainant des formes tronquées de la protéine PrP (331)(332). Les dépots
vasculaires sont alors constitués d’ AB, mais par contre situés dans les petits et moyens
vaisseaux de la substance grise cérébrale et cérébelleuse, parfois seulement dans les
leptoméninges(333). Sur le plan histologique, on retrouve ’AAC associée a des DNF et
dégénérescence spongiforme et gliose, typique des maladies a prions. Il ne semble pasy
avoir d’hémorragie symptomatique mais surtout des tableaux de démence progressive
et troubles du comportement, souvent confondus avec les symptdomes de la maladie a

prion en elle-méme.
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6.8. GRAND NOMBRE D’AAC PRECOCE SANS DIAGNOSTIC GENETIQUE

ATheure actuelle, la composante génétique de ’AAC reste peu étudiée. Malgré une limite
d’age minimum établi dans les critéres révisés de Boston, des formes plus précoces
d’AAC peuvent survenir, comme certaines formes héritées détaillées ci-dessus. La
prévalence d’AAC précoce n’est pas connue mais ne semble pas exceptionnelle. En effet,
a titre d’exemple, dans le cadre de nos travaux de recherche et de notre recrutement
national d’AAC au laboratoire de génétique de Rouen, nous avons inclus seize cas
rouennais en 2021 avec un age de début avant 66ans, avec ou sans histoire familiale
évocatrice d’AAC ou de MA. Sur le recrutement des 10 derniéres années, seul 5% des cas
avaient une anomalie concernant APP (mutation ou duplication).

Par comparaison, parmi les patients atteints de MA, avec ou sans AAC associée, environ
4 % présentent les premiers symptomes avant 1'age de 65 ans, ce qui définit la maladie
d'Alzheimer a début précoce (334)(335). Dans cette population, une cause
monogénique est identifiée dans ~2% a 77% des cas, selon 1'age de survenue et les
antécédents familiaux (263)(336)(337).

Une des hypotheses pour expliquer ce nombre important de cas sans diagnostic
génétique serait que certaines AAC précoces soient finalement acquises. L'identification
récente de causes iatrogéniques conforte cette hypothese. Alors qu'il a été démontré
expérimentalement que de nombreuses protéines associées a la neurodégénérescence
avaient des propriétés "prion-like", il n'y avait pas de preuve claire de leur transmission
iatrogene jusqu'a récemment. Cependant, un premier cas en 2015 d’AAC iatrogene par
un processus de type prion a été décrit apres traitement par hormone de croissance
hypophysaire dérivée de cadavres humains dont il a été prouvé par la suite une
contamination par de I’Af (338). Depuis, plusieurs cas ont été rapportés de transmission
humaine de pathologie A3, notamment apres geste neurochirurgical avec greffe de dure-
mere cadavérique. Les analyses anatomopathologiques de ces cas retrouvent en effet
des dépots d’ AP sur les greffons avec diffusion secondaire au parenchyme et vaisseaux
cérébraux (339)(340)(341). Le délai entre la survenue d’hématomes et le geste
chirurgical est de plusieurs décennies. Ces patients présentent les mémes

caractéristiques IRM ou du LCS que les formes non iatrogenes d’AAC.
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Les techniques chirurgicales impliquées sont désormais obsoletes mais la connaissance
de ce mode de transmission est primordiale pour le clinicien, bien que représentant fort

heureusement un faible nombre de cas.

Une autre hypothése a ce nombre de cas d’AAC précoce sans cause identifiée reste la
composante génétique, soit respectant un mode de transmission Mendélien avec des
geénes causaux non connus a ce jour, soit liée a des facteurs de susceptibilité génétiques,
fréquents ou rares, comme '’APOE. La combinaison de certains de ces facteurs et/ou
I'impact de I'age pourrait intervenir sur I'expression phénotypique de la maladie.

Certaines approches génétiques, comme les GWAS (genome-wide association study) ont
déja cherché a identifier des variants fréquents (fréquence allélique >5%), c’est-a-dire
des polymorphismes nucléotidiques. Certaines se sont focalisées sur I'AAC avec
quelques centaines de participants et ont mis en évidence la possible association de
génes comme TGF (facteur de croissance transformant 1 jouant sur l'activation des
astrocytes et de la microglie), TOMM40 (translocase de la membrane mitochondriale
extérieure 40) et CR1 (récepteur 1 du complément) ou encore LRP1 (337) (Table 6).
Une autre étude GWAS, publiée en 2018 s’est focalisée chez les patients présentant des

microsaignements, toutes causes confondues(342).

Table 6 - Revue des résultats de GWAS dans I'’AAC - Extrait de Rannkimae et al (337)

Table 2 Summary of studies of non-apolipoprotein E polymorphisms and cerebral amyloid angiopathy

No of No of

Gene Location/polymorphism studies  participants Summary of results
TGF-B1(transforming growth 1800470 2 449 Consistent trend for positive association
factor p1)y'324 between T allele and CAA
TOMM40 (translocase of outer 152075650, rs34404554, rs11556505, rs769449, rs12972156, 1 723 SNPs associated with vascular amyloid
mitochondrial membrane 405'* 1512972970, 15157582, rs184017, rs157581, rs283815, burden

15157580, rs439401, rs34095326, rs10119
CR1 (complement component 156656401 1 544 Assodiated with severity of CAA
receptor 1) gene™* pathology
LRP1 (low density lipoprotein 151799986 3 597
receptor 1)=8=41100
ACT (o antichymotrypsin)” ' Signal region of the gene — AT alleles that determine the 2 235

amino acid alanine or threonine*
CYP4g 112 15754203 2 524
ACE (angiotensin 1 converting Intron 16 insertion/deletion of a 287 bp sequence 2 239 No overall significant assodiations

129

enzyme) “* (inconsistent trends and in some cases

Other genes associations in subgroups)
PS1 ( presenilin-1)*;BCHE (butyrylcholinesterase)*%,DX51047 locus*'**;APOE promoter™~'*A2M

(et macroglobulin}®;PON1 (paraoxonase)*';NEP (neprilysin)*'*;OLR1 (oxidised low-density

lipoprotein receptor 1)**LRP (low density lipoprotein receptor related protein)'®;CYP46*'; 18 50-380t
CH25H* 1°';VEGF (vascular endothelial growth factor)™;IL-1A"%";1L-18""*" 1L-33"%,GSTO1-1

(glutathione S-transferase omega-1)*'*';SORL1 (sortilin related receptor)**;CTSD (cathepsin Df**’;

ABPP and ABPppromoter’!

*Probably rs4943.
tRange of participant numbers in individual Sudies.
APOE, apolipoprotein E; CAA, cerebral amyloid angiopathy; SNP, single nudeotoide polymorphism.
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Des genes autres que I'APOE semblent ainsi susceptibles d'influencer ’AAC. Certains
résultats préliminaires positifs méritent d'étre reproduits dans des études plus larges
mais surtout bien phénotypées. En effet, identifier des critéeres diagnostiques précis et
enrichir les cohortes en cas familiaux permettraient de limiter les phénocopies, qui
affaiblissent ces études. De plus, les associations génétiques peuvent également différer
selon la localisation et le sous-type d’AAC, d’ou I'intérét encore une fois d’'une population
bien caractérisée. Pour ceci, des études phénotypiques rigoureuses au préalable mais
également le développement de marqueurs biologiques ou radiologiques
supplémentaires sont nécessaires pour renforcer la robustesse de futures études
génétiques.

L’hypotheése d'une implication de facteurs de susceptibilité génétiques rares a été peu
étudiée dans I’AAC, a notre connaissance. Compte tenu de la prévalence de la maladie, il
nous semble important d’identifier de tels facteurs tout d’abord au sein d’une
population d’AAC précoce (afin de limiter les facteurs liés au vieillissement qui
impactent directement la vasculopathie) et bien définie (afin de limiter les
phénocopies). Ces facteurs de susceptibilité génétiques pourraient a terme étre
extrapolés aux formes d’AAC sporadiques, tous ages de début confondus et
permettraient une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques

sous-jacents afin d’identifier de potentielles cibles thérapeutiques.

6.9.PRISE EN CHARGE ET CIBLES THERAPEUTIQUES POTENTIELLES
La prise en charge des patients atteints d’AAC repose sur des mesures thérapeutiques

communes a plusieurs microangiopathies comme le contrdle des facteurs de risque
vasculaires ou des approches plus prudentes pour le recours aux anti thrombotiques ou
a la neurochirurgie. L’attente est importante en matiére de traitements curatifs

spécifiques.

6.9.1. Controle des facteurs de risque vasculaires
Plusieurs facteurs de risque comme I'HTA (343) ou le diabéte (344) semblent favoriser

I’AAC dans les études animales. Une hypoperfusion cérébrale chronique crée par sténose
carotidienne bilatérale chez la souris aggrave également '’AAC (345) .
Un controéle strict des facteurs de risque pourrait ainsi prévenir la progression de cette

maladie.
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La gestion de 'HTA surtout semble essentielle pour réduire le risque d’hématome
lobaire et des chiffres de pression artérielle moyennement élevés, avec une systolique
entre 120 et 139 mmHg et une diastolique entre 80 et 89 mmHg ont été corrélée a une
récurrence hémorragique dans I'’AAC selon des études observationnelles (346)(347).
Une analyse de sous-groupe de 1'étude PROGRESS a montré que la diminution de la
pression artérielle par le périndopril réduisait de 77 % le risque de récurrence
d’hématome lobaire lié a 'AAC sur une période de suivi de 3,9 ans (347). [l n'y a a
I'heure actuelle pas de consensus sur le seuil de pression artérielle recommandé
spécifiquement dans ’AAC mais il semblerait qu’obtenir des chiffres encore plus bas que
140/90mmHg soit bénéfique(348). La labilité tensionnelle a également été associée a la
progression de '’AAC(349).

L'association entre une glycémie a jeun élevée et le risque hémorragique a surtout été

retrouvée dans le cadre d’hématome profond (350) (351).

La prise en charge de I'hypercholestérolémie fait débat dans ’AAC. En effet, des taux
réduits de lipoprotéines de basse densité (LDL) (moins de 70-80 mg/dL) ont été
associés a une récidive d'hématome lobaire (352)(353)(354) et un risque
significativement plus élevé de récidive hémorragique a été observé dans l'étude
SPARCL en 2006 en cas de traitement par statine a fortes doses. Il a méme été
recommandé d'éviter les statines chez les patients ayant déja présenté un hématome
cérébral, en particulier lobaire(355) (356) (357). Cependant, cette recommandation a
vite été controversée car la majorité des études réalisées apres 1'essai SPARCL n'ont pas
réussi a démontrer une association entre les statines avec le risque d’hématome intra-
parenchymateux (358). Une méta-analyse de 31 essais controlés randomisés avec plus
de 180 000 patients n'a pas montré d'effet des statines sur le risque d' hématome intra-
parenchymateux (359). En outre, une autre méta-analyse de 11 études n'a pas non plus
trouvé d'association entre la prise de statines et le risque d’AVC hémorragique chez les
patients ayant déja présenté un hématome lobaire (RR, 0.7; 95% CI, 0.2-3.4)(360).
Enfin, une étude récente, publiée en 2015 par Chen et son équipe, étudiant I'impact de la
prise précoce de statines apres un AVC hémorragique ne retrouvait pas de risque accru
de récidive hémorragique (AHR 1.044; 95% IC 0.812-1.341) mais plutdot un effet
bénéfique de la prise de statine sur la mortalité toute cause confondue (AHR ratio 0.742;

95% IC 0.598-0.919(361). Les recommandations actuelles sont de poursuivre le
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traitement par statines chez les patients atteints d'AAC qui ont une indication claire
selon les directives de 'ACC/AHA.

Cependant, a notre connaissance, aucune étude n’a été menée spécifiquement
dans ’AAC pour étudier I'impact des statines et ceci nous semble d’autant plus pertinent
connaissant l'interaction entre les statines, I’hypocholestérolémie et le transporteur
APOE, impliqué dans la clairance de I’AB. Nous avons donc mené une étude
observationnelle rétrospective au CHU de Rouen sur I'impact de la prise de statines sur
les 1ésions hémorragiques visualisées sur 'IRM lors du premier épisode d’hématome
lobaire dans I’AAC. Ceci a été mené dans le cadre d’'une these de médecine que j'ai
encadrée en 2020 et fait I'objet d’un article soumis, présenté en annexe 1. Les patients
traités antérieurement par statines ne présentaient pas d’hématome lobaire plus
volumineux ou de micro-saignements plus nombreux sur leur imagerie cérébrale mais
un signal semble apparaitre quant a I’hémosidérose, plus disséminée en cas de
traitement antérieur par statine. L'étude SATURN, un essai contr6lé randomisé, évaluera
les avantages et les inconvénients potentiels de la poursuite ou de l'arrét des statines

chez les patients ayant survécu a un hématome lobaire.

6.9.2. Gestion des traitements antiagrégant et anticoagulant
Selon les recommandations actuelles, les traitements antiagrégants plaquettaires en

prévention primaire doivent étre évités chez les patients avec AAC, a moins que le
patient n'ait une indication formelle pour leur utilisation d'antiplaquettaires (comme
apres des procédures coronariennes ou cardiaques par exemple)(362). En effet, I'usage
d’antiagrégants a été associé a une majoration de microsaignements sur l'imagerie
cérébrale d'une part mais aussi a la survenue d’hématome lobaire (363)(364)(365).

L'étude RESTART, essai prospectif randomisé, portant sur plus de 500 patients avec
antécédent d’hématome lobaire alors qu'ils étaient sous traitement antiplaquettaire en
prévention secondaire n’a pas mis en évidence de risque accru de récidive d’hématome

en cas de reprise du traitement, comparativement aux patients pour lesquels ce

traitement antiagrégants a été définitivement arrété (366).

L'anticoagulation (warfarine et les anticoagulants oraux) en revanche augmente
significativement, de 2 a 5 fois le risque d'hématome et la mortalité liée a cet hématome

(367)(368). La diminution des complications hémorragiques qu’on connait des
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anticoagulants oraux comparativement a la warfarine ne peut s’appliquer dans le cadre
de ’AAC car ces patients ont été exclus de tous les essais comparant les deux types de
traitements. L’anticoagulation est a I'heure actuelle contre-indiquée en cas de diagnostic
d’AAC, qu'il s’agisse d’antécédent d’hématome lobaire ou méme la survenue de TFNE
avec présence d'hémosidérose sur I'imagerie (369)(370). Il n'y a pas eu a ce jour d'essais
controlés randomisés sur l'utilisation d'anticoagulants chez les patients diagnostiqués
AAC. Cependant, dans certains cas comme une embolie pulmonaire ou une valve
cardiaque mécanique, les avantages potentiels de l'anticoagulation peuvent l'emporter
sur les risques hémorragiques.

L'initiation ou la poursuite d'une anticoagulation chez les patients qui sont a la fois a
haut risque ischémique et hémorragique doit toujours étre basée sur le risque individuel
du patient, l'indication de I'anticoagulation, les alternatives potentielles a
'anticoagulation et la durée requise de l'anticoagulation. Des outils de stratification du
risque de récidive hémorragique sont basés sur les marqueurs IRM (nombre de
microsaignements et hémosidérose) et sur le génotype APOE (371).

La prise en charge de fibrillation atriale non valvulaire, fréquemment identifiée chez la
personne agée, fait débat en cas de diagnostic d’AAC. En effet, certaines études ont
montré que la reprise des anticoagulants chez les patients avec fibrillation auriculaire
apres une hémorragie intra-parenchymateuse réduisait la mortalité globale
(372)(373).Cependant, ces études rétrospectives incluaient des patients ayant a la fois
des hématomes liés a une AAC et liés a d’autres causes sous-jacentes.

Des approches préventives alternatives comme une fermeture percutanée de l'auricule

doivent étre privilégiées afin d’éviter au long cours l'usage d’anticoagulant(370).

6.9.3. Gestion en urgence de I’hémorragie lobaire spontanée liée a une AAC
La décision de choisir entre des traitements conservateurs (anti-cedeme et

antihypertenseurs) par rapport a un traitement chirurgical est un sujet de débat en cas
d’AAC. Des données rétrospectives ont montré une évolution défavorable suite a
I'évacuation chirurgicale d’'un hématome lié a une AAC en cas de démence associée,
d’age supérieur a 75 ans, de troubles de vigilance importants et d’extension
intraventriculaire de 1'hématome (374). Des essais cliniques prospectifs randomisés

sont nécessaires pour identifier les traitements appropriés de 'hématome lié a ’'AAC. De

nouveaux criteres diagnostiques, dits d’Edimbourg sont basés cette fois sur le TDM sans
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injection en cas d’hématome lobaire et ont été développés en 2018 afin de pouvoir poser
rapidement un diagnostic d’AAC dans un contexte d’'urgence, ce qui permet d’adapter au
plus vite la prise en charge, notamment chirurgicale(137). Cependant, ces critéres ont
aussi intégré le génotype APOE, ce qui semble peu pertinent dans un contexte d’urgence.
Un de nos travaux a consisté a valider ces critéres radiologiques en excluant le génotype

APOE.

6.9.4. Développement des nouvelles thérapeutiques spécifiques
Il n’existe a 'heure actuelle aucun traitement curatif dans ’AAC et a notre connaissance,

aucun essai thérapeutique de phase 3 n’est en cours. Cependant, plusieurs candidats
thérapeutiques ciblant la cascade d'événements pathogenes initiés par 1'Af semblent
pertinents d’apres des études basées sur modeles animaux d’AAC. Ces approches
s'articulent autour de stratégies de diminution de la charge amyloide a différents stades
de la pathogenése de I'’AAC, comme I'élimination des formes agrégées ou solubles de
I'AB, la réduction de sa production et les stratégies visant a améliorer sa clairance par les
voies de drainage périvasculaire. De plus, les progres trés récents dans la MA avec
plusieurs essais de phase 3 pour des traitements basés sur anticorps anti-A} comme

I’Aducanumab ou le Lecanemab pourraient étre a I'avenir testés dans I’AAC.

- Cibler la dégradation du peptide A : Seules de rares études in vitro concernant

les enzymes dégradant I’Af3 sont disponibles. Une réduction des niveaux d'Af3 cérébraux
par la néprilysine a été démontrée chez la souris (375) mais a ce jour aucune molécule
augmentant l'activité de cette enzyme n’est disponible. La mémantine, antagoniste des
récepteurs NMDA, semble candidate puisqu’elle diminue les dépdts d'hémosidérine
dans le modeéle de murin APP23(376). Le mécanisme d’action de la mémantine pourrait
étre une diminution d'expression cérébrovasculaire de I'IDE, qui contribue a la

dégradation de I'AB (377).

- Cibler la clairance du peptide AR :

* Le récepteur LRP1 est tres impliqué dans la clairance du peptide AP et il est
fortement exprimé dans les parois vasculaires cérébrales. Le modele murin
APP/PSEN1 avec knock-out conditionnel de LRP1 dans les cellules musculaires lisses

vasculaires augment les dépots A vasculaires et le knock-out conditionnel de LRP1
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au niveau neuronal entraine une altération de la clairance interstitielle de 1'Af3
(378)(379). Un traitement a base de régime alimentaire avec de 1'oléocanthal, un
composant de I'huile d'olive extra vierge, a démontré une expression accrue de LRP1
au niveau de la BHE, ce qui a conduit a une amélioration de la clairance Af chez les

souris (380)(381).

L'élimination par anticorps anti-Af} est depuis longtemps au centre de l'attention
dans le domaine de la MA. Une approche similaire a été envisagée pour les patients
atteints d’AAC (186). Les lecons tirées des essais d'immunothérapie chez les patients
MA ont toutefois des implications importantes pour l'application aux patients avec
AAC. Les premieres études dans la MA axées sur l'immunisation active (382) ont
démontré une élimination efficace des plaques d'Af, en revanche pres de 6% des
patients ont présenté des encéphalites, proche des formes inflammatoires d’AAC. Les
essais ont alors été interrompus (383). Il s’agissait principalement de patients
porteurs du génotype APOEg4/4 et pour qui de I’AAC était associée a la MA a
I'examen neuropathologique (384)ou présentant de nombreux microsaignements
sur leur imagerie cérébrale (385).

Depuis lors, I'attention s'est portée sur I'immunothérapie passive avec des anticorps
anti- A, mais donnant des résultats décevants. Deux exceptions récentes sont des
essais de phase 3 sur I'Aducanumab (386) et sur le Lecanemab (387). Des ARIA ont
également été observées suite a ces thérapeutiques, chez 47 % des patients recevant
la dose la plus élevée (386).

Une hypothése pour expliquer ces événements serait que I'élimination de I'A de
vaisseaux avec dépodts séveres prédispose ces vaisseaux aux hémorragies et
réactions inflammatoires oedemateuses . Par conséquent, l'immunothérapie pourrait
ne pas étre l'approche candidate la plus siire dans I’AAC. Des résultats négatifs ont
été observés dans un essai thérapeutique dans I’AAC (388). Aucune survenue
d’épisode inflammatoire n’a été observé lors de cet essai mais en revanche, il a été
démontré une diminution de la réactivité vasculaire des patients traités par rapport
a ceux recevant le placebo. Il est possible également que 1'aggravation de 1'AAC était
consécutive a une surcharge en AP dans les voies de drainage périvasculaires via

I'efflux d'AB provoqué par I'immunothérapie.



* (e drainage périvasculaire dépend de la pulsatilité artérielle, qui décline avec I'age.
Des traitements vasoactifs ont ainsi été suggérés (389)(390). Le cilostazol, un
inhibiteur sélectif de la phosphodiestérase de type 3, réduisait les dépots d'AB40 et
a amélioré la déficience cognitive chez des modeéles murins d’AAC. La distance
parcourue par les AP fluorescents pendant une certaine période de temps était
significativement plus grande dans le groupe traité par le cilostazol que dans les
controles, ce qui indique que les médicaments vasoactifs pourraient favoriser
I'élimination des AB (391).

Des antioxydants comme la taxifoline ont été suggérés pour bloquer la formation
d'AB oligomeres, maintenir l'intégrité vasculaire chez la souris(392). Le traitement
par minocycline a réduit le nombre de microhémorragies dans le cerveau de souris

transgéniques AAC (393).

- Cibler la production du peptide A :

Une telle stratégie de prévention pourrait étre efficace chez les porteurs de mutations
pré-symptomatiques des formes héréditaires de I'AAC par exemple. Les inhibiteurs de
I'enzyme de clivage de 1'AB, BACE ont longtemps été la principale option, mais
malheureusement, les essais récents chez les patients atteints de MA ont été
interrompus en raison de 1'aggravation des troubles cognitifs.

Des travaux sur la modulation de I'épissage d'APP sont actuellement en cours dans les
formes héréditaires avec mutation APP Hollandaise pour développer des approches par
oligonucléotides anti-sens contre la protéine précurseur APP, entrainant le saut de
I'exon 17, générant ainsi une isoforme APP plus courte, dépourvue d'une partie du
domaine AB(394). Il en résulte une réduction de 1'AB40 dans des cellules souches
pluripotentes (IPSC) induites dérivées de patients et différenciées sur le plan neuronal.
In vivo, les souris de type sauvage traitées par ces oligonucléotides anti-sens ont aussi

montré un saut d'exon sur I'étude des ARN(395).

- Moduler I'action de 'APOE en cas de génotype APOE&4 :

Enfin, tout récemment, une étude chez la souris exprimant I'APOE E4 +/+ humain
(5XE4) a montré une efficacité de 'immunothérapie anti-APOE(396). Dans la MA, ce
type de traitement a été jusque la peu exploré, avec des études de petit effectif. Cette

étude dans I'’AAC a évalué Il'anticorps anti-APOE humain HAE-4, qui reconnait
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sélectivement I'APOE humain qui est co-déposé avec 1'Af au niveau vasculaire et
parenchymateux. L’anticorps HAE-4 a réduit les dépdts d'AB, vasculaires et
parenchymateux, par rapport a un anticorps témoin, et l'anticorps anti-Af3 également
testé dans cette étude n'a eu aucun effet sur les dépots vasculaires et a majoré les
microhémorragies. L'HAE-4 n'a pas stimulé les microhémorragies et a amélioré le
fonctionnement cérébrovasculaire au niveau des arteres leptoméningées in vivo. Il s’agit
donc d’une étude tres récente mais prometteuse.

On ne sait pas a ’heure actuelle si 'une de ces approches pourrait arréter la progression
de la maladie et surtout prévenir la survenue d’hématomes chez les patients AAC.
L’identification des altérations chronologiques biologiques tout au long de la
progression de la maladie est cruciale pour comprendre la pathogenése de I’AAC et, avec
I'avenement des thérapies géniques, la compréhension des mécanismes génétiques
sous-jacents est essentielle (Figure 17). Les essais récents sur I'immunothérapie anti-
APOE ou les oligonucléotides anti-sens ciblant le gene APP en sont l'illustration.

Un diagnostic précoce et précis d’AAC est tres important pour l'utilisation de
traitements préventifs et modificateurs de la maladie. Par conséquent, la poursuite des
recherches visant a découvrir des biomarqueurs biologiques ou radiologiques mais
aussi des études phénotypiques, identifiant différents sous-types de cette maladie

complexe sont nécessaires pour développer ces traitements.

Figure 17- Potentielles cibles thérapeutiques et mode d’action - Extrait de Kozberg et

al, 2022(173)
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7. RESULTATS PARTIE 1 : PHENOTYPES DE MICROANGIOPATHIES
GENETIQUEMENT DETERMINEES OU PHENOTYPE EXTREME

Une des premieres étapes avant de rechercher de nouveaux marqueurs d’'une maladie ou
identifier les mécanismes génétiques sous-jacents est d’identifier des phénotypes les plus
reconnaissables possibles. Ceci permet de guider le clinicien dans la prise en charge et
dans les analyses génétiques a demander, et d’aider au conseil génétique. Cela limite aussi
les phénocopies qui pourraient étre a tord incluses dans les études génétiques ou
thérapeutiques. Or, dans le domaine des microangiopathies liées a des dépodts
(phosphocalciques ou amyloides par exemple), 'atteinte des petits vaisseaux cérébraux

peut conduire a un large spectre clinique.

7.1. Caractérisation d’un nouveau syndrome clinico-radiologique associé aux
mutations bi-alléliques de MYORG dans les Calcifications Cérébrales Primaires

Des corrélations génotype-phénotype semblent importantes a établir. Nous nous sommes
focalisés dans une premiére étude sur les CCP liées aux mutations du gene MYORG.

Dans les formes autosomiques dominantes de CCP connues (mutations de SLC20A2,
XPR1,PDGFB et PDGFRB), aucune corrélation génotype-phénotype n’a été établie avec une
importante hétérogénéité inter et intrafamiliale et prés d'un tiers des patients présentant
des calcifications peuvent étre asymptomatiques(4). Des mutations bi-alléliques au sein
du géne MYORG ont été identifiées en 2018 au sein de 6 familles chinoises avec CCP(57).
C’est la premiere fois qu'un mode de transmission autosomique récessif a été décrit dans
les CCP. Ceci est primordial notamment pour le conseil génétique et les informations
transmises aux familles concernant le risque de récurrence intrafamiliale. Les patients
décrits par Yao et al (57) présentaient principalement des symptomes d'ataxie et de
dysarthrie, et des calcifications cérébelleuses et des ganglions de la base.

Nous avons constitué au laboratoire de génétique de Rouen, a partir d’'un recrutement
multicentrique national, une série de patients CCP, c’est a dire (1) présentant au minimum
des calcifications bilatérales au niveau lenticulaire (mais pouvant également toucher les
autres ganglions de la base, le cortex, la fosse postérieure) et (2) ayant bénéficié d'un
premier bilan étiologique a la recherche de causes secondaires négatif (avec notamment

bilan phosphocalcique). Des analyses génétiques par séquencgage et recherche d’anomalie
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du nombre de copie pour les genes SLC20A2 et PDGFB sont réalisées au titre du
diagnostic. En cas de premiére recherche négative, un whole exome sequencing peut alors

étre réalisé.

Dans notre série de 29 patients CCP non apparentés sans cause génétique identifiée, nous
avons pu identifier 16 patients issus de 11 familles porteurs de mutation de MYORG. Le
caracteére bi-allélique des variants a été prouvé soit par étude de ségrégation lorsque les
prélevements des parents étaient disponibles, soit par étude de clonage dans le cas
contraire (5 familles avec variants homozygotes et 6 familles avec variants hétérozygotes
composites). Il s’agissait principalement de mutations faux-sens.

Nous avons alors cherché a caractériser le phénotype clinique mais également
radiologique de ces patients, en réalisant notamment des comparaisons avec les 102
patients CCP porteurs de mutations au sein des genes de transmission dominante
PDGFB,PDGFRB,SLC20A2 et XPR1.

Sur le plan clinique, la pénétrance de ces mutations MYORG semblait élevée avec 15/16
porteurs symptomatiques, avec des ages de début précoce (52 ans en moyenne [21-62]).
La dysarthrie était le symptome initial chez 11 patients sur 16 et les manifestations
motrices (syndrome pyramidal, extrapyramidal et syndrome cérébelleux) étaient
majeures comparativement aux patients porteurs d’autres mutations. Les manifestations
psychiatriques ou déclin cognitif en revanche étaient moins fréquentes que chez les
autres patients CCP.

Comparativement aux formes dominantes de CCP, un pattern de calcifications plus sévere
a été identifié sur les TDM, avec atteinte spécifique du tronc cérébral retrouvée chez
12 /15 patients. Huit d’entre eux présentaient notamment une atteinte du pont. C’est dans
le pont que les faisceaux de substance blanche et substance grise sont le plus intriquées
au niveau cérébral. A ce jour, ce pattern spécifique d’atteinte pontique n’est pas bien
compris. Nous pouvons citer d’autres microangiopathies avec cette méme atteinte
topographique mais d’autres mécanismes physiopathologiques, tel que les tableaux
PADMAL liés a des mutations du gene COL4A1. Aucune atteinte pontique n’a été identifiée
dans les formes dominantes de CCP.

Une autre particularité radiologique chez les patients porteurs de mutations au sein de
MYORG était l'atrophie du vermis cérébelleux, soulignée sur les analyses de

morphométrie VBM (voxel-based morphometry) par IRM.
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Ce travail nous a permis de confirmer que MYORG est un nouveau gene causal majeur de
CCP, impliqué dans l'unité neuro-vasculaire car il est exprimé principalement par les
astrocytes. Les liens entre les différents génes impliqués dans les autres formes de CCP, de
transmission autosomique dominante et le rdole spécifique de MYORG dans la fosse
postérieure restent a comprendre.

Une force de I'étude est d’avoir identifié un syndrome facilement reconnaissable sur la base
de caractéristiques généalogiques, cliniques et radiologiques, a linterface entre
calcifications cérébrales et ataxies spino-cérébelleuses (Figure 18). Ceci a été établi grace a
des analyses sémiologiques rigoureuses, des analyses radiologiques basées sur des scores
de calcifications et des analyses VBM en IRM. Nous avons pu objectiver un pattern
radiologique de calcifications liées aux mutations MYORG avec réalisation de Heatmap par
exemple. L’établissement de tels criteres cliniques et radiologiques est utile pour cibler les
analyses génétiques et aider a l'interprétation de variations génétiques de MYORG. Depuis
la publication de cette étude, 6 autres nouvelles mutations pathogenes (classe 4 ou 5 selon
I’ACGM (397)) homozygotes ou hétérozygotes composites ont été identifiées dans notre

laboratoire a Rouen.

@ Pénétrance clinique élevée avec symptomes
principalement moteurs ++

@ Calcifications séveéres avec atteinte pontique

@ Atrophie cérébelleuse associée

®

Figure 18 - Phénotype reconnaissable des patients porteurs de mutations au sein de

MYORG
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*Appendix 1.

Primary familial brain calcification (PFBC) is a rare neurogenetic disorder with diverse neuropsychiatric expression. Mutations in
four genes cause autosomal dominant PFBC: SLC20A2, XPR1, PDGFB and PDGFRB. Recently, biallelic mutations in the
MYORG gene have been reported to cause PFBC with an autosomal recessive pattern of inheritance. We screened MYORG in
29 unrelated probands negatively screened for the autosomal dominant PFBC genes and identified 11 families with a biallelic rare
or novel predicted damaging variant. We studied the clinical and radiological features of 16 patients of these 11 families and
compared them to that of 102 autosomal dominant PFBC patients carrying a mutation in one of the four known autosomal
dominant PFBC genes. We found that MYORG patients exhibited a high clinical penetrance with a median age of onset of 52
years (range: 21-62) with motor impairment at the forefront. In particular, dysarthria was the presenting sign in 11/16 patients.
In contrast to patients with autosomal dominant PFBC, 12/15 (80%) symptomatic patients eventually presented at least four of
the following five symptoms: dysarthria, cerebellar syndrome, gait disorder of any origin, akinetic-hypertonic syndrome and
pyramidal signs. In addition to the most severe clinical pattern, MYORG patients exhibited the most severe pattern of calcifica-
tions as compared to the patients from the four autosomal dominant PFBC gene categories. Strikingly, 12/15 presented with
brainstem calcifications in addition to extensive calcifications in other brain areas (lenticular nuclei, thalamus, cerebellar hemi-
spheres, vermis, +cortex). Among them, eight patients exhibited pontine calcifications, which were observed in none of the
autosomal dominant PFBC patients and hence appeared to be highly specific. Finally, all patients exhibited cerebellar atrophy
with diverse degrees of severity on CT scans. We confirmed the existence of cerebellar atrophy by performing MRI voxel-based
morphometry analyses of MYORG patients with autosomal dominant PFBC mutation carriers as a comparison group. Of note, in
three families, the father carried small pallido-dentate calcifications while carrying the mutation at the heterozygous state, sug-
gesting a putative phenotypic expression in some heterozygous carriers. In conclusion, we confirm that MYORG is a novel major
PFBC causative gene and that the phenotype associated with such mutations may be recognized based on pedigree, clinical and
radiological features.
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Introduction

Primary familial brain calcification (PFBC) is a neuroge-
netic calcifying disorder of the cerebral microvessels asso-
ciated with diverse motor, cognitive and psychiatric
symptoms. This disorder is defined by the presence of cal-
cifications affecting at least both lenticular nuclei and a
negative aetiological assessment (Nicolas et al., 2015).
Mutations in four genes cause autosomal dominant
PFBC: SLC20A2 (Wang et al., 2012) and XPR1 (Legati
et al., 2015) encoding phosphate transporters, and
PDGFB (Keller et al., 2013) and PDGFRB (Nicolas
et al., 2013b) encoding the platelet-derived growth factor
B and its cognate receptor, respectively. Although the exact
prevalence of autosomal dominant PFBC (AD-PFBC) is un-
known, it is considered as a rare disorder affecting at least
4.5 in 10000 individuals (Nicolas et al., 2018). No specific
clinical or radiological features have been identified among
the four different AD-PFBC mutation carriers. AD-PFBC is
marked by inter- and intra-familial diversity, in terms of (i)
clinical symptoms with up to 42% of mutation carriers
being asymptomatic; and (ii) calcification patterns and se-
verity as measured by a semiquantitative visual rating scale
(Nicolas et al., 2013a, 2015). In particular, calcifications
may affect the thalamus, the caudate nuclei, cortical sulci,

the supratentorial white matter, the cerebellar hemispheres,
and the vermis in addition to the lenticular nuclei. We
showed previously that the total calcification score (TCS)
highly correlated with ageing and was higher in SLC20A2
and PDGFB than PDGFRB mutation carriers (Nicolas
et al., 2015). The PDGFRB mutation carriers did not ex-
hibit calcifications in the vermis and in the cerebral cortex,
while it was frequent in the other two genetic groups.
However, we could not identify a gene-specific pattern.
Although the phenotype associated with XPR1 mutations
has not been reported systematically in detail, it seems to be
highly comparable to the one of SLC20A2 mutation car-
riers. Remarkably, calcifications of the brainstem and, more
specifically, in the pons, remain extremely rare. To date, no
patients with pontine calcifications exhibited a mutation in
one of the four known AD-PFBC genes.

Recently, the first gene associated with autosomal reces-
sive PFBC transmission was reported in six families from
China (Yao et al., 2018). The patients mainly exhibited
symptoms of ataxia and dysarthria and obvious calcifica-
tions of the cerebellum and the basal ganglia that were
considered as similar within and among families. To
assess the phenotype associated with MYORG biallelic mu-
tations, we screened this gene in 29 PFBC unrelated pro-
bands negatively screened for the four known AD-PFBC
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genes and identified 11 unrelated families carrying biallelic
MYORG mutations, with a total of 16 affected individuals
after segregation analyses in relatives. After comparison
with affected individuals of families with an AD-PFBC
causative mutation, we demonstrate that MYORG muta-
tion carriers exhibit the most severe calcification phenotype,
with a propensity for posterior fossa—including brain-
stem—calcifications, cerebellar atrophy and a predomin-
antly motor phenotype with high clinical penetrance.

Materials and methods

Inclusions and genetic analyses

Patients were recruited from multiple French centres as previ-
ously described (Nicolas et al., 2015). They all exhibited cal-
cifications affecting at least both lenticular nuclei with a TCS
greater than the age-specific threshold, and a normal cal-
cium-phosphorus metabolism assessment. Patients were re-
cruited regardless of the presence of a positive family history.
All patients provided informed, written consent for genetic
analyses. They were all screened for the four AD-PFBC
genes, by Sanger sequencing and quantitative multiplex PCR
of short fluorescent fragments (QMPSF) or by whole exome
sequencing (WES) or both (David et al., 2016; Ramos et al.,
2018). A total of 29 patients were considered negative for all
four genes and we analysed whole exome sequencing data re-
garding the MYORG gene. Briefly, all exons were captured
using an Agilent SureSelect Human All Exon kit (V5, # =20;
V5 + UTR, n=9) followed by Illumina sequencing with an
average depth of coverage of 140 x. Bioinformatics pipelines
were previously described (David et al., 2016). Briefly, reads
were mapped to the 1000 Genomes GRCh37 build using BWA
0.7.5a.10. Picard Tools 1.101 was used to flag duplicate reads.
We applied GATK for indel realignment, base quality score
recalibration and single nucleotide polymorphisms, and indels
discovery using the Haplotype Caller across all samples simul-
taneously according to GATK 3.3 Best Practices recommenda-
tions. Variants were annotated using SNPEff and SNPSIFT. To
detect copy number variants from WES data, we used the
CANOES suite as described previously (Backenroth et al.,
2014; David et al., 2016). We extracted all variants of the
coding regions and flanking intronic sequences of the
MYORG gene (previously known as KIAA1161). Segregation
of the rare (allele frequency <1% among all gnomAD ethnic
subgroups) coding variants was assessed when DNA of rela-
tives was available (Lek et al., 2016).

Rare variants were interpreted following the ACMG-AMP
recommendations (Richards et al., 2015). For clarity purposes,
we use the word ‘mutation’ here to report likely pathogenic
(class 4) and pathogenic (class §) variants together.

We determined the phase of the variants using segregation
analyses in families and/or cloning of the entire unique coding
exon. Cloning and sequencing of MYORG variants was car-
ried out in patients with initial insufficient or absent segrega-
tion data. Briefly, the sequence containing both variants was
PCR-amplified using primers with the EcoRI (forward primer)
or Xbal (reverse primer) restriction site (Supplementary mater-
ial). After double digestion with EcoRI and Xbal, the PCR
products were ligated into the pcDNA3 plasmid. Ligations
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were transformed into competent Stbl3 bacteria. Colonies
were obtained and then sequenced using specific primers.

Inclusion of autosomal dominant
PFBC patients and data collection

We compared clinical and radiological characteristics of
AD-PFBC patients harbouring an SLC20A2, PDGEB,
PDGFRB or an XPR1 mutation to that of MYORG muta-
tion carriers with the aim to highlight any putative distinct
phenotype.

We included all probands and affected relatives for which a
blood or DNA sample was referred to the Inserm Research
Unit 1245 and the Department of Genetics of the Rouen
University Hospital (Rouen, France) for PFBC genetic screen
since the year 2010 and who were positively screened for one
of the four known AD-PFBC genes. The medical charts and
radiological data of all mutation carriers were examined. We
carried out the same data collection and imaging analyses as
those conducted in MYORG mutation carriers (see below).
Briefly, the AD-PFBC comparison group consisted of the
update of the French PFBC series, most of the patients
having been reported before (Legati et al., 2015; Nicolas
et al., 2015; Anheim et al., 2016; David et al., 2016; Ramos
et al., 2018), although the clinical and radiological phenotype
of XPR1 mutation carriers has not yet been studied extensively
as a group.

Clinical data and CT scan analyses

Clinical data were retrieved from the patient’s medical charts
provided by each referring clinician and analysed following
previously reported categories of symptoms (Manyam et al.,
2001; Nicolas et al., 2015). We considered the category akin-
etic-hypertonic syndrome as positive when patients were re-
ported to exhibit akinesia/bradykinesia, plastic hypertonia or
both. We considered pyramidal signs as present when patients
exhibited clearly brisk, diffused tendon reflexes with Babinski
and/or Hoffmann signs upon examination, whatever the pres-
ence of paresis or spasticity. When paresis or spasticity were
present, we added this piece of information.

Cerebral CT scans were assessed as well as MRI, when native
dicom-format images were available. We rated all calcification
regions as previously described and computed the TCS.

To assess the ponto-cerebellar atrophy in MYORG mutation
carriers, three independent neurologists first rated (i) the
number of sulci displayed on CT scan in cerebellar hemi-
spheres and in the vermis area, respectively; and (ii) dilatation
of each cistern of the posterior fossa as discrete, moderate or
marked according to a previously published scale (Ramos
et al., 1987). When the scores differed between the raters, a
consensus was reached.

MRI voxel-based morphometry

In a second step, we performed whole-brain volumetric analyses
of all available MRI that included a 3D T;-weighted imaging of
MYORG and AD-PFBC mutation carriers from the French
PFBC series. To exclude white matter calcification bias, this
voxel-based morphometry (VBM) substudy was restricted to
grey matter differences between patients harbouring a

7707 180010N A1 11018anB Aa 1n1a/wC/e ct /a7y @nnie/uieianod dnoaianese/:sdnul 01 naneollumon



1576 | BRAIN 2019: 142; 15731586

MYORG mutation versus AD-PFBC mutation carriers. All pre-
processing steps and analyses were performed using the SPM12
package (Statistical Parametric Mapping; http//www fil.ion.ucl.
ac.uk/spm) implemented in MATLAB 9.0.0 environment
(MathWorks;  http://www.mathworks.com).  Available raw
images were checked for quality control and transformed
from the standard DICOM format (Digital Imaging and
Communication in Medicine) to the NIfTT format
(Neuroimaging Informatics Technology Initiative). First, we
generated a custom template using the Diffeomorphic
Anatomical Registration with the Exponentiated Lie Algebra
algorithm tool (DARTEL) (Ashburner and Friston, 2005).
Subsequently, the images were processed using the New
Segment tool for defining tissue probability maps through
non-linear deformation and registration, in order to obtain
grey matter, white matter and CSF images (Ashburner and
Friston, 2005). The final DARTEL template was then normal-
ized into Montreal Neurological Institute (MNI) space, and the
original (native space) grey matter segments were warped to the
DARTEL/MNI template. Finally, images were smoothed with a
full-width at half-maximum (FWHM) 6-mm Gaussian kernel to
increase the variation signal in the anatomical structure. A grey
matter analysis mask was created by averaging individual
smoothed (also at 6 mm FWHM) and normalized grey matter
segmentations above an optimum threshold (Ridgway et al.,
2008). MYORG and AD-PFBC mutation carriers were com-
pared in an SPM-t comparison using a full factorial design
and taking the mutation status as factor (MYORG carriers or
non-carriers) and the total intracranial volume, age at MRI and
sex as covariates. The statistical significance of the contrast was
initially set up with a primary threshold of voxel-wise P = 0.001
uncorrected due to low statistical power. Second, the threshold
for the resulting clusters was limited to P < 0.05 family-wise
error (FWE) correction.

Statistics

Chi-squared, Fisher exact tests and Mann-Whitney tests were
used to compare clinical characteristics between genetic
groups. Results are expressed as mean =+ standard deviation
(SD) unless otherwise specified.

We analysed calcification rating scores as reported pre-
viously (Nicolas ef al., 2015) using the R statistical software
version 3.0.2. First, a negative binomial distribution was
adopted to model the TCS, allowing for over-dispersion of
count data, when accounting for the combined effects of the
age at CT scan, sex, and causative genes. The effect of sex
appeared much less significant than the effect of genes and
age at CT scan and appeared to be mostly driven by
PDGFB mutation carriers (not shown). For these reasons,
we present here the results obtained without adjustment on
sex. Second, a heat map was built, representing the grid of
quantification scores for each location and patient on a col-
oured scale. On each axis, locations and patients displaying
similar score profiles were ordered and clustered together by
ascending hierarchical clustering based on the Euclidean dis-
tance and Ward’s aggregation criterion. To compare scores of
locations rated twice (left and right, rated /10) versus locations
rated once [median structures (vermis, pons, and medulla) and
cortex, each rated /5], we doubled the score of the last-men-
tioned locations.

L. Grangeon et al.

Data availability

The de-identified clinical classification of patients, following
the categories in Manyam et al. (2001) and the details on
TCS rating are available upon request.

Results

Identification of | | families exhibiting
biallelic MYORG mutations

After WES of 29 unrelated patients negatively screened for
the four known AD-PFBC genes, we identified 11 unrelated
probands carrying one homozygous (7 = 5 families) or two
heterozygous (7 =6 families) rare coding variants in the
MYORG gene (Table 1). Segregation (7 =3) and cloning
(n = 4) analyses allowed us to confirm that affected individ-
uals of the latter six families harboured compound hetero-
zygous variants, hence consistent with an autosomal
recessive pattern of inheritance (Fig 1). Of note, no copy
number variation encompassing this gene was detected
using the CANOES bioinformatics tool.

Of the 16 identified distinct MYORG mutations, 10 were
missense mutations, one was nonsense and six were short
insertions or deletions (indels, four in-frame and two frame-
shift) (Table 1). Of note, only one had previously been
reported, an in-frame insertion, p.(R116_S117insLAFR),
reported in patients from Asian ancestry (Yao et al.,
2018). We identified this insertion in two additional
families of Asian ancestry. Six MYORG variants were pre-
sent in the genome Aggregation Database (gnomAD) (Lek
et al., 2016) with extremely low allele frequencies (max-
imum allele count: 10; Table 1) and all MYORG variants
were absent at the homozygous state in this database. All
but one missense variants were predicted to be deleterious
by the three interrogated softwares (PolyPhen-2, SIFT and
MutationTaster); the last one was predicted damaging by
two of the three. The 16 identified mutations were not
clustered in a specific domain but located throughout the
coding region of the MYORG gene (Fig. 2).

Description of the pedigrees

The MYORG mutation carriers consisted of six cases with
a sporadic presentation and five families with two or three
affected siblings. Among the five probands with a homozy-
gous mutation, a history of consanguinity was known for
two (EXT-439, EXT-805, with common ancestors three
and five generations beyond each parent, respectively)
(Fig. 1).

Strikingly, in three families, the father of the proband
was reported to present brain calcifications. In Family
EXT-1162 of Asian origin, the mother had a normal CT
scan and carried the ¢.337_348dupCTGGCCTTCCGC,
p.(R116_S117insLAFR) already reported by Yao et al.
(2018). The father carried a novel nonsense mutation,

7707 180010N A1 11018anB Aa 1n1a/wC/e ct /a7y @nnie/uieianod dnoaianese/:sdnul 01 naneollumon



1577

142; 1573-1586

BRAIN 2019:

LOownioaueda Irorm nups.//acdaaermnic.oup.cormyoraim/arucier 144£/0/ 101 95/04 10 1V 1 DY guesL Ol 1Y UCLODET Zuss

‘pareJs|or = | ‘BuiBewep A|qissod = gssod ‘Buiewep A|qeqod = Q4 ‘9|qe|leA. 10U = YN ‘Buisned-aseasip = D SNOLISIBIBP = (] IUNOD 33|[e = DY
‘'810T “Ip 19 OB\ Ul JuUdsdUd,

14 VN oa ad a 0 3uasqy asuassi|y (nop94ID)d V<Dl6l? sno3AzowoH (066:LX3
S VN VN VN 0 (1=2V) 401 X €% Yysawe.y (ss99%n19)d odnppeg | sno3Azo.s19y
S (8uiuop) sueqy VN VYN VN 0 wesqy  Ylysawedy (s)09€41)d 112P8£017 punodwo? §g¢|-LX3
S VN VN VN 0 uasqy 9SUISUON (4Sppuio)d 1<DfEEI
Luolasul (8ayaydejynasul D9DD11DD991D snogAzoumay
§  (uonedaudes) sues) VN VN VN 0 (6=2V) ¢ 0l xX9¢€ aweu| L1143579] |Say)d dnpgpeT/€€7 punodwo? 79| |-LX3
uonJasul
4 VN VN VN VN 0 ssqy sweyu| (dnpygzery)d 229dnpgo.L 90." sno3AzowoH  §08:LX3
4 olel ad 1 0 JUasqy asuassi|y (dswezgery)d V<28l112
(Buiuopd pue uonsep sno84zouaay
4 uoneda.gas) sued| VN VN VN 0 ssqy sweu| (1opg | §405)d 1DDIPPOYS 178517 punodwo)  95/-1X3
LuonJasul ayaydelynasul 292211029910
S VN VN VN 0 (6=2V) ;01 x9¢ awe.u| L1143579] |8ay)d dnpgpe /€€ sno3Azoua1y
S (Buiuop) suedy oa ad a 0 ssqy 3sussiy (dap | 1984v)d 1<Dlg81? punodwo)  £5/:1X3
4 VN oa ad a 0 (1=2V) g0l X I} asuassl|y (sADeprdar)d D<9/pL> sno8AzowoH  gTy1X3
4 VYN 2a ad a 0 asqy asuassi|y (uD099na7)d V<16L61 snodAzowoH  §69-1X3
4 VN oa ad a 0 (T=2V) 401 X 2L asuassi|y (SHpEpdsy)d D<D00€17 sno3AzowoH 61X
4 oa ad a 0 wasqy asuassijy (usy9zpy))d vV <2LTyI? snogfzo.s3ay
p  (uone3a.3es) sues| oa ad a 0 (01=2V) 01 x9¢€ asuassijy (441959211)d D<1/9617 punodwo)  §0§:LX3
¥ oa assod a 0 uasqy ENVERNTA] (Bayg ] |ne)d H<18€€D snodAzouaiay
4 (Buiuop) sueqy oa ad a 0 3Uasqy asuassi|y (oudzz9naT)d D<1§9817 punodwod |zgLX3
sse|d aywous
dWV JAjse] sa11aed aywous adfy
-OWOVY Buiseyd uoneinpy z-uaydAjod 14IS snosAzowoy u AV JUBLIBA 329)J@ UId304d dJnjepudwou YNQ> smejs  Ajuweq

Autosomal recessive PFBC

spueqo.d paje[a4un || ul DYOAW Ul PRYI3USPI SjuBLIeA DIf3|[elg | S]qeL



1578 | BRAIN 2019: 142; 15731586

EXT-321 EXT-505 EXT-439

L. Grangeon et al.

EXT-695 EXT-805

EXT-428

001
(51)

002 a0l a0 o0l 001 5
187) (45} (az} (52} 916600,/ :x;:;é 4
pLEXR ] pIBSET pLESLG
p.LILIA ETATEN
001
(51}
p.D434H
p.D43aH
EXT-753 EXT-756 EXT-1162 EXT-1385 EXT-9S0 o2 o
(52) (53}
+ [y N pA236eun | p.AZ36dup
pAZIGdup  p.AZ3Gdup
o2 003
oGS £ P.R116_S117insLAFR

WT

.

- *
oo1
(53} oot 003 (azulu
’ {52) (45} }
PRELIW . ;
PRLLE, S117insLAF p5513del /  p.S513del pRLLG_SLLTinsLAFR./
= pA3TID p.ASTID P45

WT

a0l 002 001
(51} 152} 152)
¥360Ms | B 3
P ff::f ! PGEIE/  p.GEAES
P E4GES P.GEAE p.GEIE

Figure | Reduced pedigrees of the 11 PFBC families with MYORG mutations. Arrow = proband; asterisk = DNA available;
square = male; circle = female; diamond = male(s) or female(s); strikethrough = deceased individual; filled symbols = PFBC-affected individual;
open symbols = relative assumed to be healthy; double dagger = relative with non-extensive brain calcifications. 00| = ID number; values in

parentheses = age at onset; WT = reference allele.
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L113R
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Figure 2 Distribution of MYORG mutations on the protein, modified from Yao et al. (2018). The MYORG protein contains a short
cytoplasm domain, a transmembrane fragment (black) and a long C-terminal luminal fragment with a glycosidase domain (striped area). Mutations
reported in Yao et al. are represented at the top in grey, whereas mutations reported here are represented at the bottom, in black.

¢.1333C>T, p.(Gln445%*). His neurological examination
was completely normal (age at examination: 65 years)
and his CT scan showed lenticulo-cerebellar calcifications
(TCS = 12; Supplementary Fig. 1), with a much lower se-
verity than his affected symptomatic son (TCS =3535; see
Table 2 for clinical presentation).

In Family EXT-756, no CT scan was available in the
mother who died at the age of 63 years with no history
of a neurological disorder. The father was reported to pre-
sent with depression and cognitive impairment starting from

the age of 67 years and leading to dementia. He was first
diagnosed with Alzheimer’s disease. Then, the observation
of asymmetric extrapyramidal syndrome led to the hypoth-
esis of dementia with Lewy bodies. His CT scan showed
small lenticular and small cerebellar bilateral calcifications
(TCS could not be computed precisely because of poor
image quality, we can however estimate a TCS < 12;
Supplementary Fig. 2). He died at the age of 81 years.
Both affected symptomatic brothers exhibited severe calcifi-
cations with a TCS of 32 in the proband and the affected

7707 180010N A1 11018anB Aa 1n1a/wC/e ct /a7y @nnie/uieianod dnoaianese/:sdnul 01 naneollumon



1573-1586 | 1579

142;

BRAIN 2019

Autosomal recessive PFBC

LOownioaueda Irorm nups.//acdaaermnic.oup.cormyoraim/arucier 144£/0/ 101 95/04 10 1V 1 DY guesL Ol 1Y UCLODET Zuss

'sqeak = A 359 Subfely [lBA] = | ]I ‘©|qE|IleAR 30U = \/N {SSN[EA SABWLIOU [9A9] Uonednpa pue a8e 3uimol|o} saSue. [ediSojoyaed Jo [euwLIoU Ul 3103S = d/N ‘UOREBUIWEX] 91I§
[R3US-IUIN = JSIAIA (9[edS Suney enuswaq SRRl = SYAI B[eW = || 359 SUIpUIWSY SARDBSS PaND pue 9314 = [HSDS ‘AJ91Ieg JUBWISSISSY [eIUOI] = g4 O[eWsd) = 4 ‘s4edk Ul ‘UoiBUIWEX® 15e] 38 938 = IV sJedk Ul 39suo Je 988 = OYVY

(€1}

‘BISSUDJAPRIG "SWOJPUAS DANDD
-xasAp pue sudis |epiweJAd aaissaiSoud Aq pamoj|oy (asned dljoquisolp.ed 3|qe
-qoud A10311491 AJ91JE [B1GD13D S|PPIW 3| PUB AIOILLISY Je|[2Ga.13 YS) YW

saapJosip e

81/8 = a4 ‘(d) 0€/€T = ISWI A €9 a8e 1y Uo saxou3s dlwaeyds! a|dnn BLIYLIESAP PUB O3NJISA USPPNS YIIM j0J3S [eRIu]| pue elylesAiQ 9/79 4/700-066
103dS duednjor-|,  [ewoN p9 jo a3 2y e awalINbal Jeyd[RAYAA
suis aARNdaxasAQg ‘BISSUD{SAP  [BIDBJOJO  UOWS.II UM  SWOIPUAS  dluoluadAy supe  pue
‘@ 8L = avd ‘@) R |epiwesAd [esa1eiq yum SBujussiom BAISsaUS0Ud "BIXEIR JE||2GRJ9D puUB JudW
= SYAW ‘(N) 0€/9T = ISWIW A 79 38e 1y -areduw 2AnIUS0 ‘SJBP.OSIP [eANOIARYDQ Aq J33E| A £ PAMOI|O) BlIYLIESAP PRlE|OS]| euyesiq 99/ W/100-066 n9y94|5d 066:LX3
‘awouJpuAs dluoliadAy onsupje pue sudis
[epiweJAd ‘UonBUILIEXS Iy S|[B} [BISASS 'SUSIS IE|[9q349d puB SIRNdP Suimo| sJapJosip
VN -[eMs 01 PaJBIDOSSE ‘BlIYLIESAP 3IM PRIBIDOSSE UISIIO UMOWUN JO JBPIOSIP 3BD) ed pue euyesig 19115 4/100-S8€ | s}99pN|D d/sy09¢€ 4L d s8€1-1X3
‘uonnjors
jo A (] Joye ®'OISAp pazieousd pue SwWOUpUAs dluoIIadAY dnBUDE LShPuID dBayaydely
VN JO 92UB.INDDQO "BISAUDSAP [ewsAxosed Yaim paieIdosse uayy ‘BlIYyIIesAp paie|os| elyIesiQ 1€/1T W/100-2911 nasul/ | 149579 |8ayd
‘uoissaudap jo AioasiH uaye
(d) 81 A Q] sudis [epiweJAd pue eixele Je|[9qeueD) eaJoyd pue uswiedw) sARuBod
/11 = avd (d) 0E/FT = ISWIW A §9 938 3y UM 13132303 3950 pided Jo erIyIIesAp Aq .193e| A € PAMOI|O} BISDUDIE [B4931|IUN BISAUD|Y S9/TS 4/200-508
sudis aAnndaxasAq '(d) 81 ‘uoissaudap jo AuoasiH
/€1 = av4 “(N) 0€/6T = ISWIW 4 65 38e 3y 'sudis [epiwredAd ‘awoupuds S1uoliadAy dnaupfe [ea3E)iq UBY3 BLIYIIESAP Pale|os| elyLEsAQ €9/€S W/100-508 dnpggze|yd 508-LX3
1D3ds dued
Nol-|g,, [ewoN “4desayy ai8uauiwedop Sumojjoy 3uswaroadwi aAndalgng
*3|qe|ieAR 3[eds ou ‘sudls aAnNaXasAg ‘uidlio umouyun jo spdosip eS8 ‘Swoupuds dluolsadAy payadsun $S/Sh IN/€00-9SZ
(N) 8p/8y
= |[e23d 2303 ‘(N) 8p/8T = [[eI°4 o34y ‘uoneUIWEXD
14524 ‘(N) 81/81 = avd ‘(N) #¥ifbbI 3 sudls [eplueidd SWOUpUAs duowadAy dnpBuUBe pliw pue  eliylesdp
= SYAW (N) 0€/0€ = 3SWIW 4 7§ 98¢ 3y PIM BIXEIE JE[9GRSD USLR 3yBIom JO SSO| Laim 9posids BAIssaudap parjely aposida aaissaudaq 95/2S W/100-952 dsyezgelvd/Ppe | 5405 952:1X3
(d) “IOWa.13 PUE SWOIPUAS djuolIadAY dnaupe ‘sudis [epiweiAd [edoIe)iq Yam Joiye SWOLpPUAS e|[9gaJad Bayaydeynasuly | |49
81/6 = 8v4 ‘(d) 0€/61 = ISWW 4 £§ 3Be 2y A | BUlRSIOM BAISSIZ0L] 'SQUI| JO BIXEIE LIIM BIXEIR JB|[2GRIDD ‘BlYIIESAQ pue elyiesig 19/€5 4/100-€5£ T9118aydydug | 98uyd €523
‘a8eyJowWaRY [eagaJadaUl SUIMO||0) 69 B3e 3B pal]
‘uoissaudap jo A10isiH “uoneulwexs e sudis [epiweiky Adessyy d18isuiwedop
(N) 81/91 = avd PrI1/SEl Buimojjoj JuswaAodwi ON 'SWOIPUAS dUOIIBdAY dRBUDE UM paleIDOSSE
= SYAW ‘(N) 0€/6T = ISWIW A €9 38e 1y J20E| ‘SquUI| JO BIXEIR LM BIXBIE JE|[2qR43d AQ Joye A 0| Pamoj|o} elyliesig elyesiQ (yeap) 69/15 W/100-8TH skoeprdiLd 8T:LX3
VN ‘uoneulWexs [ed180j0INaU |BWJOU ‘sSunule) [eJaASS VYN g7/onewordwAsy 4/100-569 ujHp99naTd 569-1X3
‘$2J02s |ew.ou g
Pue v LWL ‘(N) ‘81/41 @vd ‘(N) 8v/Ly ‘uoissaudap jo AuoasiH “sudis [epiuresdd
= |[e234 [e303 ‘(N) 8b/Op = [[ed9d 994} Yum squi| anoy e jo Audnseds 9u9A9s ‘BISSUDJAPRIQ ‘BlIYIJIESAP ‘squi| jO
11¥SD4 ‘(N) 0€/87 = ASWIW A €9 93e 1y ®1e YIIM J319301 3 sa.130.4d uay) eIXeIE JB|[9GD.IDD JO 395UO pidey SWOUpUAS e|[9gaIa) ¥9/15 4/100-6E sIHpepdsy-d 6Ep-1X3
‘BIXEIE JB|[9GDI9D) Adelayy
suis aAnndaxasAq ‘(N) 2181auiwedop Suimo|jo) auswaroadwi o ‘Buizaady Yam swodpuds djuoliadAy
8b/8F = I[e234 €303 ‘(N) 8/0€ = [[edad JnBUDE PUE (Y|4 UO 9)0.1S JO SIUSPIAS OU) SSIUMEIM Papis-}ya| dAIssa.So.d
234 114D ‘0€/6T = ASWIW A $9 28e Iy Ajpides yam aye £ 9 aposida 2)))|-2>j0.35 UBPJOSIP BUIMO|EMS YaIM BLIYIIESAQ elyLEsiQ ¥9/2S W/100-50§ usy9/pay)-day19599ird 505-LX3
sudis aAnRN2aXasAq *(d) ‘9 a3e 38 yaeap 03
$¥1/071 = SUAW ‘99 = Ol ddueW.IOMD Buipes| mojlems 03 selNOYYIP jo Sulussiom padjdely sisaded noyam sudis
‘68 = Ol [eq4A ‘S = QI @0l K [epiweJdd Adesoys didusuiwedop Suimojjoy JusweAodwi ON opJosip e
Ly 932 3y “(N) 0€/67 = ISWIW A pi 988 3y PUE BIUOISAP ‘B310YD UM SWOPUAS d1uoliadAy dnaunfe Usy3 eliyllesAp paiejos| elayIesiQ (y3eap) 95/TH W/€00-12€
‘g9 98¢ 38 paiq uswredwi 9ARIUS0D ON IUSWIEDA YJO-T SUIMO||Of 240DS
SYAdN Y3 JO 9SERUDUI %GT "BIXEIR IE|[2GDJ49D PUB SWO.PUAS djuoliadAy
JNBUD[E JO 9DUDLINIIO dAIssaUSoud Asepuodsg 9suo pided jo sisadediway sudis [epiweaid
0€/0€ ISWIW A €5 28 1y YB1 Yam squi| anoy |[e jo sudis [epiielAd yaim paIRIDOSSE BlIYIIRSAP dAIssDJS0.g pue elyIesAQ (yaeop) 89//€ 4/700-12€
‘uoissaudap
jo AioisiH ‘swoirdwAds jo 19suo syl Jaye A 7 Auo mojems 01 sannd
-ip padely Adessya d18usuiwedop Suimoljoy Juswaoidwi oN “BIUCISAP pue
(passasse 2q 10U p|NOd $9UBN|} [BQUBA) G| B2JOYD UOWDJI YIIM DWOIPUAS d1uolIadAy dnaupfe pue squil| Inoy | jo susis Sayg| |na7d
/21 = av4 “(N) 0€/£T = ISWIW 4 9§ a8e a3y [epie.Ad Aq 4a3e| A | Pamo]|0f SquUI| JO BIXEIE L3IM BIXEIE JE|[2Ga.10D ‘BlilpesAQ elyLEsAQ SISk 4/100-1T€ /o4dgz9naTd 17€:1X3
juswissasse aAnuso) Arewwns esund woydwiAs [eandneu| ERL /(o)A 4 x3§/@| 3uaned uoneInly Apuwrey

DYOAW Ul sjueltea s1j9|jelq 3uilkiied syuaned jo sonsiiajdedeyd [edluld pue

solydea8owaq 7 9|qeL



1580 | BRAIN 2019: 142; 1573-1586

brother was described as displaying diffuse calcifications
(Table 2). Unfortunately, no CT scan was available for
rating in the affected brother. Both affected brothers carried
¢.1538_1540delCCT, p.(Ser513del) and a c.1118C>A,
p-(Ala373Asp) variants. We could demonstrate that these
variants were located in trans in both affected brothers by
further segregation analysis and cloning but we could not
determine which allele was the paternal one.

In Family EXT-990, no CT scan was available in the
mother who died at the age of 87 years with no history
of a neurological disorder. The father was reported to be
asymptomatic and to present with calcifications restricted
to the lenticular nuclei (images not available); he died at the
age of 87 years. Again, both affected and symptomatic
proband and sister showed extensive calcifications with a
TCS of 36 at 62 years old and a TCS of 31 at the age of 62
years, respectively.

Clinical features of MYORG biallelic
mutation carriers

We report the phenotype of 16 patients from these 11
families. All but one were symptomatic, with an average
age at onset of 48.3 years (SD = 10.1; median = 52, range:
21-62). The only asymptomatic affected individual was a
28-year-old female. The most frequent clinical symptoms
were dysarthria (15/16), akinetic-hypertonic syndrome (15/
16), pyramidal signs (13/16), gait disorder of any origin (13/
16) and cerebellar syndrome (10/16) (Table 3). Strikingly,
dysarthria was the prominent inaugural symptom in 11/16
patients, either isolated (7 =7) or associated with akinetic-
hypertonic syndrome or gait disturbance (7 = 4). In the ma-
jority of cases, dysarthria resulted from various combin-
ations of ataxic, hypokinetic and/or spastic components.

Pyramidal signs were bilateral in 9/16 patients and asso-
ciated with motor weakness in three patients. In addition,
spasticity was mentioned in four patients.

Movement disorders consisted mostly of akinetic-hyper-
tonic syndromes (7 =15/16). Chorea (n=3), dystonia
(n = 3), orofacial dyskinesia (7 =1) or paroxysmal dyskin-
esia (n = 1) were rare and, if present, always associated to
akinetic-hypertonic syndrome. In these patients, informa-
tion on L-DOPA or dopaminergic agonists treatment was
available in six patients. It was considered inefficient in 4/6.
In the two remaining patients, subjective improvement was
noticed. However, an increase of only 25% of the UPDRS-
III score was observed for one of them, suggesting a modest
effect of L-DOPA. On-off UPDRS-III rating were not avail-
able for the second patient. In two patients, '**I-ioflupane
SPECT was carried out and was considered normal.

Cognitive impairment was reported in eight patients
(Table 2). Four patients presented a memory impairment,
but dedicated scales were not available to characterize fur-
ther this impairment in all patients. Of note, three patients
underwent a free and cued selective reminding test (FCSRT)
more than 10 years after the onset of motor symptoms and

L. Grangeon et al.

showed normal scores. Dysexecutive signs were noted in all
eight patients with a cognitive impairment. Of note, cogni-
tive impairment did not fulfil the criteria of major neuro-
cognitive disorder (according to The Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders Sth edn. American
Psychiatric Association, 2013) for any of them.

Psychiatric signs, one of the most frequent presentations
of AD-PFBC, were reported in 7/16 patients only [six dis-
playing one marked or recurrent depressive episode(s) and
one displaying severe behavioural disorders]. None suffered
from psychotic signs or seizures (Tables 2 and 3).

Of note, two patients experienced strokes. One of them
suffered from ischaemic strokes in multiple territories sug-
gesting a cardio-embolic origin and the other patient died
following cerebral haemorrhage but we could not deter-
mine if it was related to PFBC or not. In addition, one
patient exhibited rapidly progressive left hemiparesis with
unchanged MRI including no sign of ischaemic or haemor-
rhagic stroke, suggesting a stroke-like episode.

We then compared the clinical symptoms of the MYORG
patients to those of 51 patients harbouring a mutation in
SLC20A2 (30 patients from 16 families and 21 sporadic
cases), 26 in PDGFB (13 patients from six families and 13
sporadic cases), 14 in PDGFRB (13 patients from one
family and one sporadic case) and 11 in XPR1 (five pa-
tients from three families and six sporadic cases). This
series consists of the update of the SLC20A2, XPRI,
PDGFB, and PDGFRB mutation carriers from the French
PFBC study group (Nicolas ef al., 2015; Ramos et al.,
2018). All  mutation details are presented in
Supplementary Table 2. In addition to novel SLC20A2
and PDGFB mutation carriers, we also added XPR1 mu-
tation carriers, the phenotype of which has not yet been
reported in detail. Briefly, all XPR1 mutation carriers were
symptomatic with an average age at onset of 51.6 years
(SD = 15.2). The main inaugural symptoms were akinetic-
hypertonic syndrome (3/11), cognitive impairment (3/11
patients), psychiatric symptoms, such as a psychotic dis-
order (1/11) or depression (1/11). Eight patients (72.7%)
displayed an akinetic-hypertonic syndrome, nine presented
a cognitive impairment (81.8%) and six (54.6%) had psy-
chiatric signs. Clinical summary of each XPR1 mutation
carrier is available in Supplementary Table 3.

Univariate analyses comparing MYORG patients with
the entire series of AD-PFBC patients and gene by gene
are presented in Table 3. Age of clinical onset, age at CT
scan and age at last examination did not differ between
groups (P=0.28, P=0.34 and P=0.99, respectively)
except for the PDGFB mutation carriers presenting an ear-
lier onset compared to MYORG patients (P =0.04).
Strikingly, MYORG patients were more likely to present
with dysarthria (100% versus 22.7%, P < 0.001), cerebel-
lar syndrome (66.6% versus 24.0%, P =0.002), gait dis-
orders (86.6% versus 34.1%, P < 0.001), and pyramidal
signs (86.6% versus 13.9%, P < 0.001) than all others
AD-PFBC patients, apart and gathered. In addition, akin-
etic-hypertonic syndrome was also more prominent in
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Table 3 Comparison between PFBC patients carrying biallelic MYORG mutations and AD-PFBC carrying mutations

in SLC20A2, PDGFB, PDGFRB or XPRI
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MYORG AD-PFBC P SLC20A2 PDGFB PDGFRB XPRI
(n = 16) (n = 102) (n = 51) (n = 26) (n = 14) (n=11)

Age at onset, years, mean [min—-max] 483 [21-62] 4I.5 [6-77] 0.28 42.3 [7-77] 37.7 [7-68] 26.2 [6-66] 51.6 [29-73]
Age at CT scan, years, mean [min—  55.9 [27-66] 49.3 [6-82] 0.34 59.5 [35-82] 45.0 [11-81] 41.7 [6-68] 58.1 [41-73]
max]
Age at last examination

Symptomatic individuals, years, 59.9 [31-69]  55.7 [6-86] 0.99 59.9 [20-86] 49.7 [11-82] 43.0 [6-68] 56.0 [33-76]

mean [min—max]

Asymptomatic individuals, years, 28 46.7 [13-83] NA 56.2 [29-83]  41.0 [20-57] 433 [13-65] NA

mean [min—max]
Sex n (%)

Male 8 (50) 51 (50) | 27 (52.9) 10 (38.4) 8 (57.1) 5 (45.4)

Female 8 (50) 51 (50) 24 (47.1) 16 (61.6) 6 (42.9) 6 (54.6)
Symptomatic, n (%) 15 (93.7) 79 (77.4) 0.18 44 (86.3) 19 (73.0) 5 (35.7) Il (100)
Movement disorders, n (%) 15 (100) 48 (60.8) 0.002 30 (68.2) 8 (42.1) 2 (40.0) 8 (72.7)

Akinetic-hypertonic syndrome, 15 (100) 41 (51.9) <0.001 26 (59.1) 5 (26.3) 2 (40.0) 8 (72.7)

n (%)

Tremor, n (%) 3 (20.0) 25 (31.6) 0.54 17 (38.6) 3 (15.7) I (20.0) 4 (36.3)

Chorea, n (%) 3 (20.0) 4 (5.1) 0.08 I (2.3) 2 (10.5) I (20.0) 0

Dystonia, n (%) 3 (20.0) 8 (10.1) 0.37 5 (11.4) 2 (10.5) I (20.0) 0

Other, n (%) 2 (13.3) 8 (l0.1) 0.65 5 (11.4) 2 (10.5) 0 1 (9.0)
Cognitive impairment, n (%) 8 (53.3) 48 (60.7) 0.82 25 (56.8) 12 (63.2) 2 (40.0) 9 (81.8)

Dysexecutive signs, n (%) 8 (53.3) 26 (32.9) 0.07 13 (29.5) 7 (36.8) 2 (40.0) 4 (36.3)

Memory impairment, n (%) 4 (26.6) 27 (34.1) | 16 (36.4) 8 (42.1) 2 (40.0) 1 (9.0)
Psychiatric disorders, n (%) 7 (46.6) 53 (67.0) 0.13 28 (63.6) 15 (78.9) 4 (80.0) 6 (54.5)

Psychotic symptoms, n (%) 0 14 (17.7) 0.11 9 (20.4) 4 (21.0) 0 1 (9.1)

Mood disorder;, n (%) 6 (40.0) 25 (31.6) I 14 (31.8) 7 (36.8) 2 (40.0) 2 (18.2)

Other, n (%) I (6.7) 22 (27.8) 0.18 10 (22.7) 6 (31.6) 2 (40.0) 4 (36.4)
Dysarthria, n (%) 15 (100) 18 (22.7) <0.001 Il (25.0) 2 (10.5) I (20.0) 4 (36.3)
Cerebellar syndrome, n (%) 10 (66.6) 19 (24.0) 0.002 13 (29.5) 2 (10.5) I (20.0) 3(273)
Gait disturbance, n (%) 13 (86.6) 27 (34.1) <0.001 18 (40.9) 4 (21.0) I (20.0) 4 (36.3)
Pyramidal signs, n (%) 13 (86.6) I (13.9) <0.001 6 (13.6) 4 (21.0) I (20.0) 0
Seizures, n (%) 0 (0) 6 (7.5) 0.58 3 (6.8) 2 (10.5) 0 1 (9.1)

Percentages are given in reference to the number of symptomatic patients. NA = not available. Values in bold: P < 0.05.

MYORG patients than all AD-PFBC patients (100% versus
51.9%; P < 0.001). This remained significant against
SLC20A2 (P=0.002), PDGFB (P < 0.001), PDGFRB
(P =0.008) mutation carriers but not XPR1 (P =0.06).
Conversely, they presented with less frequent psychiatric
disorders than all AD-PFBC patients, without any psych-
osis, although this was not statistically significant (46.6%
versus 67.0%, P =0.13).

Calcification patterns and severity

CT scan images of 15/16 MYORG patients were available
and were compared to those of AD-PFBC mutation carriers
(43, 25, 13, and 10 SLC20A2, PDGFB, PDGFRB and
XPR1 mutation carriers, respectively, with available CT
scan imaging data). Notably, all 15 MYORG mutation
carriers exhibited bilateral calcifications in the lenticular
nuclei, the thalamus, the cerebellar hemispheres, but also
the vermis (Fig. 3A). The subcortical white matter was

affected in 14/15 and the cerebral cortex appeared calcified
in 11/15 patients although the calcifications were punctate
in two. Strikingly, calcifications were observed in the
brainstem in 12/15 MYORG mutation carriers although
only 2/43 SLC20A2 and 1/10 XPRI mutation carriers
exhibited calcifications in the brainstem (overall, 3/91
AD-PFBC mutation carriers). More specifically, calcifica-
tions in the pons were observed in 8/15 MYORG mutation
carriers while none of the AD-PFBC mutation carriers were
affected by such calcifications (Fig. 4). Conversely, the
caudate nucleus was clearly calcified in only 8/15 patients
as compared to 60/91 patients in other genes (Fig. 3A).

Assuming a binomial negative regression model adjusted
for age at CT scan, MYORG mutation carriers exhibited a
greater expected TCS compared to SLC20A2
(P=4.1 x 1073), PDGFB (P=3.2 x 107°), and PDGFRB
(P=8.3 x 107'3) (Fig. 3B). They also presented a higher
expected TCS than the XPR1 mutation carriers although
this result did not reach significance (P = 0.089).
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Figure 3 Calcifications scores of the MYORG patients compared to the AD-PFBC groups. (A) Heat map of the ascending hier-
archical clustering of the calcification scores. All scores of right and left structures were summed (e.g. left lenticular nucleus plus right lenticular
nucleus). Scores of the unique regions were doubled (vermis, pons, medulla) as well as the score of the cortex. In the upper part of the figure, the
age of the patients when the CT scan was performed appear with colours corresponding to the genes: blue (PDGFRB), green (PDGFB), red
(SLC20A2), black (XPR1) and purple (MYORG). SCWM = subcortical white matter. (B) Total calcification score (TCS) of all patients with available
CT scan, according to the age at CT scan. The TCSs of MYORG patients were higher than those of SLC20A2 patients (P = 4.1 x 10~3), of PDGFB
patients (P = 3.2 x 10~%), PDGFRB patients (P =8.3 x 10~'3) and XPRI patients (but not statistically significant, P = 0.089).

Figure 4 Brainstem calcifications and cerebellar atrophy on CT scan in patients carrying MYORG mutations. CT scans of
(A) Patient 321-001; (B) Patient 321-003; (C) Patient 439—-001; (D) Patient 428-001; (E) Patient |162-001; (F) Patient 753-001; and (G) Patient

695-001.
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Cerebellar atrophy in MYORG
biallelic mutation carriers

Cerebellar atrophy was observed in the neuroimaging (CT
and/or MRI) of all MYORG mutation carriers (Fig. 4). To
explore this atrophy further, we sought to perform a VBM
analysis based on the subset of patients with available 3D
T{-MRI data. MRI scans from four MYORG and seven
AD-PFBC mutation carriers (three SLC20A2, three
PDGEFB and one PDGFRB) were retained after quality
control procedures. The grey matter volume differences be-
tween the MYORG group and the AD-PFBC group were
mainly significant in the cerebellar cortex, confirming our
visual analysis. In particular, cerebellar atrophy was
observed in the cerebellar vermis VI (P < 0.05, FWE cor-
rected) and within a broader region overlapping the antero-
superior cerebellar hemispheric lobes V-VI (P < 0.001,
uncorrected) (Fig. 5).

Identification of a recognizable
phenotype highly suggestive of
MYORG mutations

Overall, the phenotypic features enriched in MYORG mu-
tation carriers as compared to AD-PFBC mutation carriers
were: (i) a high clinical penetrance with 15/16 patients
being symptomatic (range of ages at onset: 21-62 years)
and exhibiting motor symptoms (dysarthria, akinetic-hyper-
tonic syndrome, pyramidal signs, cerebellar syndrome and
gait impairment). More specifically, 10 patients presented
with all five signs, and two presented with 4/5 signs. In
addition, psychiatric features seemed to be under-repre-
sented as compared to AD-PFBC patients and most patients
presented relatively preserved cognitive functions even

MYORG < AD-PFBC

Figure 5 VBM analysis showing SPMs of structural differ-
ences in grey matter between MYORG and AD-PFBC gene
mutation carriers. Analysis was performed using normalized T)-
weighted MRI scans in MNI space, taking total intracranial volume,
age and sex as covariates. SPMs were superimposed on a normal-
ized T-weighted mean image of all patients and thresholded at

P < 0.001 uncorrected. Grey matter differences are colour coded
(red-yellow) in terms of t-score as indicated on the colour bar

(right).
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when showing severe motor symptoms years after the clin-
ical onset; (ii) the highest overall severity in terms of calci-
fication burden as compared to AD-PFBC patients with a
propensity for calcifications affecting the brainstem (12/15)
and, more specifically, the pons (8/15); and (iii) the exist-
ence of cerebellar atrophy, which was marked in 13/15
patients but present in all 15 patients with diverse severity.
Overall, 11/15 patients with clinical and imaging data
available presented all three features: motor symptoms, cal-
cifications in the brainstem and cerebellar atrophy. Four
patients presented 2/3 features: no calcifications in the
brainstem in Patients EXT-756-001, EXT-990-001, EXT-
990-002 and no symptoms in Patient EXT-695-001.

Discussion

By screening 29 unrelated PFBC patients by WES, we iden-
tified 11 families with biallelic mutations in the recently
reported PFBC-causative gene MYORG, with an autosomal
recessive pattern of inheritance (Yao et al., 2018). This
confirms that this gene is a major PFBC-causative gene.
Here, we show that MYORG mutation carriers exhibit sig-
nificant clinical and radiological differences as compared to
AD-PFBC mutations carriers.

First, clinical penetrance was high in MYORG mutation
carriers, with 15/16 patients being symptomatic in our
study. Of note, the only asymptomatic patient was the
youngest (28 years old). While previous studies have
shown a wide clinical diversity within and between families
harbouring mutations in SLC20A2, PDGFB, PDGFRB or
XPR1 (Nicolas et al., 2013a, 2015) with psychiatric symp-
toms, cognitive impairment, and movement disorders
equally distributed, MYORG patients exhibited a very
homogenous clinical pattern with motor signs at the fore-
front. The cardinal presentation was dysarthria (100% of
symptomatic patients), which possibly remained isolated
before the development of additional features including
akinetic-hypertonic syndrome (100%), cerebellar syndrome
(66.6%), gait disorders of any origin and a pyramidal
sign (86.6% each). In particular, pyramidal signs, with or
without paresis, were reported to be quite uncommon
among cases with other PFBC-causative mutations
(Nicolas et al., 2015). In the Yao et al. (2018) study, all
six symptomatic patients with MYORG mutations had
similar symptoms including slurred speech (6/6), ataxia
(5/6), and chorea (1/6).

Second, this study also allowed the identification of a
distinct radiological pattern including cerebellar atrophy
and severe extensive calcifications encompassing the poster-
ior fossa and, more specifically, the pons.

Although it was not possible to predict the clinical symp-
toms of AD-PFBC patients judging by the location and se-
verity of brain calcifications, prominent speech, gait
disorders and pyramidal signs in MYORG patients seem
to be in line with the radiological features. Overall, this
anatomo-clinical expression places MYORG-related PFBC
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on a crossroad between the spectrum of spinocerebellar atax-
ias (SCA) and primary brain calcification. Interestingly, a
single pedigree has previously been reported with an auto-
somal dominant pattern of inheritance of dysarthria, ataxia
and cerebellar atrophy with dentate calcifications, and even
calcifications of the basal ganglia in some patients related to
a duplication in 11q12.2-q12.3 (Knight et al., 2004, 2008).
However, the mechanisms leading to this disorder, named
SCA20, remain unclear and both calcification and inheritance
patterns appeared different from MYORG patients.

Pontine calcifications are a very rare entity and are usu-
ally associated with an underlying structural lesion such as
pontine astrocytoma (Dierssen et al., 1984), neurocysticer-
cosis (Del Brutto and Del Brutto, 2013), vascular malfor-
mations (Krings et al., 2003) or following radiation therapy
(Price et al., 1988). However, most of the time these calci-
fications are restricted to the posterior fossa. Only isolated
cases of marked pontine calcifications have been reported
with a genetic cause: COL4A1 mutations (Livingston et al.,
2011) or Aicardi-Goutiéres syndrome (Kumar ez al., 1998).
However, the clinical manifestations generally began in
childhood, emphasizing a possibly higher specificity of
MYORG mutations in adulthood discovery of pontine cal-
cifications. Furthermore, several cases remained unsolved
(Naderi et al., 1993; Saito et al., 2005; Stamelou et al.,
2013). Strikingly, of them, two presented with clinical
and radiological features reminiscent of that of our
MYORG patients. The first family comprised four broth-
ers, one of whom was asymptomatic (31 years old). The
other three (54, 49 and 27 years old) presented with cere-
bellar syndrome (3/3), dysarthria (2/3) and impaired gait
(2/3) (Naderi et al., 1993). CT scans showed cerebellar
and basal ganglia calcifications in all of them and pons
calcifications in two. The second report described a 41-
year-old proband suffering from dysarthria, gait impair-
ment and cerebellar syndrome. CT scans performed in the
proband but also in two of her asymptomatic, younger
brothers (36 and 32 years of age, respectively) revealed ex-
tensive symmetrical calcifications in the basal ganglia, dentate
nucleus and pons for all of them (Smits et al., 1983).

The cerebellar and brainstem tropism of the lesions
related to MYORG mutations remains unknown. Such re-
gional propensity might be determined by a specific expres-
sion of MYORG compared to AD-PFBC genes.
Nevertheless, data based on microarrays in human brains
issued from the Allen brain atlas (Sunkin et al., 2013)
showed apparently comparable patterns of expression in
the pons and cerebellum between PFBC causative genes.
Calcium-phosphate deposits in PFBC are typically observed
within or adjacent to the vessel walls, in perivascular spaces
(Morgante et al., 1986; Miklossy et al., 2005). Connections
might be made with the pontine autosomal dominant
microangiopathy ~ with  leukoencephalopathy  entity
(PADMAL), a small vessel disease caused by specific
COL4A1 mutations that also predominantly involves the
pontine vessels (Verdura et al., 2016). This location is also
poorly understood in PADMAL, given the ubiquitous

L. Grangeon et al.

expression of COL4A1. Thus, we may speculate that the
pontine tropism in MYORG mutations is more related to
vascular anatomical characteristics than the pattern of gene
expression itself. It has been suggested that, of all areas of
the brain, the pons displays the greatest degree of admix-
ture of grey matter (containing more capillaries) and white
matter, increasing its sensitivity to blood-brain disruption
(Norenberg, 2010).

In addition, comparison with AD-PFBC genes and asso-
ciated patterns of calcification (themselves correlated to
ageing) could suggest a natural history of brain calcification
progression throughout life (Nicolas et al., 2015) not reach-
ing a certain pattern and degree of severity in controls
(Nicolas et al., 2013a) and with a diversity of the ongoing
process that would see SLC20A2, XPR1 mutation carriers
evolve more rapidly and MYORG mutation carriers evolve
even quicker. Of note, MYORG mutation carriers might
also show some distinct routes as suggested by a few pa-
tients not exhibiting caudate calcifications despite extensive
locations in other brain regions.

Little is known about how MYORG mutations may
cause brain calcifications and no autopsy case has yet
been reported. Yao e al. (2018) suggested that MYORG
was specifically expressed in astrocytes. A putative dysfunc-
tion of astrocytes might impair the neurovascular unit.
However, it remains unclear how it would lead to cal-
cium-phosphate deposits and putative ossification of the
capillaries. In addition, pathophysiological links with the
AD-PFBC genes, namely the phosphate transporters
SLC20A2 and XPR1 and the growth factor PDGFB and its
receptor PDGFRP remain to be understood (Vanlandewijck
et al., 2015).

One limit of our work is the clinical assessment. Because
of the retrospective study design, we could not compare the
clinical features (including motor, psychiatric and cognitive
features) using dedicated scales. Hence, we identified the
most prominent differences among genetic groups and
more subtle and subclinical features may have been
missed. More generally, prospective studies are lacking in
the study of PFBC and would be necessary to confirm and
better characterize this disease with a heterogeneous clinical
presentation.

In AD-PFBC, movement disorders are mostly represented
by akinetic-hypertonic syndrome starting after the age of
50 (Nicolas ef al., 2015). Paroxysmal motor symptoms
have rarely been associated with PFBC in younger patients
(Zhu et al., 2014; Wang et al., 2017). Here, one MYORG
patient showed paroxysmal dyskinesia in his 20s, suggest-
ing that this spectrum of movement disorder may concern
young PFBC patients in general, although still rare.

Strikingly, three fathers of probands displayed non-dif-
fuse calcifications. Neurological symptoms were reported
in one. We cannot exclude that this was related to the
MYORG heterozygous mutation or to a differential diag-
nosis. The presence of limited but abnormal calcifications
in three fathers could be consistent with a semi-dominant
inheritance pattern with incomplete penetrance, with
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biallelic mutations explaining a severe and early clinico-
radiological phenotype. Of note, 11/29 probands exhibited
a biallelic mutation in our series. However, this may not
represent the true diagnostic yield of this gene as these pa-
tients were selected prior to WES.

In conclusion, MYORG is the first PFBC causative gene
leading to a recognizable phenotype associating (i) initial
dysarthria followed by cerebellar and pyramidal syndromes
with akinetic-hypertonic syndrome; (ii) extensive calcifica-
tions encompassing the brainstem and more specifically the
pons; and (iii) cerebellar atrophy. The association of a
prominent clinical and radiological tropism for ponto-cere-
bellar regions might place MYORG-related PFBC pheno-
typic features at the interface between PFBC and
spinocerebellar ataxias.
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Supplementary figure 1. Imaging of Family EXT 1162

A: CT scan of the proband 1162-001, carrying compound heterozygous mutations; B: CT
scan of the father of the proband; C: CT scan of the mother of the proband.




Supplementary figure 2. Imaging of Family EXT 756

A: CT scan of the proband 756-001, carrying compound heterozygous mutations; B: CT scan
of the father of the proband
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MYORG (KIAAllel)

>chr9:34370327-34373358

TAACACTAAGAAAACACACGTTCTAAGTGTGGTGGGGGCTATTTGGAGACCTT
AAATAAGATCAAGTCCCCACCTAAGATGGACAAAGATGGCCACGAAAGCCAGG
AGGGGGAGGTTTCTCTTTGTGCTTTTAAACCCCAACCATGTATAACCATGTAT
AACAGGAAGAGAGCTGACCTTTTTCCTCTAAGCTCTCTGGCTTCCACCCCAGG
GAAGAGGTTTCTGCAGATTGGTGTGAGTGTGGGGGTGGAAAGGGCACAGTAAG
GATTGTGCGTTGGAGCAGGAGATTGCTTCAGTGCCCCCTCCCTAGGCCCCACC
TTCAGCAGCTGGTTCCAGCACATTTAAGTCAGCAGCCACTTAATGGGTGGTAT
AGAGGTGGGAGGTTCCTGGGAGTACATGGTGCGGGTGTGACGGAGGGTTCAAG
GTCTGCATGAAGACTGGGGGCTTTGCGGTTACCGGGCCCTGGGCTGGGTCAGG
ACGCCCAGGTAAAGTAGGCGATCTCATCCAGGTCGACCGGGTAATCGGTGAGC
AGCACCGGCGTCTTGTCGAAAAGCTCACCCTTGTAGCTGCGCCACTTGCCGGC
oGl G C T TGCCTGGCTCCAGCACCGGGGCCACAA
GCAGCGTGTCCCCABTAAGGAACTGCGAGTCGATACGGTGAGCTGTCTCGTCG
CCGGGCGCAATCCACCAAAGGGGGCGCACGATAGGGTCACCCGTGTCGGTGAC
CTCGCCCGCGCTCARGCAACAGCGGTGCCACAAGCGAGGCCCMCAGGGCGG
CGAACTTCTGCGCGATGGCCACCACTTCCGCGTCGTAGCGCCAGGGCGGGATA
GAGAACTGCATGGCCGGCATAAAGGCGGCCACTTCCAGCCAGCGAATGTAGAG
CTCGCGCTCGGGCACATCGCCGCCGGCTGTCCGCTGGGGCACGGCGTTGCCGE
CCACCATATCGGGTAGGATGAATGGGTAGCCCAGCATGCTGACGGTGAGCACC
GCGGGGATGAGTGAGCGCAACCCCAGGTCGTAGCCCC IS
Bl c2cecceracrAGC A GATGTTCTGTGACTGGTAGCCTACGCGCACCT
CCGCCAGCGAGAAGAAGGGCAGCGCCATCTCAGTGTAGCGCCGGCTCCAGACG
CTGGGGTCCGGCAGCGGCCGGTACETGCTGAAGTCCCGCGGCAGGTAGCTGAC
CTCClCCGCGTCGAACTTGAAGGARGCCACGGAGTAGCGAGAGCGCAGCCGCC
GCAGGTGTCCCTGGAACCAGTCGCGGGCCTTTGGGTGCGTGAAGTCTAGCACC
GCGCCGATGCCGTTCCACCCGCAGCGCACCAGCGCAGGTAACCGGCCCGTGGG
TTCGCGCACGAACAGCTCGCGCTCCACGCCCTCGCCGAAGCGCGACGAGTTGT
AGTTGACAAAAGGGTGCACCCAGAGCGTGACGCGGAAGCCGGCGTCGCGCAGG
CGGCGGAACATGTCGCTGRCGTTGGGGAATTTGACCTCATCGAAGTCGAAGTC
GCCATRAGCAGGTGTGTACATGTCGTCGATTTCCAGGTGGCTGCTGT TGAAGT
GGTGCAGGCGGATCTGTTGGGCAAAACGCAGCACCTTGTCCTGGTCCACGGCG

CGCCCGTACAGCGCCCATCT GG Y NCICICICHISRSIEICIVAEIE — T GG T GC
TGGCACCCTTGACGGC RIS /. TG TACTTGTGGATGG

AGGTGACGTCTGAGCCCACGCACACTCGGTAGCTCAGCTCTGGCGCTGCGGCG



CGGCCGGCGGGETGGCTTGTAGGGCGTGTCGTGGTAGCGCGCCTGAAGCCGCAG
CGAGCGCTCCGTGCTGTTCCAGCCCAGGTGGAAGGGCACTGAGTCATTGACTT
TGATGGCGGCCGCGCGCGAAGATAGCCAGTAGCGCTCGAGGATGCCCCCAAAC
GCGGCGTCGGAGGAGTAGACATCGCTGGTGACGAACGGCTGGGGCTCCTGCTG
GCCATCCAGGCGGATGGGCCAGTGTTGCGTCCTCATCTCGGCGCCACCATACC
AGTGGGCCGCCGCGTCGCCCAAGAACATGGCGTGCTCCACGGLCCCGGLCLCGGL
GCTGCCTCCTCCCAGCGCACGCGGTAGCACATGACCGTGTCCTTGGGCCGCAC

AGT NN NNEIHEISNEISE - . - CCCTCCGCCGTGAGCGAGCAGCCCA

GCAGGGCGCCATCGCGOCTGCAGCAGTCAAGGTCCAGCGCGCCOCA SN
EeSlEccccrrcaceTceTeTece T T c cccaGe
TTTCAGGTCCAGCAGCTCCGCGCGAAGTCGCTCCGCCTTGCGTAGGGAGACGC
TGTAGTAGCACCAGGCCACCACCGCGGCCAGCACAAGCAGCAGCCCCAGAACC
GCGGAGCCCAGCAGCGGCTTCAGGTCTTTGGAAGGCTTGGGCTTGGCAGGTGA
GAAGTTGTCGGGCAGGAAGGTGTACATAGCTGCGGCTGCGATGGCCTCGGGGT
TCTGACGGTATGCGTAGCAGCCAGGCCGGCGGCGGCGGGGGTAGGCCTGGCTC
TTCTCCTGAGGGTTCTGGAGCATTAGTGGGCTGCTAAGAARAGGAGCGGGCCGT
G T CAACCTGCTCTGAAAGGAGGAGACAGAGA
TGGAACTGAGCTATCTCATCCCATGATATTTCCATTTGCTGCCGCAAGCTAAG
AGGAGGTGTATACTTTGGGAAGATGAATACTGGAACCTGAGGGCTTGAAGAGT
GGCAAAGGTGAGACCCTTACCAGGACAATCTGTGCCTAACCCACCCTTTCTCA
TGGGACCTAATGCATTGCCCAAATTAGGACTCTGTGACTGGGGAGCGGCCCAT
GTGACTGGGAGATGGCACCCATCCTCATTTTCCTAGTGGAGAAACAAACCCTG
AGAGGGTCAGGAAGCTTTCCAGGATCACAGGATAAGCCAGGCCTCCCCAGATC
ACACATGGGGCCGTT

C.1 = 34372943 c.* = 34370799 Taille exon : 2144pb

ECIS0505.1 ETANQO753.1

CLONING PRIMERS
OLIGO start len tm gc% any th 3' th hairpin seq

LEFT PRIMER 587 19 59.08 57.89 10.46 0.00 0.00
RIGHT PRIMER 2325 20 59.06 55.00 0.00 0.00 0.00
SEQUENCE SIZE: 3036

INCLUDED REGION SIZE: 3036

PRODUCT SIZE: 1739, paIrR ANY TH COMPL: 0.00, PAIR 3' TH COMPL: 0.00

MYORG_Clon_F_1739 : CGGAATTCCG
MYORG Clon R 1739 : GCTCTAGAGC



SEQUENCING PRIMERS

MYORG ex2a

OLIGO start len tm gcs any th 3' th hairpin seg

LEFT PRIMER 102 20 58.93 50.00 0.00 0.00 0.00 AGGGTTCAAGGTCTGCATGA
RIGHT PRIMER 790 20 58.28 50.00 0.00 0.00 0.00 AGGCTACCAGTCACAGAACA

SEQUENCE SIZE: 853
INCLUDED REGION SIZE: 853

PRODUCT SIZE: 689, PAIR ANY TH COMPL: 0.00, PAIR 3' TH COMPL: 0.00

MYORG_ex2a F 689 = AGGGTTCAAGGTCTGCATGA

MYORG ex2a R 689 = CGTAGGCTACCAGTCACAGA

OLIGO start len tm gc% any th 3' th hairpin seq

LEFT PRIMER 121 19 59.79 57.89 14.06 0.00 0.00 ACACAGAGTCGCGATCCAC
RIGHT PRIMER 808 20 59.14 50.00 19.50 0.00 0.00 GTGCGTCGCTACTTCAACAA

SEQUENCE SIZE: 878
INCLUDED REGION SIZE: 878

PRODUCT SIZE: 688, PATIR ANY TH COMPL: 0.64, PAIR 3' TH COMPL: 9.19

MYORG_ex2b F 688 =
MYORG_ebe_R_G 88

OLIGO start len tm gcs any th 3' th hairpin seq
LEFT PRIMER 114 20 60.39 60.00 0.00 0.00 0.00 CCAAATGGGGTCTCGGAAGG
RIGHT PRIMER 772 20 59.06 55.00 0.00 0.00 0.00 GCTTCTCCATCCGCAATCAG

SEQUENCE SIZE: 832
INCLUDED REGION SIZE: 832

PRODUCT SIZE: 659, pAIR ANY TH COMPL: 0.00, PAIR 3' TH COMPL: 0.00

MYORG _ex2c F 659
MYORG ex2c R 659

OLIGO start len tm gcs any th 3' th hairpin seq
LEFT PRIMER 191 20 59.27 55.00 0.00 0.00 0.00 CTGGATGAAGAAGTGCAGCG
RIGHT PRIMER 685 20 59.38 55.00 0.00 0.00 0.00 TGAACTCAGTCAGATGGCCC

SEQUENCE SIZE: 823
INCLUDED REGION SIZE: 823

PRODUCT SIZE: 495, paTrR ANY TH COMPL: 0.00, PAIR 3' TH COMPL: 0.00

MYORG_ex2d F 495
MYORG_ex2 d R 4 95 =



7.2. Hétérogénéité clinique et radiologique des patients porteurs de duplications
du géne APP

b

D’autres formes de microangiopathies liées a une cause génétique peuvent au
contraire englober un spectre clinico-radiologique plus large rendant l'identification
d’'un phénotype reconnaissable beaucoup plus ardue. Un exemple caractéristique de
diversité phénotypique est la duplication du géne APP, responsable de MA précoce et
d’AAC. Rapportée dés les descriptions initiales, il existe en effet une forte diversité inter
mais également intrafamiliale chez des patients porteurs donc de la méme duplication.
Par ailleurs, 'absence d’hématomes symptomatiques chez les patients trisomie 21,
pourtant porteurs d'une duplication APP et avec présence d’AAC sur le plan
anatomopathologique dans la grande majorité des cas, est mal comprise. Plusieurs
auteurs ont suggéré la possibilité de genes, situés sur le chromosome 21, considérés
comme modulateurs de l'expression phénotypique, notamment protecteurs de
manifestations hémorragiques (258).

Afin d’améliorer la compréhension de cette étonnante diversité, il nous a semblé
important de réunir et d’analyser 'ensemble des données cliniques mais également
biologiques et radiologiques de patients porteurs de duplication APP. En effet, la plus
grande série a ce jour comportait cinq familles, avec peu de données d’imagerie
notamment (254) et au total, 51 cas ont été rapportés dans la littérature, principalement
sous forme de case reports. Une analyse poussée des IRM de ces patients, chez qui un
mécanisme de surproduction d’Af3 est certain(251), nous permettrait 'exploration de
I’ensemble des biomarqueurs radiologiques. Cette approche, grace aux études IRM des
patients porteurs de mutation APP dite Hollandaise a permis de faire évoluer nos
connaissances sur les biomarqueurs en imagerie de I'’AAC. La ou la mutation
Hollandaise est considérée comme un modele d’AAC « vasculaire pure », la duplication
du geéne semble plus complexe a aborder, avec implications de différents genes selon la
taille de duplication et tableaux cliniques tres divers.

Nous avons analysé I'ensemble de la série francaise de 43 patients issus de 24 familles
porteurs de duplications d'APP, constituant a notre connaissance la plus grande série de
cas de cette affection rare. Les objectifs de notre travail étaient multiples :
- Concernant la description approfondie des familles, nous montrons que les
troubles  neurocognitifs = majeurs, les hémorragies intracérébrales

symptomatiques et les crises d'épilepsie représentent les principales
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présentations cliniques chez les porteurs de duplication d'APP mais qu’environ
20% des patients débutent par des tableaux atypiques, comme des troubles du
comportement au premier plan. Neufs examens neuropathologiques ont été
regroupés : 2/9 cas présentaient des corps de Lewy, en plus des 1ésions typiques
de MA et d’AAC. 14/19 patients dont les IRM cérébrales étaient disponibles,
remplissaient les criteres radiologiques actuels d’AAC (73,7%), tandis que 5 ne
présentaient aucune caractéristique hémorragique.

Pour tenter d’expliquer cette importante hétérogénéité, nous avons alors cherché
une corrélation génotype-phénotype en comparant les marqueurs
hémorragiques d'IRM avec la taille des duplications mais surtout leur contenu
génique. Malgré un panel de tailles de duplications tres différentes, allant de
0.55Mb a 9Mb, aucune corrélation n’a été retrouvée. Ainsi les genes
potentiellement modulateurs d’expression, situés sur le chromosome 21 et qui
limiteraient la survenue d’hématomes en cas de trisomie 21 par exemple, ne
semblent pas se trouver a proximité du gene APP. Des études sur modeles murins
avec trisomie 21 ont d’ailleurs récemment suggéré qu'une accumulation d’Af3
pouvait survenir indépendamment d'une copie supplémentaire du gene APP (4).
Un autre objectif de cette étude était d’établir un pattern radiologique faisant
évoquer une duplication du géne APP, comparativement a une population de 40
patients avec AAC sporadique, sans cause génétique identifiée apres screening du
gene APP négatif. Le but était de mieux guider le clinicien et donner les criteres
en cas d’AAC précoce pour cibler la recherche d'une duplication d'APP (par
QMPSF par exemple) comparativement a d’autres analyses, notamment le
séquencage d’exome ou génome. Ici, les porteurs d'une duplication présentaient
une sidérose corticale superficielle significativement moins fréquente (14,2 %
contre 52,5 % chez les AAC contrdles, p=0,01) et une distribution antérieure plus
faible des lésions de substance blanche, comme le montrait le score moyen de
Fazekas modifié dans les régions prérolandiques (0,9 chez les porteurs de
duplication APP contre 1,6 chez les AAC controles (p=0,02). Malgré un effectif
modeste, un pattern radiologique semblerait se détacher chez les patients
porteurs de duplication APP comparativement aux autres AAC. Ceci pourrait en
outre supporter des mécanismes d’AAC sous-jacents différents avec d'une part

une surproduction d’Af3 en cas de duplication et d’autre part préférentiellement



un défaut de clairance de I’A au premier plan, entrainant plus d’hémosidérose et

de leucopathie sur I'imagerie.

Une situation tres particuliere et beaucoup plus rare correspond a la forme
inflammatoire d’AAC. Déja décrite dans les résultats d’essais cliniques avec
thérapeutiques anti- AB dans la MA sous la forme des ARIA, elle peut survenir
spontanément dans I’AAC. Sa physiopathologie semble liée a des dépdts séveres d’A
dans la paroi des microvaisseaux corticaux et leptoméningés et elle parait favorisée par
le génotype APOEe4. Une de nos patientes porteuses de duplication APP s’est aussi
manifestée initialement par un épisode d’AAC inflammatoire, suggérant la nécessité de

mieux connaitre cette entité.
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Phenotype and imaging features associated with APP duplications
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ABSTRACT

Background: APP duplication is a rare genetic cause of Alzheimer disease and cerebral
amyloid angiopathy (CAA). We aimed to evaluate the phenotypes of APP duplications
carriers.

Methods: Clinical, radiological and neuropathological features of 43 APP duplication carriers
from 24 French families were retrospectively analyzed and MRI features and cerebrospinal
fluid (CSF) biomarkers were compared to 40 APP-negative CAA controls.

Results: Major neurocognitive disorders were found in 90.2% symptomatic APP duplication
carriers, with prominent behavioral impairment in 9.7%. Symptomatic intracerebral
hemorrhages were reported in 29.2% and seizures in 51.2%. CSF AB42 levels were abnormal
in 18/19 patients and 14/19 patients fulfilled MRI radiological criteria for CAA, while only 5
displayed no hemorrhagic features. We found no correlation between CAA radiological signs
and duplication size. Compared to CAA controls, APP duplication carriers showed less
frequent cortical superficial siderosis (14.2% vs 52.5%, p=0.01 adjusted for the delay between
symptoms onset and MRI) and less anterior white matter lesion (mean Fazekas score 0.9 vs
1.6, p=0.02 adjusted for the delay between symptoms onset and MRI). Deep microbleeds
were found in two APP duplication carriers, without hypertension. In addition to
neurofibrillary tangles and senile plaques, CAA was diffuse and severe with thickening of
leptomeningeal vessels in all 9 autopsies. Lewy bodies were found in substantia nigra, locus
coeruleus and cortical structures of 2/9 patients and one presented vascular amyloid deposits
in basal ganglia.

Discussion: Phenotypes associated with APP duplications were heterogeneous with no
apparent correlation with duplication size. Amyloid burden was severe and widely extended

to cerebral vessels as suggested by hemorrhagic features on MRI and neuropathological data.



INTRODUCTION

Cerebral amyloid angiopathy (CAA) is mainly characterized by pathological
deposition of Amyloid-f (AB) peptides in the walls of cortical and leptomeningeal vessels.
CAA may lead to intracerebral hemorrhages such as microbleeds (CMB), hematomas (ICH),
focal subarachnoid hemorrhage, and cerebral superficial siderosis (CSS). In cerebral autopsy
series, Alzheimer disease (AD) is frequently associated with some degree of CAA(1). AD is
neuropathologically defined by an abnormal aggregation of AP peptides in the brain
parenchyma, along with neurofibrillary tangles composed of intra-neuronal abnormally
hyperphosphorylated Tau proteins. AP peptides thus play a central role in both CAA and
AD(1). Despite the existence of other peptides putatively causing CAA in rare genetic forms,
AP aggregation is the major peptide responsible for CAA in elderly people and most CAA
patients.

Among AD patients, 4% to 10% exhibit the first symptoms before the age of 65
defining early-onset AD (EOAD)(2)(3)(4). In this population, a monogenic cause is
identified in ~2% to 77%, depending on ages at onset and family history(5)(6)(7)(8). Such
pathogenic variants in either the Amyloid-f Protein Precursor (4PP), presenilin 1 (PSENI),
or presenilin 2 (PSEN2) genes or duplications of the APP locus are autosomal dominantly
inherited. After their discovery in 2006(9), APP locus duplications were described in
autosomal dominant EOAD series with various frequencies, 8% (95%CI, 2.6-17.1) in
France(9) and 2.7% (95%CI, 0.32-9.3) in the Netherlands(10). This copy number variant
(CNV), located on chromosome 21, may encompass the APP gene with or without
surrounding genes. However, no correlation has been identified between the phenotype of
APP duplication carriers and the size of the duplicated locus or the genes included but the
small number of reported families precluded any definite conclusion(11). APP is clearly the

main gene as its duplication is sufficient to cause EOAD and/or CAA through overexpression.



mRNA levels are increased ~1.5 times in carriers(9),(12) with widespread AP deposits in the
brain parenchyma and vessels(13). Recently, we reported a family with an APP triplication (4
copies of APP) and a phenotype similar to APP duplications(14). Of note, single nucleotide
variants (SNV) in or around the AP peptide coding sequence in the APP gene can also cause
either AD, CAA, or both.

Some degree of inter and intrafamilial phenotype diversity has been reported with APP
duplication but from a small number of families(11)(15) . Most carriers presented AD-related
cognitive decline and around 30% with CAA-related lobar spontaneous ICH upon
presentation. Moreover, APP duplication carriers were more likely to present seizures(16).
Neuropsychiatric disorders with hallucinations related to a pathologically proven Lewy body
(LB) disease have also been reported(15). Given the rarity of APP duplications, little is
known of the radiological pattern. Large discrepancies have been reported, from normal
neuro-imaging to severe CAA with multiple CMB or large inflammatory-related CAA(17).
The proportion of APP duplication carriers exhibiting CAA according to Boston-imaging
criteria(18) (except the age criterion) remains unknown and studies on AD cerebrospinal fluid
(CSF) biomarkers are still required.

Here, we analyzed the clinical, radiological and neuropathological features of 43
patients carrying 24 distinct APP duplications, and compared their MRI features to 40 APP-

negative CAA controls.

MATERIAL AND METHODS
This retrospective study analyzed the phenotypic data of APP duplication carriers detected in
France in the CNRMAJ center (Rouen University Hospital) from a nation-wide recruitment

since 2006. Patients or legal representatives provided informed written consent for genetic

analyses, in a medical and research setting (RBM 02-59, EudraCT 2009-010884-18) or



GMAJ, NCT01622894, respectively approved by Paris Ile de France Il and CPP Nord Ouest I

ethics committees.

Inclusion and genetic analyses

The CNRMAJ laboratory of Rouen has a nation-wide recruitment of blood samples from
patients with EOAD and/or with early-onset CAA (onset before 66 years). DNA isolated from
whole blood samples of EOAD+CAA were screened by Sanger or exome sequencing for
exons 16-17 of APP, PSENI and PSEN2 coding exons and for APP duplication by
quantitative multiplex PCR of short fluorescent fragments (QMPSF), as previously
described(19), and CAA patients (without AD phenotype) were screened for APP pathogenic
variants and duplications. Genes surrounding APP were assessed by additional QMPSF or
digital droplet PCR(20) experiments in order to assess the size of each duplication and its
gene content. All patients were genotyped for APOE by Sanger sequencing. Patients were
recruited regardless of the presence of a positive family history.

We included all patients exhibiting APP locus duplication including probands and their
relatives. Before diagnosis, patients had neurological examination, neuropsychological
assessment, and some had cerebral MRI and CSF AD biomarker analysis. Clinical data were
retrieved from patients’ medical charts provided by each referring clinician.

The MRI patterns of these patients were compared to a control group of 40 4APP-negative
CAA controls (by sequencing exons 16 and 17 and by QMPSF) referred either to CNRMAJ,
Rouen or to the Department of Genetics, Lariboisiere Hospital, Paris, and fulfilling

radiological criteria for probable CAA(18).

MRI analysis



All cerebral 1.5 or 3-T MRI containing magnetic-susceptibility sequences were assessed.
These blood-sensitive sequences, used to evaluate intracranial bleeds, were T2 gradient echo
(T2 GRE) sequences, T2*, susceptibility weighted imaging (SWI) or a T2*-weighted
angiography (SWAN), depending on the MRI machine and protocol used. The diagnosis of
probable CAA was performed according to revised Boston diagnostic criteria, except for the
age criterion (>55 years)(18). In order to assess a consensus, two clinicians (LG and DW)
independently rated hemorrhagic features in each brain region of interest. All hemorrhagic
lesions were analyzed independently by both experts, by visually counting each lesion. The
presence and number of CMBs (<10 mm diameter) and ICH (>10 mm) was evaluated(21) and
CSS was classified as focal (<3 sulci) or disseminated (>4 sulci) after recording the number of
sulci involved(22). Hippocampal atrophy was scored according to Scheltens scale on 3D
acquisition or 2D coronal T1-weighted-sequences(23). Perivascular white matter lesions were
scored according to Fazekas scale on T2 or FLAIR-weighted sequences(24). Lesions were
also classified according to location: lobar pre- or post-rolandic, deep, or in posterior fossa. In

case of repeated MRI, only the latest images were considered for rating.

CSF analysis

CSF was obtained by lumbar puncture (LP). All centers used a common 10-ml polypropylene
tube to collect CSF (catalog number 62.610.201; Sarstedt, Niimbrecht, Germany). All samples
were aliquoted after centrifugation for 10 minutes at +4°C in polypropylene Eppendorf tubes,
then frozen at —80°C within 1 hour. AB42, ApB40, Tau and p-Tau protein measurements were
taken using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Fujirebio-Europe, Ghent,
Belgium) according to the manufacturer’s instructions. Analysis was performed in duplicate
and a coefficient of variation (CV) less than 15% was considered as acceptable. In this case,

the mean of the two measured values was taken as final result. All sites belong to the same



national ePLM network which was created to enhance harmonization of procedures regarding
CSF AD biomarkers(25). As preanalytical and analytical procedures might still have impact
on the quantification, we set the normal thresholds for all CSF biomarkers following local

laboratory normal ranges.

Neuropathological examination

Nine brain autopsies were available (BES 262, EXT 298, EXT 773, EXT 144, EXT 019,
two patients from ROU 037 and two patients from EXT 028). The brains were fixed in a
10% formaldehyde solution buffer for at least three months. Seven-micrometer sections were
cut from paraffin-embedded blocks of frontal, temporal including hippocampus, occipital
lobes and cerebellar hemispheres and brainstem. Sections were stained with hematoxylin—
eosin, periodic acid Schiff, Orcein, Luxol-Phloxine. Routine immunohistochemical study was
performed using antibodies directed against alpha-synuclein (diluted 1/200) (Zymed,
Clinisciences, Montrouge, France), PHF tau (AT8, 1/20) (Innogenetics, Gent, Belgium), glial
fibrillary acidic protein (GFAP,1/300), PrP (1/50), ubiquitin (1/100) and the macrophagic
marker CD68 (1/300) (Dakopatts, Trappes, France). Vascular and intraparenchymatous
amyloid deposits were characterized using B-amyloid protein antibody (diluted 1/100)

(Dakopatts, Trappes, France).

Statistical analyses

Results are expressed as meantstandard deviation (SD) unless otherwise specified. Fisher
exact tests and Mann—Whitney U tests were used to compare radiological characteristics
between APP duplication carriers and the CAA controls. Logistic regression was used with
adjustment for time from symptom onset to MRI. Radiological findings were analyzed using

R statistical software version 3.6.2.



Data availability statement
De-identified database and statistical analysis plan will be shared upon reasonable request for

two years after publication.

RESULTS

APP duplication families

Overall, 43 APP duplication carriers, 41 symptomatic and 2 presymptomatic, from 24
families were included. The two presymptomatic individuals were asymptomatic at the age of
32 and 38 years, respectively (Figure 1). The duplicated segments had a minimal size ranging
from 0.55 to 15.3 Mb and contained 3 to 25 protein-coding genes; all duplications
encompassed at least the APP gene entirely (Figure 2). All patients had a positive family
history except one who displayed a de novo occurrence, already reported in 2015(26).
Retrospective analysis of medical records revealed no clinical features suggestive of Down
syndrome in any patient, as expected, as the critical Down syndrome region on chromosome
21 was never encompassed in the duplicated segment. Regarding the APOE genotypes, three
(7.3%) patients carried at least one APOE €2 allele (APOE?2) and six (14.6%) carried at least
one APOE ¢4 allele (APOE4) (no homozygous).

Cognitive impairment was observed from 42 to 60 years (mean: 50.7 years), and ICH from 42
to 63 years (mean: 46.7 years). No significant correlation was found between age at onset and
the number of APOE4 alleles (p= 0.46 according to Pearson’s coefficient). For 21 patients,
age at death ranged from 42 to 68 years (mean: 58.6 years), occurring after a mean disease
duration of 9.33+6.3 years. Among symptomatic cases (n=41), cognitive decline was
observed in all but four (90.2%). Seventeen patients (41.4%) presented amnestic syndrome of

the hippocampal type suggestive of AD, four (9.7%) with a mainly behavioral presentation.



Nine patients (21.9%) had a rapid progression and quickly became bedridden, which
prevented further neuropsychological classification. Two patients (4.8%) presented moderate
attention impairment after ICH, one (2.4%) with a clinical diagnosis of LB disease. No further
details were available for six patients (14.6%). Symptomatic ICH was reported in twelve
patients (29.2%) and seizures in 21 (51.2%) patients; 11 in the first 5 years of cognitive
decline or before. One patient (BES 262) presented seizures and an aspect of CAA-related
inflammation on MRI according to current diagnostic criteria(27). She died from ICH six
years later.

Five patients (12.1%) presented atypical cognitive impairment. Two of them developed
isolated psychiatric disorders: one (EXT 2066) had visual hallucinations, delusion and
behavioral disorders associated with bilateral tremor and rigidity at 52 years, suggestive of LB
disease and one (EXT 1093) had psychiatric disorders from the age of 53 with dissociative
delirium leading to admission to a psychiatric department followed by severe cognitive
decline 5 years later, with a final diagnosis of AD. Another patient (BES 262) also developed
behavioral disorders and hallucinations at 44 years of age, which were associated with
cognitive decline and parkinsonism suggestive of LB disease(15). Finally, two patients
(EXT 1516 and EXT 298) developed social or eating behavioral disorders associated with
cognitive decline leading to an initial hypothesis of fronto-temporal lobar degeneration,
quickly followed by repeated seizures and a bedridden state.

Nineteen APP duplication carriers underwent LP with measurement of AD CSF biomarkers.
AP42 levels were below the normal threshold in all but one. Phospho-Tau levels were over
the normal threshold in 15/19 patients (78.9%) and total Tau protein levels were over the
normal threshold in 11/19 (57.8%). Overall, all patients with a clinical diagnosis of AD
showed abnormal levels of at least two out of three CSF biomarkers whereas four (26.3%)

patients showed normal phospho-Tau and total Tau levels. None of the four patients with



isolated decreased AP42 levels presented a cognitive decline typical of AD (EXT 2066,
EXT 1516 and EXT 298 described above and EXT 145 presenting recurrent ICH). Among
the patients who underwent LP, only two had recurrent ICH, whereas all remaining patients

had severe progressive cognitive impairment.

Neuroimaging in APP duplication families

MRI with blood-sensitive sequences was available for 19 patients in this study. Five carriers
showed no hemorrhagic features on MRI (mean time between symptom onset and MRI 3.9
years +/- 2.2), whereas 14 (73.6%) fulfilled the revised Boston imaging criteria for probable
CAA diagnosis (mean time between symptom onset and MRI 4.0 years +/- 3.1). Among
them, four carriers showed no ICH on MRI but exhibited multiple CMBs. Only two APP
duplication carriers showed CSS, affecting one sulcus for one and three sulci for the other,
and none showed disseminated CSS. Surprisingly, two APP duplication carriers showed one
CMB in the basal ganglia (Supp Figure 1). Of note, one of these two patients had no history
of hypertension and the other one was given antihypertensive medication after ICH
occurrence but no further details were available concerning his condition before ICH.

Overall, the numbers of CMBs ranged from 0 to 420 and the numbers of ICH from 0 to 3. In
line with this high extra-familial heterogeneity, intra-familial heterogeneity was also observed
in the BES 262 family, in which 3 MRIs of symptomatic patients were available (Supp
Figure 2). The number of CMBs ranged from 42 to 420 (MRI performed at 54 and 56 years of
age, respectively) and one patient from this family showed CAA-related inflammation at 52
years of age(17).

No correlation was observed between CAA radiological signs and APP duplication size
(Figure 2). For instance, patients carrying smaller duplications (size <I Mb) could show from

no CMBs (0.75Mb in ROU 037 at age 49) up to 420 CMBs (0.55Mb in BES 262 at age 56).



No correlation was observed with the other genes included in the duplication. Among the 14
patients fulfilling the revised Boston imaging criteria for probable CAA diagnosis, two
patients from the same family (EXT 144) carried one APOE? allele, one (ALZ 478) carried
an €2/e4 genotype and the other (EXT 298) carried one APOE4 allele. Conversely, the five
patients with no hemorrhagic features on MRI were APOE3 homozygous. In addition, no

correlation was observed between CSF AB42 levels and MRI features (data not shown).

Neuroimaging comparison of APP duplication carriers and CAA controls

CAA controls (n=40) had a mean age at onset of 63.0 &+ 9.7 years. Initially, 11 (27.5%) had
cognitive decline and 22 (55.0%) had ICH. The remaining patients (n=7) presented seizures
(n=3), transient focal neurologocial episodes (TFNE) (n=2) or cephalalgia (n=2). Eleven
controls (27.5%) had seizures during the disease course. Regarding APOE genotypes, 15
(37.5%) carried at least one APOE4 allele and 7 (17.5%, not homozygous) carried at least one
APOE? allele (not homozygous). The radiological features of these controls were compared
to those of the APP duplication carriers with available MRI and who fulfilled Boston criteria
for CAA (n=14). APP duplication carriers showed a higher number of total CMBs compared
to CAA controls (mean 110.7 vs 56.7; p= 0.004) with a very prominent posterior location of
CMBs (mean posterior /anterior ratio of 10.1 vs 5.3 respectively; p=0.009). Conversely, CAA
controls showed CSS more often (52.5% vs 14.2%, p=0.01), with more frequent disseminated
CSS (37.5% vs 0%; p= 0.005) and a higher number of sulci (mean 5.8 vs 0.28; p= 0.005) but
also more severe white matter lesions with higher Fazekas score (Table 3). After adjustment
for time from symptom onset to MRI, CSS remained significantly more frequent in CAA
controls than APP duplication carriers (p = 0.017) but not a higher number of MBs (p = 0.21).

No difference was observed in terms of hippocampal atrophy.



Neuropathological findings

Nine brain autopsies were available (BES 262, EXT 298, EXT 773, EXT 144, EXT 019,
two patients from ROU 037 and two patients from EXT 028) including six previously
reported(15)(11). With the addition of three novel cases, neuropathological examination
confirmed the high variability of lesions associated with APP duplications. Macroscopic
examination revealed diffuse cerebral atrophy in all cases, which was more pronounced in the
temporo-parietal regions with a vacuo ventricular dilatation as a consequence. Histologically,
diffuse neuronal loss affecting cortical structures but also the brainstem was observed. Loss
of Purkinje cells in the cerebellar cortex was variable.

Using tau and ubiquitin immunohistochemistry, numerous fibrillary tangles and senile
plaques were observed in the hippocampal cortex, consistent with a definite diagnosis of AD
with Braak & Braak stage V-VI(28) in all but one patient (EXT 144, presenting repeated
ICH from the age of 42 and seizures but with no marked cognitive decline), who displayed no
neurofibrillary tangles. Several neurofibrillary tangles were found in the thalamus, the
putamen and the caudate nucleus in most of patients.

In all patients, amyloid plaques were present (as well as diffuse amyloid deposits), sometimes
organized in rose petal-like formations in the cortical structures and predominating in the
hippocampal formation and superficial cortex but moderate in the cerebellum. In one patient
(ROU _037), multiple microcalcifications close to the amyloid angiopathy was observed
within the cortical and subcortical occipital structures but no CT scan was available for this
patient.

In all 9 cases, CAA was diffuse and severe with prominent thickening of leptomeningeal
vessels, as well as superficial and deep intraparenchymatous small arteries, capillaries and
veinules (Thal stage 3-5). Abundant circumferential amyloid deposits were found in the

intima of arteriolar walls, with fragmentation of the internal elastic layer and media. CAA was



also identified in the vessels of deep nuclei (EXT 773) in one patient and one recent
hemorrhage was found in the pes pedonculi in another patient (EXT 144). In most of cases,
ischemic changes and small infarcts were found near the amyloid vascular deposits. In the
hemispheric white matter, microinfarcts were found close to the vascular amyloid deposits or
at a short distance from affected vessels. Nearly all the meningeal vessels were strongly
positive for AB40 antibodies within amyloid deposits whereas AB42 immunoreactivity was
detected on the core of amyloid plaques in the hippocampal and parahippocampal gyri. GFAP
immunohistochemistry showed positive reactive astrocytes in several areas such as frontal
and temporal lobes or cerebellum. Alpha-synuclein antibodies showed numerous structured
LBs in the substantia nigra and locus coeruleus but also cortical structures in two patients,
BES 262(15) and EXT 773. Whenever performed, PrP antibodies were always negative in

all structures studied.

DISCUSSION

In this study we analyzed the clinical, radiological and neuropathological features of 43
patients from 24 European families harboring an APP duplication, a rare cause of autosomal
dominant AD and/or CAA, and compared their MRI features to those of 40 4APP-negative

CAA controls.

The wide range of different duplications shown here with distinct breakpoints (Figure 2) and
the diverse ethnicities of APP carriers reported in literature, as Japanese cases for
instance(29), are not suggestive of a founder effect. Interestingly, one of our patients

(EXT _773) harbored a de novo duplication. Given the reports of different-sized duplications



and the identification of the first APP triplication, the APP locus appears to be a hotspot
region for recombination, likely related to different regions with short tandem repeats(14). In
our study, clinical penetrance was high in 4APP duplication carriers, with 41/43 symptomatic
patients and a young age of asymptomatic patients (32 and 38 years, respectively). Overall,
90.2% of symptomatic patients had major neurocognitive impairment, with a clinical
diagnosis of amnestic AD and prominent episodic memory impairment in 41.4%, atypical
presentation with prominent behavioral impairment in 9.7%, and severe dementia with quick
bedridden state in 21.9% of patients. According to pedigrees, isolated cognitive decline
occurred in 13/24 (54.2%) APP duplication families, with no reported ICH, whereas cognitive
decline and ICH occurred in 10 (41.6%) families and ICH alone in one family (4.1%). Mean
age at onset of cognitive decline ranged from 42 to 60, highlighting the early onset and
severity of cognitive impairment in patients harboring APP duplications.

Based on 16 APP duplication carriers, our group previously described seizures occurring in
31% of cases(16), with higher seizure risk compared to PSENI or APP point mutation carriers
in EOAD. An epileptiform activity consecutive to AP overproduction which modulates
presynaptic and postsynaptic transmission in mice models was suggested, in addition to the
effect of brain hemorrhages(30). By adding 27 new carriers, our series further underlines the
frequency of seizures in half of APP duplication carriers, independently of symptomatic ICH
occurrence (in only 29.2%) or CSS on MRI (present in only 14.2%). Consequently, seizure
occurrence in EOAD or CAA, whatever the clinical presentation, or in familial dementia,

could be an argument for APP duplication screening.

Symptomatic ICH related to CAA occurred in 29.2% of our series, with a range at onset from
42 to 63 years, in line with the literature with a global rate of 30% when all reported 4APP

duplications were gathered. In other autosomal dominant hereditary CAA such as Dutch type



(HCHWA-D), Iowa or Italian 4PP point mutations, [CH occurred at similar ages (between 40
and 65 years) but with a higher prevalence of 75% in Iowa and Italian mutations(31) and up
to 100% in HCHWA-D with fatal outcome in 2/3 cases after the first event(32). Overall,
14/19 (73.6%) APP duplication carriers with available MRI fulfilled the radiological criteria
for CAA while only 5 displayed no hemorrhagic features. We identified three interesting MRI
features in those 14 carriers: scarcity of CSS, less extended white matter lesions, and higher
number of CMBs with prominent posterior location. These results, despite the relatively small
number of patients, suggest a correlation more specifically between APP duplications and
radiological profile. It has been shown that the APOE genotype has an impact on the MRI
characteristics of CAA patients with a correlation between 4POE?2 and CSS, and APOE4 and
higher number of CMBs(33)(34). The underlying mechanisms of CSS and CMBs are now
considered to be different, if not opposite(35). In APP duplication carriers, the pathogenic
mechanism is the overproduction of AP(12), which could lead to a specific radiological
pattern, with CMBs, but no CSS or large white matter lesions. Indeed, a higher number of
CMBs is known to be associated with severe amyloid load(36), which is consistent with the
more severe amyloid deposits found in APP duplication compared to other APP point

mutations(13).

Given the wide clinical and radiological heterogeneity, we sought a correlation between
phenotype and duplication size. This question was initially raised with DS. Indeed, in line
with the common sharing of an extracopy of the APP gene, located on chromosome 21 and its
consequent overexpression(12), EOAD is highly penetrant in DS(37). However, ICH is a
strikingly rare feature in DS, despite the deposition of large amounts of amyloid plaques in
the brain parenchyma and vessels. A recent histological study comparing 34 DS to 4 APP

duplication carriers revealed prominent diffuse AP plaques throughout the cerebral cortex in



DS, associated with CAA confined to leptomeningeal vessels conversely to 4APP duplication
phenotypes which exhibited capillary and arterial intraparenchymatous CAA with fewer AP
plaques(13). This suggests that one or several duplicated genes in DS may provide partial
protection against the pro-hemorrhagic effects of 4PP duplication(38) similarly to BACE2
involvement in age at onset of dementia in DS(39). Hence, we investigated whether any of the
surrounding genes could account for the hemorrhagic features in APP duplications but found
no correlation (Figure 2). Moreover, the high heterogeneity even between members of a same
family, carrying the same duplication, is a strong argument for assuming that this variability
cannot be explained at the level of the duplication itself. The pro-hemorrhagic effects of APP
duplications may more likely be modulated by more distant genes on chromosome 21 or other
factors. The APOE genotype should also be considered as all patients carrying an APOE?2
allele present hemorrhagic features on MRI in line with previous data obtained from sporadic
CAA patients(40).

Overall, numerous fibrillary tangles and senile plaques, observed in the hippocampal
formation and the isocortex, consistent with a definite diagnosis of AD were observed in all
patients but one (presenting recurrent ICH). CAA was diffuse and severe with thickening of
the leptomeningeal vessels, as well as superficial and deep intraparenchymatous small
arteries, capillaries and veinules, and small infarcts often found near amyloid vascular
deposits. Interestingly, LBs in the substantia nigra and locus coeruleus but also cortical
structures were found in 2/9 (22.2%) carriers, one of them already reported(10). The
association of LB-pathology with AD-type pathology is however well recognized in
autosomal dominant AD due to APP, PSENI or PSEN2 mutations but also DS(41). The
present work underlines the need for APP duplication screening in families with a mixed

phenotype of EOAD and LB dementia.



Finally, some clinical and radiological features of CAA due to APP duplications could be
helpful to study sporadic CAA. HCHWA-D, due to a fully penetrant 4APP mutation, was
previously considered to explore new MRI biomarkers in sporadic CAA diagnosis(42)(43).
More specifically, one additional hemorrhagic lesion (i.e. CSS) was added to the modified
Boston criteria in 2010(44). Additional radiological features are still a matter of debate in a
new revised version of the Boston criteria, as the possibility to consider hemorrhages in deep
brain territories when associated with other lobar locations, or CSS severity(44). In HCHWA-
D, no deep CMBs have been reported. Nevertheless, we found 2 deep CMBs in APP
duplication carriers and more importantly one autopsy described vascular amyloid deposits in
deep grey vascular structures, in the absence of lipohyalinosis. Taken together, these results
support a revision of the radiological criteria integrating lobar/deep ratio of CMBs. Regarding
CSF profile, all but one APP duplication carrier showed decreased AB42 levels, underlying
the potential diagnostic value of this biomarker, as previously suggested from a sporadic CAA

cohort by our group(45)

In conclusion, phenotypes associated with 4PP duplications are characterized by EOAD
and/or CAA with overall symptomatic ICH representing 30%. More than 10% of carriers
showed an atypical presentation such as isolated behavioral disorders or hallucinations
suggestive of Lewy body disease and frequent early seizures. Subsequent APP overproduction
leads to high amyloid burden, notably within cerebral vessels as demonstrated by the
neuropathological data, the high number of CMBs and the possible occurrence of CAA-
related inflammation. Overall, we suggest APP duplication screening in all patients with CAA

onset before age 66, AD onset before age 51, or early-onset family history.
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FIGURE AND TABLE LEGENDS :
Figure 1: Reduced pedigrees of 23 4APP duplication families

Figure 2: Size of APP locus duplications for each carrier and associated genes involved
Rectangles show the duplicated regions in each family. First column shows the position on
chromosome 21 (GRCh37), second column shows name of genes corresponding to the position
or the exon number within the APP gene, following columns represent the genomic duplication
carried by each family (with family number and size of duplication in Mb). Each duplication
contains the complete grey line corresponding to the APP gene. CAA : cerebral amyloid
angiopathy diagnosis on MRI according to Boston revised criteria (except age criterion); ICH:
intra cerebral hemorrhage, CMB: cerebral microbleed, CSS: cortical superficial siderosis.
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Supp Figure 1: MRI scans of two APP duplication carriers showing deep microbleeds
(orange arrows). A: EXT 814 carrying a 5.7Mb duplication and B: EXT 1516 carrying a
0.95Mb duplication.

Supp Figure 2: MRI scans of three patients from the BES_262 family showing the large
heterogeneity of cerebral imaging

A: MRI of 262-001; B: MRI of 262-003; C: MRI of 262-004

Table 1: All 24 French families carrying an APP duplication

ID fam Duplication | APOE AAO DD of Nb patients | Nb affected
size (Mb) (index case) | (years) sampled sampled or highly
(Hg19) patients suspected
(years) affected
members
EXT_006 15.3 33 58 3 1 NA
EXT 019 3.6 33 42-59 12 2 5
ALZ 028 0.6 34 42-60 15-30 2 6
ROU_037 0.75 33 48-59 5-12 7 8
EXT 054 11 33 45-55 1-12 2 4
EXT 144 9.7 23 42-63 1-4 2 4
EXT 145 6.1 33 48-52 6 1 3
EXT 187 14.2 33 45-60 4 1 3
ALZ 229 6.1 33 52-69 1-18 2 4
ALZ 254 14.7 33 45-49 6 1 2
BES 262 0.55 33 44-58 5-32 5 8
EXT 279 1.08 33 50-76 3 1 2
EXT 298 0.78 34 46-50 13 1 2
ALZ 478 1.9 24 46-57 3-9 4 8
EXT 773 6.3 33 44 12 1 1 (de novo)
EXT 814 5.7 33 50-54 8-10 1 6
EXT 857 1.5 34 50-62 1-2 2 3
EXT 1093 1.5 33 53-65 10 1 2
EXT 1230 9.3 33 54 7 1 2
EXT 1252 1.4 33 54-58 8 1 3
EXT 1516 0.95 33 39-48 4 1 2
EXT 1853 0.95 33 50 7 1 2
EXT 1864 34 33 50-55 6 1 2
EXT 2066 0.6 33 38-52 2 1 2

ID Fam: Family identification number; AAO: Age at onset; DD: disease duration; Nb:
number

Table 2: Demographics and clinical characteristics of symptomatic APP duplication
carriers (n=41)

Age at onset, years, mean + SD 50.8+5.9

Age at death, years, mean &+ SD 58.6+£6.2 (n=21)

Sex, Male (n%) 25 (60.9%)

First neurologic event
ICH, n patients (%) 5(12.1%)
Cognitive decline, n patients (%) 32 (78.0%)
Ischemic stroke, n patients (%) 0

Psychiatric symptoms n patients (%) | 2 (4.9%)

Seizures, n patients (%) 2 (4.9%)
Symptomatic lobar ICH 12 (29.2%)
Age at 1" ICH (years, mean + SD) 472+ 18.8
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Seizure, n patients (%) 21 (51.2%)
Presence of cognitive decline, n patients (%) 37 (90.2%)
APOE genotype
APOE? carriers n (%) 3(7.3%)
APOE4 carriers n (%) 6 (14.6%)
APOE?2 or 4 homozygous n (%) 0
CSF biomarkers available, n(%) 19 (46.3%)
AB-42 (pg/ml), mean = SD 378.1 £ 133.1
Tau (pg/ml), mean = SD 600.5+318.0
Phospho-Tau (pg/ml), mean + SD 84.0+39.3

ICH_: intra cerebral hemorrhage

Table 3: Radiological data compared to CAA controls

APP CAA Crude After adjustment for
Duplication comparison onset-MRI delay*
with CAA group
on MRI
(n=14) (n=40) OR/difference D OR/difference | p-value
value
Blood-sensitive sequence
- T2 13 36
- SWI or SWAN 1 4
Age at IRM (y,mean = 552 +£6.2 68.2 £8.5 1.0 x
SD) 10
Time from symptom 4.1+3.1 33+3.6 0.23
onset to MRI (y,mean +
SD)
Hemorrhages
Presence of ICH
Lobar 10 (71.4%) 24 (60.0%) 1.55 0.746 | 1.68[0.46 ; 0.447
Posterior fossa 2 0 [0.36 ;8.02] 7.22]
Deep 0 0
Presence of cortical
superficial siderosis
'Af least_ one sulcus 2 (14.2%) 21 (52.5%) 0.15 0.013 | 0.14[0.02; 0.017
-Disseminated CSS 0 15 (37.5%) [0.01 ;0.80] | 0.005 | 0.59]
Microbleeds
Presence in posterior 6 (42.8%) 7 (17.5%) 0.07
fossa
Lobar MBs (mean + SD) 110.7 56.7+£121.3 553 [- 0.004 | 50[-30.0; 0.212
+146.6 146.8 ; 131.9]
. 36.1]
Ratio post./ant. 10.1+£12.5 53+152 45[-13.0; | 0.009 | 49[43; 0.291
4.0] 14.22]
Presence in deep gray 2 (14.2%) 0
matter
Infarct
Presence of lacunes 0 5(12.5%) 0.31
Presence of large vessel 2 (142%) 1(2.5%) 0.16
infarcts
WM hyperintensities
(Fazekas scale,mean +
SD)
Modified Fazekas score 0.9+ 0.64 1.6 £0.9 0.59 [0.13 ; | 0.027 | -0.60 [-1.13 ; | 0.026
in the pre-rolandic WM 1.04] -0.07]
regions
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Modified Fazekas score 1.5+1.0 1.9+0.9 0.41 [- 0.135 | -0.44 [-1.08 ; 0.162

in the post-rolandic WM 0.28 ;1.10] 0.18]

regions

Hippocampal atrophy

(Scheltens scale,mean)

Right 1.7+1.4 1.6+1.3 0.1[-1.1; 0.877 | 0.10[-0.82; 0.826
0.8] 1.02]

Left 20+1.5 1.7 £1.2 0.25 [- 0.609 | 0.23 [-0.66 ; 0.601
1.20; 0.70] 1.13]

CAA: cerebral amyloid angiopathy; ICH: intra cerebral hemorrhage, CMB: cerebral
microbleed, CSS: cortical superficial siderosis, WM. white matter

*Linear (logistic) regressions were performed using each quantitative (resp. binary) variable
of interest as output and group as explicative factor with adjustment for time from symptom
onset to MRI. The last column gives p-values for the Dup/Non Dup group variable in each
regression.
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Supp Figure 1: MRI scans of two APP duplication carriers showing deep microbleeds

(orange arrows). A: EXT 814 carrying a 5.7Mb duplication and B: EXT 1516 carrying a
0.95Mb duplication.

Supp Figure 2: MRI scans of three patients from the BES_262 family showing the large
heterogeneity of cerebral imaging A: MRI of 262-001; B: MRI of 262-003; C: MRI of 262-004




7.3.Les formes inflammatoires d’AAC : Un phénotype particulier a considérer
comme un sous-groupe d’AAC ou une entité indépendante ?

Les formes inflammatoires d’AAC sont tres rares. Les criteres diagnostiques initiaux ont
éteé établis uniquement a partir d'une revue de littérature de cas confirmés par
I'anatomopathologie qui ne comportait que 69 patients(398). Cette forme est encore mal
comprise : Est-elle a considérer comme une forme particuliere d’AAC ou comme une
entité indépendante ? Les inflammations transmurales retrouvées dans le sous-groupe
des ABRA se rapprochent beaucoup des vascularites primitives des petits vaisseaux par
exemple.

A ce jour, nous n’avons pas suffisamment de données biologiques, radiologiques ou de
suivi pour répondre a cette question. En effet, il existe tres peu de données de
biomarqueurs dans ’AAC inflammatoire. La plus grande série regroupait 25 patients et
décrivait un profil de LCS assez proche de celui des formes non inflammatoires, a savoir
une diminution des taux d’AB40 et AB42 mais plus marquée cependant (7) (8). Ces études
ont été faites sur des nombres tres limités de patients et demandent a étre confirmées par
de plus grandes séries. Dans I’AAC-inflammatoire, le génotype ApoE €4 /€4 semble jouer
un réle important (4) mais cette association reste encore incomprise. Certains évoquent
que ce génotype pourrait potentialiser I'activation du complément par AB (5) ou bien une
activation délétere de la microglie (6). Les données de la littérature sont pour le moment
insuffisantes.

Nous souhaitions donc évaluer les marqueurs radiologiques, biologiques et moléculaires
de cette entité mais aussi leur devenir a moyen et long terme. Un des objectifs principaux
était la comparaison aux formes non-inflammatoires d’AAC afin d’identifier les points
communs et spécifiques des formes inflammatoires. Le but étant d’apporter des
arguments supplémentaires pour intégrer ces formes en tant qu’épisode transitoire
survenant au cours d’'une AAC.

Nous avons inclus rétrospectivement tous les patients diagnostiqués AAC inflammatoire
selon les derniers critéres en vigueur, issus au de 13 centres francais (96). Nous avons
parallelement constitué une cohorte témoin de formes non inflammatoires d’AAC
probables(126) appariés en sexe et en age, avec une durée d’évolution depuis les
premiers symptomes comparables. La survie, I'autonomie et 1'évolution cognitive ont été
comparées apres régression logistique. Les micro-saignements, les hémorragies

intracérébrales, la sidérose corticale superficielle et I'atrophie hippocampique ont été
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analysés ainsi que le profil des biomarqueurs du LCS et le génotype APOE lorsqu'il était
disponible. Les résultats ont été comparés a l'aide de courbes de Kaplan-Meier et de tests
log-rank.

48 patients CAA-ri ont été inclus avec une durée moyenne de suivi de plus de 3 ans: 11
patients sont décédés (22,9%) et 18 (37,5%) ont rechuté. Les patients inflammatoires
étaient plus fréquemment institutionnalisés (30 % vs 8,3 %, p<0,001) mais les taux de
mortalité restaient similaires. Les scores MMSE et échelle de Rankin modifiée étaient plus
séveres chez les patients inflammatoires a la fin du suivi. Leur IRM ont montrées des
micro-saignements plus nombreux au début et a la fin du suivi (p <0,001 et p=0,004
respectivement) et des niveaux initiaux d'Af42 dans leur LCS plus faibles (373,3 pg/ml
contre 490,8 pg/ml, p=0,05). Les patients inflammatoires étaient plus souvent porteurs
d'au moins un allele APOE €4 (76 % vs 37,5 %, p ajusté = 0,05), en particulier a 1'état
homozygote (56 % vs 6,2 %, p < 0,001). Au total, la forme inflammatoire d’AAC semblait
étre plus sévere que la forme non inflammatoire avec une perte d'autonomie significative
a court et moyen terme et une charge amyloide globale plus élevée (reflétée par les
marqueurs radiologiques), possiblement favorisée par 1'allele €é4. Nos données suggerent
un impact négatif majeur de la phase inflammatoire, rapportant prés de 50 % d'issues
défavorables et un degré de sévérité de la maladie significativement plus élevé par
rapport aux AAC non inflammatoires pendant les phases aigués et subaigués. Cette phase
inflammatoire sévere semble corrélée a un processus d’angiopathie sous-jacent avancé.
Toutefois, au-dela de sa gravité initiale, plusieurs éléments nous ont amené a la
considérer comme un événement intercurrent survenant au cours d'une évolution
progressive et avancée d’AAC non inflammatoire. Le nombre de diagnostics d’AAC posés
antérieurement a la survenue d'un épisode inflammatoire (14.5%) et l'atrophie
hippocampique plus sévére en sont les reflets et I'évolution a long-terme de nos 2 groupes
semblait similaire sur les courbes de Kaplan-Meier.

Appartenant a la méme entité, ces deux sous-types partagent les mémes voies
physiopathologiques sous-jacentes bien qu'avec des degrés de sévérité différents. Une
charge amyloide élevée serait a l'origine d'un épisode inflammatoire bruyant,
potentiellement déclenché par certaines facteurs de risque ou conditions médicales
encore mal comprises. L'APOEe4, porté ici par 76 % des patients inflammatoires, est
également connue pour étre associée a I'AAC de type 1, affectant principalement les

capillaires. Ce type de vaisseau étant beaucoup plus fin, l'isoforme APOEe4 pourrait
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indirectement favoriser un contact massif entre 1'Af et le systéme immunitaire local,
conduisant a une réaction immunitaire dirigée contre ce peptide. D'autres facteurs de
risque pourraient étre identifiés afin de prévenir ou de controler plus efficacement cette

condition rare mais sévere dans l'évolution de la maladie
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Abstract

Objective Cerebral amyloid angiopathy-related inflammation (CAA-ri) is a rare manifestation related to CAA, thought to
be more severe. We aimed to compare the clinical and radiological outcomes of CAA-ri and non-inflammatory CAA.
Materials and methods We retrospectively included all patients with CAA-ri from 13 French centers. We constituted a
sex- and age-matched control cohort with non-inflammatory CAA and similar disease duration. Survival, autonomy and
cognitive evolution were compared after logistic regression. Cerebral microbleeds (CMB), intracerebral hemorrhage, cortical
superficial siderosis and hippocampal atrophy were analyzed as well as CSF biomarker profile and APOE genotype when
available. Outcomes were compared using Kaplan—Meier curves and log-rank tests.

Results Data from 48 CAA-ri patients including 28 already reported and 20 new patients were analyzed. Over a mean of
3.1 years, 11 patients died (22.9%) and 18 (37.5%) relapsed. CAA-ri patients were more frequently institutionalized than
non-inflammatory CAA patients (30% vs 8.3%, p <0.001); mortality rates remained similar. MMSE and modified Rankin
scale scores showed greater severity in CAA-ri at last follow-up. MRI showed a higher number of CMB at baseline and last
follow-up in CAA-ri (p <0.001 and p=0.004, respectively). CSF showed lower baseline levels of AB42 in CAA-ri than
non-inflammatory CAA (373.3 pg/ml vs 490.8 pg/ml, p=0.05). CAA-ri patients more likely carried at least one APOE &4
allele (76% vs 37.5%, adjusted p =0.05) particularly as homozygous status (56% vs 6.2%, p <0.001).

Interpretation CAA-ri appears to be more severe than non-inflammatory CAA with a significant loss of autonomy and global
higher amyloid burden, shown by more CMB and a distinct CSF profile. This burden may be partially promoted by €4 allele.

Keywords Cerebral amyloid angiopathy - Cerebral amyloid angiopathy-related inflammation - Clinical outcome - Cerebral
MRI - CSF biomarkers - APOE genotype

Abbreviations CSF Cerebrospinal fluid

AD Alzheimer’s disease CSS Cortical superficial siderosis

CAA Cerebral amyloid angiopathy ICH Intracerebral hemorrhage

CAA-ri Cerebral amyloid angiopathy-related LP Lumbar puncture
inflammation MRI Magnetic resonance imaging

CMB Cerebral microbleeds WMH  White matter hyperintensity
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Introduction

Cerebral amyloid angiopathy (CAA) is mainly characterized
by the deposition of beta amyloid (AP) in the media and
adventitia of the cortical and leptomeningeal vessels, mostly
revealed by lobar intracerebral hemorrhage (ICH) and cogni-
tive impairment in the elderly [1]. A rare manifestation of
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CAA is related to an inflammatory reaction against Af} spe-
cies (CAA-ri), inducing a sub-acute neurological syndrome
with atypical sub-cortical pattern of white matter hyperin-
tensities (WMH) on magnetic resonance imaging (MRI)
FLAIR-weighted sequences [2]. Symptoms can include
cognitive impairment, headache, seizure, focal neurological
signs, consciousness or behavioral disorders [3]. Given the
rarity of CAA-ri, diagnostic criteria were written in 2011,
based on a review of series including less than 70 patients
[2], and modified in 2016 on a 17 patient cohort to improve
specificity [4].

Several radiological features such as cerebral microbleeds
(CMB) [5] and the presence of cortical superficial sidero-
sis (CSS) [6] were reported to be associated with higher
mortality and worse clinical outcomes in non-inflammatory
CAA. In CAA-ri, more CMB on MRI were associated with
more severe sub-cortical inflammatory lesions [7]. Another
study found a higher number of CMB in CAA-ri compared
to non-inflammatory CAA but no difference regarding ICH
or CSS [8].

However, until now, little was known about clinical out-
comes specifically in CAA-ri. Recently, two important stud-
ies were published in 2019 [9] and 2021 [10] based on two
multicenter cohorts of 48 and 93 probable or definite CAA-
ri, respectively. The first study focused on the association
between immunosuppressive treatment and outcomes, sup-
porting the effectiveness of such treatment. The second study
prospectively analyzed clinical and radiological outcomes
over time and studied prognostic factors of relapse.

Gathering 214 CAA-ri case reports and series from the
literature with heterogeneous data, one study showed good
outcomes with no or mild disability in half of the cases while
20% of patients presented with a long-term moderate to
severe disability. The mortality rate reached 31% [11]. The
rate of clinical recovery reached 80% in both recent multi-
center cohorts but 40% of patients relapsed [9, 10]. Except
for the use of prolonged immunosuppressive treatment with
gradual tapering, no prognostic factor, clinical, biological or
radiological has clearly been identified so far.

CAA-ri is commonly thought to be more severe than
non-inflammatory CAA but without any study specifically
designed to address that question. Moreover, it remains
unclear whether CAA-ri should be considered as a distinct
severe entity or as a sub-group belonging to the non-inflam-
matory form of CAA disease. Thus, the aims of this study
were to investigate the long-term clinical and radiological
outcomes of a large cohort of CAA-ri patients compared to
non-inflammatory CAA controls, and to identify potential
clinical and radiological prognostic factors of CAA-ri.

Materials and methods
CAA-ri patients

A multicenter retrospective study was conducted in 13
French neurological centers between January 2007 and
April 2019 consecutively including all patients with sus-
pected CAA-ri according to current diagnostic criteria [4].
We included in our cohort the French series reported by
Coulette et al. in 2019 [12]. We collected demographic
data, medical history, clinical presentation at baseline and
CAA-ri-specific treatments. Clinical outcome was assessed
by mini-mental state examination (MMSE) and autonomy
by modified Rankin scale (mRS) at diagnosis and during
follow-up, as well as rates of institutionalization, relapse and
mortality. Final clinical outcome (MMSE, mRS) measures
were the last available evaluations before death or at the end
of follow-up. Relapse was defined as recurrence of symp-
toms (such as headache or seizure) and/or reappearance or
worsening of asymmetric white matter hyperintensities on
new MRI. Poor outcome was defined as a mRS score of >2
at the end of follow-up. Routine care follow-up consisted in
clinical visits for all patients, mostly every 3 months during
the first year followed by at least annual visit. Mortality rates
were collected from medical charts and by telephone calls to
general practitioners in case of missing data.

Ethical approval for data collection and publication was
obtained from the institutional review board of Rouen Uni-
versity Hospital (CERDE #E2021-15 notification).

Comparison with a non-inflammatory CAA cohort

To perform comparative analyses, we included non-inflam-
matory definite or probable CAA patients, according to the
modified Boston diagnosis criteria, from the Rouen Univer-
sity Hospital cohort [13], and only if neurological symp-
toms onset was no more than 2 years before inclusion. Cer-
ebral MRI at diagnosis was used for rating. Each randomly
selected non-inflammatory CAA patient (computer gener-
ated randomization) was age- (+ 4 years) and sex matched
with a CAA-ri patient.

Neuroimaging assessment

The same neuroradiologist (MVC) from Rouen University
Hospital, blinded to the clinical outcome, analyzed patients’
cerebral MRI at baseline and at last follow-up. Hippocam-
pal atrophy was scored according to Scheltens’ scale on
3D acquisition or 2D coronal T1-weighted sequences
[14]. To assess brain hemorrhagic features, blood sensitive
sequences were studied using T2 gradient echo (T2 GRE),
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susceptibility-weighted imaging (SWI) or T2 star-weighted
angiography (SWAN). Final radiological measures (num-
ber of CMB or CSS, Scheltens’ scale) were the last avail-
able evaluations before death or at the end of follow-up.
Only sequences that could be compared between baseline
and follow-up imaging (i.e., T2 GRE on both baseline and
follow-up MRI, or SWI/SWAN on both baseline and fol-
low-up MRI) were analyzed given the very different sen-
sitivity of these weighted sequences. Hemorrhagic lesions
were counted based on a visual analysis. CMB were studied
with maximum intensity projection (MIP) reconstructions.
CMB count was arbitrarily stopped above 1000 for reliabil-
ity. Finally, CSS was classified as focal (<3 sulci) or dis-
seminated (>4 sulci) after recording the number of sulci
involved [15]

Cerebrospinal fluid biomarkers

When performed, we recorded the levels of Alzheimer cer-
ebrospinal fluid (CSF) biomarkers after lumbar puncture
(LP), including measures of total Tau protein, phosphoryl-
ated Tau (p-Tau) protein, AB42 and AB40 peptide levels,
expressed in pg/mL. In an effort to reduce inter-site variabil-
ity in CSF readings, all centers used a common 10-mL poly-
propylene tube to collect CSF (catalog number 62.610.201;
Sarstedt, Niimbrecht, Germany) [16]. After centrifugation,
all samples were aliquoted into polypropylene Eppen-
dorf tubes, then frozen at — 80 ‘C within 1 h. AB42, AB40,
Tau and p-Tau protein measurements were taken using an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) according to
the manufacturer’s instructions. The quality of the results
was ensured by the use of validated standard operating pro-
cedures and internal quality controls as all the centers were
already involved in nationwide studies [17] and belong to
the same national ePLM network to enhance harmonization
of procedures.

APOE Genotyping

After obtaining written informed consent from the patient,
genetic analyses were performed on DNA extracted from
whole blood when available. APOE genotype was deter-
mined for each subject by Sanger sequencing.

Statistics

Descriptive statistics were expressed as median and inter-
quartile range (IQR) or mean + standard deviation (SD). The
two groups of patients were compared using a Mann—Whit-
ney Test for continuous data and a Fisher exact test or a
Chi2 test for categorical data. All items (n=26) were fed
into logistic regression using R software (“glm” function,
p calculated from Wald’s test), adjusted for age at onset,

@ Springer

sex, follow-up duration, time from onset to LP for CSF
data and time from baseline MRI to last follow-up MRI for
imaging data. The nominal significance level was 0.05. To
address multiple statistical test bias, we performed a Bon-
ferroni correction and therefore retained a corrected sig-
nificance threshold of 0.002. A Kaplan—Meier curve was
performed using a composite prognostic endpoint based on
the occurrence of death or institutionalization. The com-
parison between non-inflammatory CAA and CAA-ri was
carried out using the “ggsurvplot” function and was based
on a log-rank test. To highlight prognostic factors, we then
compared CAA-ri patients with good outcomes (defined as a
mRS score of <2) and CAA-ri patients with poor outcomes
following the same statistical strategies.

Data availability statement

A de-identified database and statistical analysis plan are
available upon reasonable request.

Results
CAA-ri population and outcomes

The study enrolled 48 CAA-ri patients, including 28
cases that were previously reported (Fig. 1) [12]. Twenty-
five (52.1%) were male and mean age at onset was
72.7+7.0 years (Table 1). Six (12.5%) had a histologically
confirmed diagnosis on biopsy. The most common clinical
features were confusion or behavioral disorder, present in
28 patients (58.3%), and hemiparesis in 19 patients (39.5%).
Other symptoms included seizures and vision disturbances
in 16 patients (33.3%), mostly generalized seizures (n=9)
and headaches (n=8). Initial MMSE and mRS were avail-
able, respectively, in 16 and 45 patients, with mean scores
of 20.8 +6.6 and 0.93 +1.2. Nine patients (18.7%) presented
a cognitive impairment and seven patients (14.6%) had a
history of spontaneous ICH prior to the CAA-ri diagnosis.
Seven patients (14.5%) already met the diagnostic criteria
for non-inflammatory CAA before the inflammatory event.
Three patients had a familial history of early-onset Alzhei-
mer’s disease (AD).

Overall, 32 patients (66.7%) were treated with corticos-
teroids. Twenty patients received high doses of intravenous
(IV) therapy (methylprednisolone 1 g per day) for 5 days fol-
lowed by oral therapy (prednisone or prednisolone 0.5—-1 mg/
kg per day) for 15 patients. Twelve patients were only treated
with long-term oral therapy. Six patients (12.5%) received
immunosuppressive therapy (mycophenolate mofetil, cyclo-
phosphamide or azathioprine).

The mean duration of follow-up was 3.1 years + 2.2.
Three patients were quickly lost to follow-up after their
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Fig. 1 Representative imaging findings in three different patients (A—
C) with suspected CAA-ri at presentation and after 3 months of fol-
low-up. Fluid-attenuated inversion recovery (FLAIR) axial sequences
at first presentation (upper line) showing cortical and sub-cortical
asymmetric hyper intensities with edema but no mass effect. T2
GRE or SWI axial sequences (middle line) showing numerous cer-
ebral microbleeds, mainly clustered in the hyperintensity area. After

first admission. Outcome data are presented in Table 2. Six
patients (12.5%) presented ICH during follow-up. Eighteen
patients (37.5%) had a relapse at a mean of 1.2 years +1.5
after the first inflammatory event, while on a specific long-
term treatment. Among them, first-line high-dose IV cor-
ticosteroids followed by gradual oral tapering were used
in 8/18 patients (44.4%) (the oral dose ranged from 5 to
35 mg per day when the relapse occurred), 3/18 (16.6%)
relapses occurred after the sudden withdrawal of oral cor-
ticosteroids without first-line high-dose I'V corticosteroid
therapy and 7/18 relapses (38.9%) occurred in patients
who did not receive any corticosteroid therapy.

Thirteen relapses were treated with high-dose corticos-
teroids and 8 (44.4%) with additional long-term immuno-
suppressive therapy.

During follow-up, MMSE was globally stable in the
cohort (initial score =20.8 + 6.6 versus last follow-up
score=21.0+6.1) in contrast with a marked worsening of
the last follow-up mRS score (0.93 £ 1.2 versus 3.0+ 1.9).
In total, 11 patients (22.9%) died during follow-up, after a
mean time from first symptoms of 1.2 years +0.9; the ear-
liest after 24 days. Twelve patients had a severe disability

3—4 months of follow-up (lower line), FLAIR sequences showing a
significant reduction of edema. Patients A and B were treated with
5 days of IV boluses of 1 g/d methylprednisolone followed by 1 mg/
kg oral prednisone daily and gradual tapering over several months.
Patient (C) did not receive any corticosteroid treatment considering
his age (89 years old) and fragile condition and very mild presenta-
tion (isolated partial seizure)

during follow-up justifying institutionalization (after a
mean time of 1.7 years + 1.9 after first symptoms).

MRI was available for analysis of the number of CMB
and CSS in this study in 38 patients, with all but three using
the same magnetic susceptibility-weighted sequence during
follow-up (Table 3). Mean total number of CMB at base-
line was 431.3+431.8, increasing to 501.3 +509.6 at last
follow-up. They were predominantly post-Rolandic (mean
posterior/anterior ratio 1.61 +1.37). ICH and at least one
sulcus with CSS were found in 8 (16.6%) and 14 (29.1%)
patients, respectively, on MRI at baseline. Finally, mean
Scheltens’ scale score at baseline was 1.72+1.28 on the
right and 1.52 +1.26 on the left.

Forty-four CAA-ri patients underwent LP during the
diagnostic assessment, with AD CSF biomarkers analyzed
in 33 patients. AB40 peptide was also measured in 28 of
them. Mean white cell count in CSF was 10.8/mm? +54.1,
but 38/44 patients (86.3%) had less than 5/mm?. Of note,
only one patient displayed marked lymphocytic menin-
gitis with 360/mm?® white cells during the acute phase of
CAA-ri. Seven patients had elevated protein level > 1 g/L.
Overall, 19/44 (43.2%) standard LPs were considered
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Table 1 Comparison of baseline
characteristics of patients with
CAA-ri and non-inflammatory
CAA

CAA-ri Non- inflamma-  p value p value
(n=48) tory CAA (n=48) after adjust-
ment
Age at onset (y): 0.74 NA
Mean +SD 72.7+7.0 73.1+8.5
Median (IQR) 72.5 (12) 73 (14)
Follow-up duration (y) 0.79 NA
Mean +SD 26+22 25+1.8
Median (IQR) 2.0 (2.95) 243 (2.5)
Time from onset to last follow-up 2.8+2.2 26+1.8 0.84 NA
Mean+SD
Hypertension 34 (70%) 28 (58.3%) 0.2 0.18
Smoking 14 (29.2%) 16 (33.3%) 0.65 0.61
Chronic alcohol abuse 10 (20.8%) 5 (10.4%) 0.15 0.15
Dyslipidemia 19 (39.5%) 26 (54.1%) 0.15 0.16
Diabetes mellitus 8 (16.6%) 9 (18.7%) 0.79 0.79
Antiplatelet treatment 4/20 (20%)* 12/48 (25.0%)* 0.65 0.69
Anticoagulation therapy 6/20 (30%)* 3/48 (6.2%)* 0.01 0.02
Time from onset to lumbar puncture (days) 148+189 270+284 0.007 NA
CSF Leucocytes 0.03 0.02
Mean +SD 10.8 +54.1 1.3+2.8
Median (IQR) 1(3.2) 0(0.75)
CSF Protein level 0.02 0.03
Mean +SD 0.69+0.53 0.46+0.16
Median (IQR) 0.49 (0.3) 0.47 (0.24)
CSF Total Tau 0.004 0.08
Mean +SD 595.1+356 412.6 £433.7
Median (IQR) 458 (521) 309.5 (193)
CSF p-Tau 0.58 0.54
Mean +SD 59.4+33.7 56.7+18.3
Median (IQR) 53 (20.7) 57 (23.5)
CSF A 40 0.01 0.52
Mean +SD 8023.1+8697.3 10,273.9 +£5686.3
Median (IQR) 5857.5 (5631.5) 9000 (5300)
CSF AB 42 0.03 0.05
Mean +SD 373.3+£128.5 490.8 +249.7
Median (IQR) 368 (140) 420 (92.5)
CSF Ratio Ap 42/ Ap 40 0.06 0.05 0.17 0.37
APOE €2>1 carriers 2/25 (8.0%)* 3/16 (18.7%)* 0.36 0.99
APOE g4 > 1 carriers 19/25 (76%)* 6/16 (37.5%)* 0.01 0.05
APOE €4 homozygous carriers 14/25 (56%)* 1/16 (6.2%)* 0.002 <0.001

CAA Cerebral Amyloid Angiopathy, CAA-ri Cerebral Amyloid Angiopathy-related inflammation, y years,
CSF cerebrospinal fluid, SD Standard deviation, Tau Tau protein, p-Tau phosphorylated Tau, A42 amyloid

p1-42, AB40 amyloid p1-40

Nominal significance (i.e., p <0.05) is indicated in bold and statistical significance after Bonferroni correc-

tion (i.e., p <0.002) is underlined

“Due to missing data, numbers of patients analyzed with available data is mentioned

completely normal according to local laboratory thresh-
olds. Mean total Tau protein level was 595.1 +356 ng/L,
p-Tau protein level was 59.4 +33.7 ng/L. Finally, mean
AB40 peptide was 8023.1 +8697.3 ng/L and mean AR42

@ Springer

peptide was 373.3 +128.5 ng/L. APOE genotype was
available in 25 patients. Among them, two carried at least
one APOE €2 (APOE?2) allele and 19 at least one APOE
€4 (APOE4) allele.
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Table 2 Comparison of clinical CAA-ri (n=48) Non-inflamma-  pvalue p value
outcomes tory CAA (n=48) after adjust-
ment
MMSE at baseline 0.10 0.18
Mean +SD 20.8+6.6 239+5.2
Median (IQR) 20 (9.7) 25 (6.5)
MMSE at last follow-up 0.03 0.03
Mean +SD 21.0+6.1 242+49
Median (IQR) 22.5(10.2) 25(3)
mRS at baseline Mean +SD 093+1.2 1.74+14 0.001 0.006
Median (IQR) 0(2) 1(1.5)
mRS at last follow-up: 0.004 0.05
Mean +SD 30+1.9 1.85+1.4
Median (IQR) 3(3) 2(2.5)
Institutionalization 12/39 (30.8%) 4/48 (8.3%) 0.01 <0.001
Time from onset to institutionalization (y) 1.7+2.3 1.1+£0.8 0.67 NA
Mortality 11 (22.9%) 5(10.4%) 0.1 0.07
Time from onset to death (y) 1.2+0.9 27+1.7 0.07 NA
Occurrence of ICH during follow-up 6 (12.5%) 15 (31.2%) 0.02 0.03

CAA Cerebral amyloid angiopathy, CAA-ri Cerebral amyloid angiopathy-related inflammation, SD Stand-
ard deviation, MMSE Mini-mental state examination, mRS modified Rankin scale

Nominal significance (i.e., p <0.05) is indicated in bold and statistical significance after Bonferroni correc-

tion (i.e., p <0.002) is underlined

CAA-ri and CAA group comparison

The control group of 48 non-inflammatory CAA patients
had similar baseline characteristics to the CAA-ri group
for age at onset, follow-up duration, cardiovascular risk
factors and ongoing treatment, except for anticoagulation
therapy, which was more frequent in the CAA-ri group
(30% vs 6.2%, adjusted p=0.02) but discontinued after the
first inflammatory event (Table 1). Among the non-inflam-
matory CAA patients, 34 (70.8%) presented symptomatic
ICH at baseline, 8 (16.6%) with transient focal neurologi-
cal episode (TFNE), 5 (10.4%) with cognitive impairment
and 1 with ischemic stroke. The mortality rate was similar
but this was not statistically significant. Institutionaliza-
tion occurred more frequently in CAA-ri patients than in
non-inflammatory CAA patients (30% vs 8.3%, adjusted
p <0.001). MMSE score at baseline (at discharge after
the first inflammatory event) was lower in CAA-ri than
in non-inflammatory CAA but this was not statistically
significant. MMSE score at last follow-up remained lower
in CAA-ri than in non-inflammatory CAA (21.0+6.1 vs
24.2+4.9, adjusted p=0.03). mRS score at last follow-
up was higher in CAA-ri than in non-inflammatory CAA
3.0+ 1.9 vs 1.8 + 1.4, adjusted p=0.05) despite a lower
mRS score at baseline (0.9+1.2 vs 1.7 + 1.4, adjusted
p=0.006). After multiple test correction, only the higher
rate of institutionalization in CAA-ri patients remained
significant. On the Kaplan—Meier curve, mortality and

institutionalization rates were higher in the first 3 years in
CAA-ri than in non-inflammatory CAA (p =0.04 accord-
ing to log-rank test; Fig. 2). Beyond this first 3-year
period, this did not seem to be confirmed with overlapping
confidence intervals in the 2 groups.

After Bonferroni correction, the number of CMB at
baseline was significantly higher, while the number of ICH
at baseline and at last follow-up was significantly lower in
CAA-ri than in non-inflammatory CAA (Table 3). The ratio
of posterior/anterior CMB was similar between groups.
Hippocampal atrophy appeared more severe in CAA-
ri than in non-inflammatory CAA at baseline and at last
follow-up. Regarding CSF data, 27 patients (56.2%) with
non-inflammatory CAA underwent LP with AD CSF bio-
markers (Table 1). After adjustment for time from onset
to LP, CAA-ri patients had a nominal increase of leuco-
cytes (mean 10.8 +54.1 vs 1.3+2.8, adjusted p=0.02)
and total protein level (mean 0.69+0.53 vs 0.46 +£0.16,
adjusted p=0.03). A nominal decrease of CSF AB42 pep-
tide was observed in CAA-ri patients (mean 373.3 +128.5
vs 490.8 +249.7, adjusted p=0.05), while a difference
in AB40 level was not significant after adjustment (mean
8023.1 +8697.3 vs 10,273.9+5686.3, p=0.01, adjusted
p=0.52). Total Tau protein level was not significant after
correction (adjusted p=0.08) and p-Tau protein level was
similar between groups. Finally, CAA-ri patients were more
likely to carry at least one APOE4 allele (76% vs 37.5%,
adjusted p=0.05) but also APOE4/E4 homozygous status,
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Table 3 Comparison of radiological outcomes

CAA-1i (n=48) Non- inflammatory p value p value
CAA (n=48) after adjust-
ment
MRI available 38 (79.1%) 41 (85.4%) 0.42 NA
Time from MRI at baseline to MRI at last follow-up (days) 500.2+593.4 329.9+397.4 0.84 NA
Magnetic susceptibility-weighted sequence 0.20 NA
-T2* 33 (86.8%) 31 (75.6%)
-SWI 5(13.1%) 10 (24.4%)
Number of CMB at baseline <0.001 <0.001
Mean +SD 431.3+431.8 99.4+123.7
Median (IQR) 315 (501.5) 59.5 (109.5)
Number of CMB at last follow-up <0.001 0.004
Mean+SD 501.3+509.6 154.2+230.6
Median (IQR) 331.5 (548) 98 (117)
Ratio of posterior/ anterior CMB at baseline 0.33 0.76
Mean+SD 1.61+1.37 2.34+2.26
Median (IQR) 1.1(1.2) 1.52.7)
Ratio of posterior/ anterior CMB at last follow-up 0.31 0.15
Mean+SD 321+4.92 2.32+3.53
Median (IQR) 1.1(1.8) 1.1(2.2)
CSS at baseline 0.001
Presence 14 (29.1%) 30 (62.5%) 0.5
Focal 7 12
Disseminated 7 18
CSS at last follow-up <0.001
Presence 17 (35.4%) 34 (70.8%) 0.14
Focal 8 9
Disseminated 9 25
Number of ICH at baseline <0.001 <0.001
Mean +SD 0.32+0.73 1.4+1.1
Median (IQR) 0 (0) 1 (1)
Number of ICH at last follow-up <0.001 0.002
Mean+SD 0.41+0.96 1.4+1.25
Median (IQR) 0(0) 1(1)
Right Scheltens’ scale score at baseline 0.003 0.01
Mean+SD 1.72+1.28 0.9+0.87
Median (IQR) 2(2) 1(D)
Right Scheltens’ scale score at last follow-up <0.001 0.003
Mean+SD 212+1.19 122+1.1
Median (IQR) 2(2) 1(2)
Left Scheltens’ scale score at baseline 0.01 0.06
Mean=+SD 1.52+1.26 0.85+0.89
Median (IQR) 2(22) 1(1)
Left Scheltens’ scale score at last follow-up 0.004 0.01
Mean=+SD 1.94+1.20 1.18+1.05
Median (IQR) 2(2) 12

CAA Cerebral Amyloid Angiopathy, CAA-ri Cerebral Amyloid Angiopathy-related inflammation, SD Standard deviation, /CH Intracerebral
Hemorrhage, CMB Cerebral Microbleeds, CSS Cerebral Superficial Siderosis, 72* T2 gradient echo, SWI susceptibility-weighted imaging

Nominal significance (i.e., p <0.05) is indicated in bold and statistical significance after Bonferroni correction (i.e., p <0.002) is underlined

@ Springer



Journal of Neurology (2022) 269:4972-4984

4979

== CAA == CAA-RI

1.004

0.751

0.501

0.25

p =0.042

Probability of survival at home

0.00

0 1000 2000 3000 (Days)

Fig.2 Kaplan—Meier curve following a composite prognostic end-
point including occurrence of death or institutionalization of CAA-ri
patients (in blue) and non-inflammatory CAA patients (in red) during
follow-up (in days)

remaining significant after multiple test correction (56% vs
6.2%, adjusted p <0.001).

Comparison of CAA-ri patients with good outcomes
and with poor outcomes

In our cohort, 26 CAA-ri, patients (54.1%) had poor func-
tional outcomes at last follow-up (Table 4). No prognostic
factor was identified after comparison between groups for
demographics, cardiovascular risk or ongoing therapy except
for hypertension, which was more frequent in cases of good
outcome (94.7% vs 50%, adjusted p=0.006). No prognostic
factor was identified for CSF biomarkers or APOE geno-
type. The number of ICH at baseline tended to be lower in
cases of good outcomes (0.13 vs 0.48, adjusted p=0.05)
but the number of CMB or spread of CSS was not relevant
to predict CAA-ri outcomes. The use of specific treatments
such as corticosteroids or immunosuppressive therapy did
not seem to impact long-term outcomes (used in 68.4% of
cases with good outcomes vs 65.3% with poor outcomes,
p=0.83). When restricted to prognostic factors of relapse
(Table 5), we found a lower Ap42 level in CAA-ri patients
who had a relapse (n=18) (p=0.02) and a higher total Tau
level (p=0.03).

Discussion

This multicenter study aimed to analyze the clinical and
radiological outcomes of 48 patients with CAA-ri com-
pared to non-inflammatory CAA and to identify potential

prognostic factors. CAA-ri patients showed worse short- and
mid-term clinical outcomes, with more altered autonomy
and higher institutionalization rates. This inflammatory
event seemed to occur in CAA patients with a higher number
of CMBs and a distinct CSF biomarker profile compared to
non-inflammatory CAA patients, possibly promoted by the
APOE4 genotype. Although not exceeding the significance
threshold after a Bonferroni correction, MMSE and mRS
scores at the end of follow-up showed greater severity in
CAA-ri, which could contribute to higher institutionalization
rates. While not significant, MMSE scores at baseline were
already lower than in non-inflammatory CAA, underlying
an aggressive course of cognitive impairment, which did
not recover even after normalization of cerebral imaging.
The mortality rate was close to 25% and relapse occurred in
37.5% of cases within the first year after onset, as previously
described [9, 10]. The rate of 15% of ICH development over
long-term follow-up was also similar to the reported data in
these studies. Overall, our cohort shares the same clinical
characteristics (age at onset, sex, clinical presentation, past
history of ICH or cognitive impairment) with the other two
CAA-ri cohorts [9, 10], suggesting a good reliability of the
clinical profile of these patients at baseline. In contrast with
the rate of 80% of good outcomes reported recently, less
than 40% of this current CAA-ri cohort had good outcomes
at last follow-up. However, we used different definitions for
good outcome, using detailed quality-of-life scales including
several aspects of disability while clinical outcomes were
characterized as improved/stable or worsened in [9], or as
stable or recovery from neurological conditions preexisting
the acute inflammatory event in [10] without any neuropsy-
chological or autonomy assessment, potentially explaining
these discrepancies. Here, our data suggest a major nega-
tive impact of the inflammatory phase in line with the find-
ings of a systematic review of the literature [11], reporting
nearly 50% of poor outcomes. Overall, patients with CAA-ri
had significantly greater disease severity compared to non-
inflammatory CAA during acute and sub-acute phases.
This severe inflammatory phase seems correlated with an
advanced underlying CAA process. Indeed, CAA-ri patients
in this study, had a much higher number of CMBs at disease
onset in line with the literature [8]. Moreover, given the cor-
relation between the number of microbleeds and the under-
lying amyloid load [18, 19], we can assume that amyloid
deposits were increased in CAA-ri patients. This was also
suggested by their CSF profile. CSF biomarkers are now
well validated in AD diagnosis [20] with a typical profile
of decreased AP42 and elevated Tau and p-Tau levels [21].
Decreased levels of both AB42 and Ap40 have been reported
in CAA, while total Tau and p-Tau seemed less altered [22].
Here, only AB42 levels tended to be lower in CAA-ri com-
pared to CAA at a nominal significance (adjusted p=0.05).
This could reflect both higher parenchymal and intravascular
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Table 4 Comparison of CAA-ri

. . CAA-ri CAA-ri with poor  pvalue  p value
patients with good outcomes with good out- outcomes (n=26) after adjust-
and with poor outcomes comes (n=19) ment

Sex (male) 14 (73.7%) 10 (38.4%) 0.02 NA
Age at diagnosis (y): 70.9+7.9 74.8+6.5 0.11 NA
Age at onset (y): 70.6+7.9 74.3+6.2 0.11 NA
Hypertension 18 (94.7%) 13 (50%) 0.002 0.006
Smoking 6 (31.5%) 8 (25%) 0.95 0.27
Chronic alcohol abuse 5(26.3%) 5(12.5%) 0.57 0.60
Dyslipidemia 7 (36.8%) 11 (42%) 0.71 0.70
Diabetes mellitus 5(26.3%) 3 (17%) 0.20 0.22
Antiplatelet treatment 2/6 (33.3%)* 2/11 (18.2%)* 0.58 0.40
Anticoagulation therapy 2/6 (33.3%)* 4/11 (36.3%)* 1 0.70
CSF Leucocytes 1.4+3.1 19.2+74.6 0.02 0.39
CSF Protein level (g/1) 0.59+0.2 0.81+0.69 0.64 0.12
CSF Total Tau (pg/ml) 449.5+273.6 690+391.9 0.11 0.11
CSF p-Tau (pg/ml) 49.1+17.6 61.1+39.8 0.60 0.27
CSF AB40 (pg/ml) 4682.1+2768.6  9907.5+10,605.1 0.09 0.25
CSF Ap42 (pg/ml) 326.3+101.9 401.5+147.5 0.14 0.37
Ratio Ap42/ Ap40 0.07+0.02 0.06+0.03 0.10 0.11
Use of specific treatment® 13 (68.4%) 17 (65.3%) 0.83

APOE €2>1 carriers 0 2/11 (18.2%)* 0.19 0.99
APOE g4 > 1 carriers 12/13 (92.3%)* 6/11 (54,5%)* 0.06 0.15
APOE g4 homozygous carriers 7/13 (53.8%)* 6/11 (54.5%)* 0.97

Number of CMB at baseline 624.7+536.8 267 +282 0.03 0.13
Fazekas score at baseline 2.17+0.75 2.60+0.53 0.056 0.16
Number of sulci with CSS at baseline ~ 2.73+5.23 1.96 +4.55 0.98 0.59
ICH at baseline 0.13+0.35 0.48+0.90 0.28 0.05
Right Scheltens’ scale score 1.86+1.46 1.67+1.24 0.72 0.63
Left Scheltens’ scale score 1.64+1.39 1.46+1.25 0.67 0.75

CAA Cerebral Amyloid Angiopathy, CAA-ri Cerebral Amyloid Angiopathy-related inflammation, CMB
Cerebral Microbleeds, CSF Cerebrospinal fluid, y years, SD Standard deviation, Tau Tau protein, p-Tau
phosphorylated Tau, Ap42 amyloid B1-42, Ap40 amyloid p1-40, ICH Intracerebral Hemorrhage, CSS Cer-

ebral Superficial Siderosis

Nominal significance (i.e., p <0.05) is indicated in bold

“Due to missing data, the number of patients analyzed with available data is mentioned

aSpecific treatment included corticosteroids and/or immunosuppressive therapy

AP deposits in CAA-ri as already reported [23]. Further
studies with specific Ap imaging such as 18F-florbetaben or
11C-Pittsburgh compound B-positron emission tomography
would confirm the correlation between CSF profile and amy-
loid load in CAA-ri [24]. However, we cannot exclude inter-
current variations in CSF biomarker levels secondary to the
inflammatory phase itself, progressively recovering to the
usual CAA ranges over time. Indeed, while CSF biomarkers
are known to remain stable during the disease course in AD
[25], changes were reported just after the CAA-ri inflam-
matory phase [26].

Beyond its initial severity, several factors led us to con-
sider this inflammatory storm as one intercurrent event
occurring during a progressive and advanced course of
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non-inflammatory CAA disease. Belonging to the same
entity, CAA-ri and non-inflammatory CAA share the same
underlying pathways although with different degrees of
severity. Indeed, several patients were already diagnosed
with non-inflammatory CAA (14.5%) before their acute
CAA-ri presentation. Moreover, in terms of neuroimaging,
hippocampal atrophy was severe in CAA-ri patients from
baseline, suggesting the contribution of an ongoing neurode-
generative process evolving for a long time before the inflam-
matory phase. Finally, when focusing on the disease course
3 years after onset (Fig. 2), similar clinical outcome tra-
jectories were observed in both groups, reflecting common
long-term outcomes in CAA-ri and non-inflammatory CAA.
Further demonstration that CAA-ri and non-inflammatory
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Taple 5 Cgmp arisop of CAA-ri CAA-ri with arelapse ~ CAA-ri without arelapse  p value

patients with and without (n=18) (n=30)

relapse during follow-up
Sex (male) 8 (44.4%) 17 (56.7%) 0.55
Age at onset (y): mean=+SD 70.5+6.9 74.0+6.9 0.14
Hypertension 11 (61.1%) 23 (76.6%) 0.32
Smoking 6 (33.3%) 8 (26.6%) 0.74
Chronic alcohol abuse 4(22.2%) 6 (20.0%) 1
Dyslipidemia 6 (33.3%) 13 (43.3%) 0.55
Diabetes mellitus 2 (11.1%) 6 (20%) 0.69
Leucocytes 34+72 15.0+67.7 0.98
CSF Protein level (g/1) 0.79+0.7 0.64+0.37 0.67
Total Tau (pg/ml) 469+334.9 693.3+£349.6 0.03
p-Tau (pg/ml) 46.6+16.3 69.3+40.3 0.09
AP40 (pg/ml) 5228.5+2907.8 10,445.2+11,184.7 0.14
AP42 (pg/ml) 319.1+95.2 413.3+137.3 0.02
APOE €2>1 1/14 (7.1%)* 1/11 (9.1%)* 1
APOE e4>1 11/14 (78.5%)* 9/11(81.8%)* 1
APOE g4 homozygous 7/14 (50.0%)* 7/11 (63.6%)* 0.68
Number of microbleeds at baseline 534.6+457.0 359.5+408.1 0.18
Fazekas score at baseline 2.55+0.57 2.39+0.68 0.44

CAA-ri Cerebral Amyloid Angiopathy-related inflammation, CSF Cerebrospinal fluid, y years, SD Standard
deviation, Tau Tau protein, p-Tau phosphorylated Tau, Af42 amyloid p1-42, Ap40 amyloid p1-40

“Due to missing data, numbers of patients analyzed with available data is mentioned

CAA belong to the same entity is needed, especially given
recent case reports showing CAA-ri in a broad spectrum of
diseases [27, 28]. Prospective studies without age match-
ing could help to establish whether CAA-ri occurs in older
patients with longer disease duration for instance.

The inflammatory storm triggered by a high amyloid bur-
den due to advanced underlying amyloid process in CAA-ri
could be driven by risk factors or medical conditions that
are poorly understood. Indeed, relapses occurred more fre-
quently in CAA-ri patients with lower CSF AB42 levels. The
current study showed a prominent APOE4 carrier status in
76% of CAA-ri patients (of which 74% were homozygous),
compared to non-inflammatory CAA. This is concordant
with a recent literature review and case series where the
APOEH4 allele was found in nearly 65% and 75% of CAA-
ri cases, respectively, mainly homozygous [3, 9]. APOE4
isoform is known to reduce AP clearance, thus inducing
increased amyloid deposits within cerebral vessels [29, 30].
APOEA4 is also known to be associated with type 1 CAA,
mostly affecting capillaries [31]. As this type of vessel is
much thinner, the APOE4 isoform could indirectly promote
massive contact between Af and the local immune system,
leading to an immune reaction directed against this peptide.
Furthermore, one of the main risk factors regarding amyloid-
related imaging abnormalities (ARIA), a vasogenic inflam-
matory response induced by anti-amyloid therapy in clini-
cal trials for AD, was the carriage of one or two E4 alleles

[32]. These inflammatory abnormalities are thought to be
related to CAA and are highly similar to CAA-ri. Regard-
ing modifiable prognostic factors among CAA-ri patients, a
medical history of hypertension was prominent in cases of
good outcome and seems an interesting therapeutic target.
A distinct role of hypertension itself as a good prognostic
factor remains unclear to date. Nonetheless, despite the lack
of data, we can indirectly hypothesize that a good outcome
here is more related to the increased use of antihypertensive
therapy. Lower blood pressure decreases the risk of ICH,
notably using an ACE inhibitor [33] but could also slow
down vasculopathy and fibrinoid necrosis promoted by
hypertension with a minor subsequent inflammatory reaction
in CAA-ri patients [34]. As other authors [11, 12], we found
no impact on the long-term outcome of corticosteroid or
immunosuppressive therapy. Nevertheless, recent literature
showed more frequent clinical improvement in individuals
treated compared to those with no treatment [9] but using
quite different definitions of good outcome. Moreover, sud-
den withdrawal of corticosteroids was recently identified as
a prognostic factor of relapse [10] but the vast majority of
our treated patients had a gradual tapering of oral corticos-
teroids, precluding a reliable comparison with our results.
Further randomized studies are needed to determine the real
impact of these treatments.

CAA-ri remains an extremely rare entity and large
multicenter national networks are required to analyze the
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natural disease course and clinical outcome. CAA-ri is
most likely an under-recognized entity, and some patients
with a less marked presentation may have been undiag-
nosed and therefore were not included in our series, lead-
ing to a potential selection bias. Strengths of this study
include the multi-dimensional assessment of clinical prog-
nosis including neuropsychological and autonomy scores,
mortality and institutionalization rates but also detailed
laboratory analyses, including Alzheimer CSF biomarkers.
To better characterize this entity, a control group of non-
inflammatory CAA was included with similar demograph-
ics, thus preventing any bias only related to age. CAA dis-
ease burden is indeed known to increase with patient’s age
[35], with more CMB on MRI [36]. This group included
patients with a homogeneous initial presentation given
the large predominance of ICH or TFNE and, therefore, a
clear time of symptoms onset. We also randomly selected
patients who were recently considered as symptomatic
(less than 2 years) to prevent disease progression bias in
the analyses between groups and reduce immortal time
bias in the analysis. Nevertheless, this duration remains
uncertain in most patients, due to the insidious develop-
ment of CAA. Another limit was the lack of definite his-
tological diagnosis. However, the external validity of the
current diagnostic criteria was recently confirmed with a
high specificity of 97% [2, 4]. Furthermore, the follow-
up duration of 2.5 years minimized a risk of misdiagno-
sis. Finally, given the retrospective nature of the study,
heterogeneous data were collected, including differences
in terms of follow-up, treatments used or cerebral imag-
ing, reflecting clinical practices, in the absence of current
guidelines.

In this large cohort, CAA-ri appears as a severe inter-
current event in the progressive course of CAA with a
significant loss of autonomy that could be related to a
higher amyloid burden compared to other non-inflamma-
tory CAA, with a greater number of CMBs and a distinct
CSF profile. This higher burden may be partially promoted
by the APOE4 genotype but other risk factors need to be
identified to prevent or more efficiently manage this rare
but severe condition in CAA disease course.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s00415-022-11145-4.
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Table Sup. 1. Characteristics of CAA-ri patients already reported [12] (n=28)

and CAA-r1 patients from other centers (n=20).

Already  reported | Unpublished CAA-ri
CAA-11 patients | patients (n=20)
(n=28)
Sex: male 13 (46) 12 (60)
Age at onset (y): Mean +/-SD | 72.1 £7.0 74 +7
Follow-up duration (y) Mean |3.0£2.4 20+19
+/-SD
Past medical history
Lobar ICH n (%) 4 (14) 3 (15)
Cognitive impairment, n (%) 5 (18) 4 (20)
Clinical symptoms
Confusion/behavioral 15 (54) 13 (65)
disorders, n (%) 10 (35.7) 0 (45)
Hemiparesis, n (%) 6 (21) 10 (50)
Visual symptoms, n (%) 7 (25)* 9 (45)
Seizure, n (%) 4(14) 4 (20)
Headaches, n (%)
CSS
Presence, n (%) 5(17.8) * 9 (45)
Focal, n (%) 1 6
Disseminated, n (%) 4 3
Number of CMB at baseline 4249 £3254 * 383.2 +446.7
Mean +/-SD
Lumbar puncture available, n | 25 (89.2) 19 (95)
(%)




With CSF biomarkers 19 14

CSF Leucocytes > 5, n (%) 6 (21) 2 (10)

CSF Protein level Mean +/-SD | 0.72 + 0.62 0.66 + 0,38
(g/)

CSF Total Tau (pg/ml) Mean | 591.3 &+ 392 600.7 £ 311.5
+/-SD

CSF p-Tau (pg/ml) Mean +/-|44.7 +14.2 80.9+42.1

SD

CSF AB 40 (pg/ml) Mean +/-
SD

4760.0.1 £ 2495.1

14911.9 £ 12751.9

CSF AP 42 (pg/ml) Mean +/-|326.8 +133.6 436.5+91.9
SD

APOE €2=1 carriers 2/20 0/5
APOE €4=1 carriers 14/20 5/5
APOE €4 homozygous 10/20 4/5
Outcomes

Good, n (%) 13 (46.4) 6 (30)
Relapse, n (%) 15 (53.5)* 3 (15)
ICH, n (%) 5 1
Death, n (%) 8 (28.5) 3 (15)
Patients with corticosteroid | 21 (75) 11 (55)
therapy, n (%)

Patients with | 6 0

immunosuppressive therapy, n
(%)

CAA: Cerebral Amyloid Angiopathy, CAA-ri: Cerebral Amyloid Angiopathy-
related inflammation, CSF: Cerebrospinal fluid, y: years, SD: Standard
deviation, Tau: Tau protein, p-Tau: phosphorylated Tau, Ap42: amyloid 142,
Ap40: amyloid p1-40, ICH: Intracerebral Hemorrhage, CSS: Cerebral
Superficial Siderosis



* Re assessed since Coulette et al [12]



8. RESULTATS PARTIE 2: AIDE A LA PRECISION DIAGNOSTIQUE DANS
L’AAC

Si il a été possible dans les CCP liées a des mutations de MYORG d’identifier un phénotype
reconnaissable, ceci n’a pas été le cas pour les duplications APP. Ainsi, se baser sur des
marqueurs cliniques est une stratégie insuffisante pour caractériser les différentes entités
de microangiopathies. Cette caractérisation est pourtant un pré-requis indispensable
pour mener des études génétiques. D’autres marqueurs, biologiques ou radiologiques

sont nécessaires.

8.1. Apport des biomarqueurs du LCS

Avec 'avénement de nouvelles thérapeutiques qui pourraient émerger dans ’AAC dans
les suites des stratégies thérapeutiques pour la MA (Lecanumab par exemple), un des
enjeux actuels est d’obtenir un diagnostic de précision et des outils applicables en
pratique courante. Nous avons vu que I'AAC était une entité complexe avec une
importante diversité clinico-radiologique, montrée dans ces premieres études
phénotypiques centrées sur des formes héréditaires (duplications du gene APP) ou des
phénotypes extrémes avec les AAC inflammatoires. De nouveaux marqueurs
diagnostiques sont donc nécessaires. Les nouveaux criteres de Boston integrent
désormais pour la premiere fois, non seulement des lésions hémorragiques, mais
également des lésions de substance blanche, comme les espaces périvasculaires dilatés du
centre semi-ovale ou la leucopathie dite « multispot », a savoir punctiforme diffuse(2). Il
s’agit principalement de marqueurs radiologiques reflétant indirectement les mécanismes
d’hypoperfusion chronique et de défaut de drainage périvasculaire retrouvés dans I’AAC.
Toutefois, ces marqueurs peuvent survenir tardivement dans I’évolution de la maladie. Il
serait pertinent de se reposer sur des preuves plus directes de dépdts amyloides d’'une
part, et des marqueurs altérés de facon plus précoce dans I’évolution de la maladie d’autre
part. Les biomarqueurs du LCS classiquement utilisés en pratique courante dans la MA
suscitent ainsi de plus en plus d’'intérét dans la démarche diagnostique de I'’AAC. L’apport
des biomarqueurs a I'imagerie pour améliorer la précision des critéres diagnostiques a

ainsi été suggéré par I'’équipe de Boston elle-méme (115) mais la derniere version 2.0 des
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criteres diagnostiques (2) ne les a pas intégré, faute de données jugées suffisantes dans la
littérature.

Pour palier cela, nous avons mené une étude rétrospective au sein de deux centres, le CHU
de Rouen et Paris-Lariboisiere décrivant les taux d'A342, d'AB40, de protéine Tau totale
et de phospho-Tau dans le LCS de 63 patients avec AAC probable. Ces taux étaient altérés
chez plus de 85% des patients AAC avec 3 profils identifiés: 50,8% présentaient une
diminution du taux d'Af342 associée a une élévation de phospho-Tau et/ou de Tau, 34,9%
une diminution isolée du taux d'ApB42 et 14,3% un taux d'AP42 normal. Il faut bien
entendu rester prudent concernant ce dernier groupe compte tenu de l'absence de
confirmation neuropathologique. Un profil comparable a celui dans la MA chez plus de la
moitié des patients suggérait donc la coexistence des 2 processus d’AAC et de pathologie
Alzheimer, comme cela est retrouvé dans les études autopsiques (186) (399). Ceci incite a
suivre ces patients sur le plan cognitif de fagon plus rapprochée. Le second groupe avec
baisse isolée du peptide AB42 pourrait représenter un groupe d’atteinte vasculaire
« pure », liée a des dépdts amyloides vasculaires provenant d'un dysfonctionnement des
vaisseaux sanguins (et notamment des cellules musculaires lisses qui sont capables de
sécréter du peptide AB) mais sans plaque amyloide parenchymateuse ou DNF (5). En
effet, sur le plan anatomopathologique, des AAC de type I ou II ont été décrites en fonction
de la présence d'une atteinte capillaire mais aussi de l'association ou non avec des
plaques séniles et une pathologie MA (6-8).

Dans notre étude, les patients AAC probable avaient des niveaux plus faibles de Tau,
phospho-Tau et d'AB40 mais un niveau d'AB42 non significativement différent
comparativement a 27 patients MA (qui ne présentaient aucun lésion hémorragique sur
leur IRM). Aucune corrélation entre les niveaux d’A342 ou d'AB40 et la neuro-imagerie
(nombre de microsaignements ou extension de 'hémosidérose) n'a été trouvée. Enfin, les
peptides AB42 et AB40 ont montré les meilleures performances diagnostiques sur les
courbes ROC comparativement a 21 contrdles (aire sous la courbe ROC AB42 = 0.79 et
AB40 = 0.69). Ces controles étaient des patients ayant bénéficié de PL dans le cadre de
pathologie non-neurodégénérative (le plus souvent, pathologie psychiatrique ou bilan
d’épilepsie atypique) au CHU de Rouen.

Cette étude représente une importante série avec données de LCS chez des patients AAC
probable avec comparaison a un groupe de patients MA sans lésion hémorragique sur

leur IRM et des patients controles mais également un travail de corrélation entre
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marqueurs radiologiques et LCS. Ces biomarqueurs du LCS pourraient représenter un
nouvel outil diagnostique utilisable rapidement en pratique courante. Les biomarqueurs
du LCS ont profondément modifié celle-ci dans la MA (400) et il pourrait en étre de méme
dans les années a venir dans ’AAC. Il est a noter que cette étude a fait I'objet d’'un éditorial
écrit par Andreas Charidimou, premier auteur des criteres révisés 2.0 de Boston (401).
Reflétant I'attente importante des cliniciens et des chercheurs, cette année, une étude
multicentrique allemande a rapporté parallelement les données de LCS de 30 patients
AAC, soulignant la performance du ratio A42/AB40 (aire sous la courbe ROC = 0.88)
(402).

Dans notre rétrospective de patients porteurs de duplication du gene APP décrite
auparavant, les taux de biomarqueurs étaient également altérés chez tous les patients
pour qui nous avions les données de LCS. Une étude portant sur une autre forme
héréditaire d’AAC, liée a une mutation APP dite « Hollandaise » plaidait aussi en faveur
d’un role important des biomarqueurs, et cela méme chez des patients mutés mais encore
asymptomatiques. Dans le futur, une étude, méme sur de petits effectifs d’AAC sporadique
avec données histologiques et de LCS permettrait de confirmer nos hypotheses de sous-
groupe avec coexistence d’AAC et MA d’'une part, et de profil d’AAC plus « vasculaire
pure » d’autre part. Ceci est néanmoins difficile a obtenir compte tenu du caractere invasif
d’'une biopsie. Une collaboration avec des équipes de neurochirurgie pour l’envoi
systématique en anatomopathologie de prélevements d’hématome lobaire évacué dans le
cadre du soin et la demande spécifique de coloration Rouge Congo sur ces prélevements
pourrait étre envisagée. Une autre possibilité pourrait étre de corréler les biomarqueurs
du LCS et les données de PIB-Pittsburg mais nous risquerions d’étre confrontés au

manque de spécificité de liaison du PIB a I’Ap vasculaire et parenchymateux
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Abstract.

Background: There is no consensus regarding the diagnostic value of cerebrospinal fluid (CSF) Alzheimer’s disease (AD)
biomarkers in cerebral amyloid angiopathy (CAA).

Objective: To describe the CSF levels of AB4,, AB4o, total protein Tau, and phosphorylated-Tau (p-Tau) in a large series of
probable CAA patients and to compare with AD patients in order to identify a specific pattern in CAA but also to look for
correlations with the neuroimaging profile.

Methods: We retrospectively included from 2 French centers probable CAA patients according to modified Boston criteria
who underwent lumbar puncture (LP) with CSF AD biomarker quantifications. Two neurologists independently analyzed all
MRI sequences. A logistic regression and Spearman’s correlation coefficient were used to identify correlation between MRI
and CSF biomarkers in CAA.

Results: We included 63 probable CAA and 27 AD patients. Among CAA 50.8% presented with decreased AR, level
associated with elevated p-Tau and/or Tau, 34.9% with isolated decreased AR, level and 14.3% patients with normal ARy,
level. Compared to AD, CAA showed lower levels of Tau (p =0.008), p-Tau (p =0.004), and AB4 (»p=0.001) but similar
ARy, level (p=0.07). No correlation between A4, or A4 levels and neuroimaging was found.

Conclusion: CSF biomarkers may improve the accuracy of the modified Boston criteria with altered profile in 85% of the
patients fulfilling revised Boston criteria for probable CAA. A4, appears as an interesting selective biomarker in differential
diagnosis.

Keywords: AB4z, AB4g, cerebral amyloid angiopathy, cerebrospinal fluid biomarker, intracerebral hemorrhage
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INTRODUCTION

Amyloid-B (AB)-cerebral amyloid angiopathy
(CAA) is a devastating disease characterized by
deposits of AR peptide in the walls of cortical and
leptomeningeal vessels and by intracerebral hem-
orrhages. APB-CAA is frequently associated with
Alzheimer’s disease (AD), amyloid pathology being
the primum movens of both diseases [1]. In contrast to
the parenchymal amyloid depositions found in AD,
which mostly consist of AR 1-42 (AB42), CAA con-
tains both AR 1-40 (AB40) and AB43, with AB4¢ being
the major isoform [1, 2]. In vivo diagnosis is mainly
based on brain imaging showing lobar hematomas
(ICHs), microbleeds (CMBs), and cortical superficial
siderosis (CSS) in iron-sensitive sequences [3]. These
elements are constitutive of the core revised Boston
criteria [4], which showed sensitivities ranging from
57.9% to 76.9% and specificities from 87.5% to
100% [5, 6]. Nevertheless, the different hemorrhagic
lesions—ICHs, CMBs, and CSS—are included in those
criteria without consideration regarding the severity
as the size, topography or number of occurrences.
Moreover, these criteria tend to preclude probable
CAA if CMBs are identified in deep territories. The
sensitivity of these criteria appears to be influenced
by the initial clinical presentation [7]. Indeed, sen-
sitivity is quite lower (42.4%) in case of cognitive
impairment or transient focal neurological episodes
as initial presentation compared to ICH [8].

In a few studies with limited numbers of CAA
patients, decreased levels of both AB4> and AB4g
have been reported in the cerebrospinal fluid (CSF),
while total Tau protein (Tau) and its phosphorylated
form at threonine 181 (p-Tau) seemed less altered
[9]. These biomarkers are now well validated in AD
diagnosis [10] with a typical profile of decreased
CSF A4, and elevated Tau and p-Tau levels [11]. In
AD, however, the quantification of CSF A4 alone
is not able to distinguish patients to healthy con-
trols in numerous large studies [12]. Only the CSF
AB42/AB4o ratio has shown a clinical relevance and
is now applied to help AD diagnosis [13, 14].

Considering the AB-centered pathology between
AD and CAA, there is a critical need to assess
the diagnostic and prognostic values of CSF AD
biomarkers in CAA in addition to the criteria based on
brain imaging. Indeed, identifying CAA at an early
stage for instance, before the appearance of multiple
hemorrhagic lesions could provide valuable insights
in patient care and in the design of preventive trials.
As suggested by Greenberg et al., future directions

in CAA diagnosis may include more complex crite-
ria incorporating other lesion categories (i.e., CSS
severity or abundant enlarged perivascular spaces)
and CSF biomarkers in order to improve accuracy
of the modified Boston criteria [7, 15, 16]

To date, studies addressing CSF biomarkers in
CAA were limited by small size, absence of clinical
correlation or systematic control group [9, 17, 18]. A
recent meta-analysis [9] including three studies with
respectively 12 [19], 15 [20] and 17 [21] probable
or definite CAA showed that AB42, AB4p, and Tau
biomarkers differentiated CAA from controls but p-
Tau was marginal. A correlation between A4, level
and widespread of CSS was recently suggested [17]
but the underlying mechanism remains to be eluci-
dated. Comparisons with AD given the diversity in
amyloid distribution would also help understanding
and specifying the CSF pattern in CAA.

From a retrospective multicenter study, we aimed
to describe the CSF levels of AB4;, AB4g, total protein
Tau, and p-Tau in probable CAA patients. We further
searched for correlations with their neuroimaging
profile and compared profiles between CAA and AD
as secondary endpoints.

MATERIALS AND METHODS

Patient inclusions

Patients were retrospectively recruited from two
French Neurology centers in Rouen University Hos-
pital and Lariboisiere Hospital Université de Paris
between 2012 and 2019. All consecutive patients who
met the diagnostic criteria for probable CAA [4] and
who underwent lumbar puncture (LP) for CSF AD
biomarkers analysis with MRI data available were
included in the study, independently from their initial
clinical presentation. LP were mostly performed dur-
ing the diagnosis assessment of CAA of early-onset.
We collected demographics, medical history, clinical
presentation, and drug use at diagnosis by a careful
review of the medical charts provided by each refer-
ring clinician. Clinical presentations were divided
into four categories: cerebral hematomas; transient
focal neurological episodes or amyloid spells defined
as recurrent and stereotypical episodes with positive
seizure-like or negative transient ischemic attacks-
like phenomena [22]; cognitive decline; or other
presentation (such as stroke or behavioral disorders).
For greater reliability, we excluded patients with cri-
teria meeting possible but not probable CAA (n=5)
as well as CAA-related inflammation (n="7) given



L. Grangeon et al. / CSF Biomarkers in Cerebral Amyloid Angiopathy 793

the specific CSF pattern found in this condition [23].
LPs were performed at least 3 months after any cere-
brovascular event, head trauma or seizure given the
transient increase the Tau level of CSF in those con-
ditions [24, 25]

In order to better understand and specify the
CSF pattern in CAA, we compared them to 27 AD
patients, recruited from Rouen University Hospital
and diagnosed according to currently validated clini-
cal diagnosis criteria for probable AD by the NIA-AA
[26]. The same evaluation and data collection con-
ducted in the probable CAA group were performed.
In order to prevent significant overlap with CAA,
only AD patients without lobar hemorrhagic lesions
including CMBs or CSS on their MRI (T2 gradient
echo sequences) were included.

In order to estimate the diagnostic sensitivity and
specificity of each CSF biomarker in CAA, 21 con-
trol patients were also included. Those controls were
diagnosed with non neurodegenerative disease or
psychiatric disorder before performance of LP in
Rouen University Hospital.

Following the current French legislation regarding
retrospective study, we excluded any patient mention-
ing his opposition for the use of his CSF sample for
research purposes.

Ethics board approval was obtained for data col-
lection and publication from the institutional review
board of Rouen University Hospital for retrospective
non-interventional research (E2021-14).

CSF analyses

CSF was obtained by LP between the L3/L.4 or
LA4/L5 intervertebral space, using a 22-gauge needle
in fed-state condition. In an effort to reduce intersite
variability in CSF readings, both centers used a com-
mon 10-ml polypropylene tube to collect the CSF
(catalog number 62.610.201; Sarstedt, Nimbrecht,
Germany) [27]. All samples were aliquoted after cen-
trifugation for 10 min at +4°C into polypropylene
Eppendorf tubes, then frozen at —80°C within 1h.
AB42, APR4g, Tau, and p-Tau protein measurements
were taken using an enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) (Fujirebio-Europe, Ghent, Belgium)
according to the manufacturer’s instructions. The
analysis was performed in duplicate and a coefficient
of variation (CV) less than 15% was considered as
acceptable. In this case, the mean of the two mea-
sured values was taken as final result. When the CV
was above 15%, samples were reanalyzed in dupli-
cate. The quality of the results was ensured by the

use of validated standard operating procedures and
internal quality controls (QC) as the two centers were
already involved in nationwide studies [28]. Both
sites belong to the same national biomarker network
(ePLM) which was created to enhance harmoniza-
tion of procedures regarding CSF biomarkers in AD.
In the absence of universal consensus, we used the
laboratory standards to set the thresholds for CSF
biomarker quantification, i.e., 635 pg/mL for AB4;
level; 466 pg/mL for Tau protein level; 55 pg/mL for
phospho-Tau protein level.

MRI analyses

Cerebral MRI (1.5 or 3 Tesla) were only assessed
when blood sequences (see below) were available and
analyzed on a Picture Archiving and Communication
System (PACS) console dedicated to neurological
imaging. All patients underwent MRI collected by
either LG, AZ, DW, or OM confirming that all
patients met modified Boston criteria for probable
CAA but unfortunately, four were not available for
research scoring of hemorrhagic lesions.

Blood-sensitive sequences used to evaluate
intracranial bleedings were T2 gradient echo (T2
GRE) sequences, T2 star or a magnetic susceptibil-
ity sequence, being either a susceptibility weighted
imaging (SWI) or a T2 star weighted angiography
(SWAN), depending on the MRI machine used. In
order to assess a consensual, two neurologists (LG,
DW) independently graded distinct hemorrhagic fea-
tures in each region of interest. They were blinded to
the CSF biomarker profile. All hemorrhagic lesions
were analyzed independently by both neurologists,
by visually counting each lesion. The presence and
number of CMBs (<10mm diameter) [29], ICH
(>10mm) were evaluated and CSS was classified
as focal (<3 sulci) or disseminated (>4 sulci) after
recording the number of sulci involved [30]. CMBs
count was arbitrarily stopped above 1000 for relia-
bility. Hippocampal atrophy was scored according to
Scheltens scale on 3D acquisition or 2D coronal T2-
weighted-sequences [31]. Perivascular white matter
lesions was scored according to Fazekas scale on T2
or FLAIR-weighted sequences [32]. Each lesion was
also classified upon their location: lobar pre or post
Rolandic, deep, or in posterior fossa.

Statistical analyses

CSF biomarker levels were compared between
groups. Descriptive statistics were expressed as mean
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Table 1
Clinical characteristics and CSF biomarker profile in the different patient groups
Probable CAA AD Controls P
(n=63) (n=27) (n=21)

Sex, male, n (%) 34 (53.9%) 14 (51.8%) 11 0.98
Age at LP (y) 726+74 64.1+6.3 65.81+9.6 <0.001
Age of onset (y) 71.0+7.8 60.0+5.7 NA <0.001*
Time from onset to LP (y) 1.9+24 32421 NA <0.001*
Follow-up duration (y) 32126 9.7+3.6 NA <0.001*
MMSE at LP 239+5.6 20.1+5.8 NA 0.008*
T-tau (pg/ml), mean £+ SD 409.7 £310.1 661.9 +338.7 365.4+271.6 0.006
P-tau (pg/ml), mean &+ SD 61.1+24.1 92.9+36.0 56.6 +32.6 0.003
AB42 (pg/ml), mean £ SD 490.2 £220.4 350.7 £ 181.9 742.74+233.2 <0.001
AB4o (pg/ml), mean £ SD 9171.9+4146.2 12588 £5016.2 11633 +4851 0.001
AB42/40 ratio, mean & SD 0.060 £ 0.027 0.040 £0.02 0.089 £0.07 <0.001

CAA, cerebral amyloid angiopathy; AD, Alzheimer’s disease; y, years; SD, standard deviation; LP, lumbar puncture;
MMSE, Mini-Mental State Examination; Tau, Tau protein; p-Tau, phosphorylated Tau; AB42, amyloid B1-42;
ABa4o, amyloid 1-40. In order to compare the three groups, Kruskal Wallis test and Fisher exact test were used
for univariate analyses, and Wilcoxon Mann Whitney test for pairwise comparisons (*).

with standard deviation (SD) and median. The three
groups of patients were compared using a Kruskal-
Wallis or Wilcoxon Mann Whitney test for pairwise
comparisons for quantitative data and a Fisher exact
test for qualitative data. For multivariate analysis,
CSF biomarkers were compared between groups fol-
lowing a logistic regression adjusting for age at LP,
sex, and time from onset to LP.

We used Spearman’s correlation coefficient in
order to identify any correlation between MRI pat-
tern and CSF biomarkers in probable CAA patients.
Finally, receiver operator characteristic (ROC) anal-
ysis was led to evaluate the ability of CSF biomarkers
to discriminate CAA from controls, using our labora-
tory standards to set the thresholds for CSF biomarker
quantification. All statistical analyses were imple-
mented with the R statistical software, including the
pROC package for ROC graphical representations
and AUC computations. The threshold for statistical
significance was set to p <0.05.

RESULTS

Probable CAA population

We included 63 probable CAA patients, of whom
53.9% (n=34) were males. Fifty-one cases were
recruited in the Rouen University Hospital and 12 in
the Lariboisiere Hospital Université de Paris. Base-
line characteristics are presented on Table 1.

The mean age at first neurological clinical event
was 71.0£7.8 years old and the mean age at
LP, 72.6 £7.4 years old. The most common initial
presentation was ICH, present in 47.6% (n=30),

followed by cognitive decline in 22.2% (n=14) and
amyloid spells in 23.8% (n=15). Other symptoms
included prolonged encephalopathy revealing multi-
ple CMBs (n=1) and ischemic stroke (n=3). The
Mini-Mental Status Evaluation (MMSE) at LP was
available in 54/63 patients with an average score of
23.9 £ 5.6. Thirty-six (57.1%) patients suffered from
moderately high blood pressure (140-179 mmHg)
before the first clinical presentation of CAA. Dur-
ing follow-up, 38 patients (60.3%) presented at least
one symptomatic ICH and 31 (49.2%) showed sec-
ondary progressive cognitive impairment. Regarding
their cognitive profile, 20 showed prominent memory
impairment whereas 4 showed a language disorder,
3 praxis disorders and 3 showed a dysexecutive syn-
drome in the foreground. Their neuropsychological
battery showed a clear hippocampal profile in 12
patients and subcortical profile in 9 patients. Six
patients showed diffuse impairment that did not allow
us to categorize them.

Regarding their radiological characteristics, the
mean number of lobar MBs was 59.6 £104.5 per
patient with an increasing anterior to posterior
density as revealed by the mean post-rolandic/pre-
rolandic ratio of 3.8 £7.2. Twelve patients (19.0%)
presented with one or two MBs in cerebellum. Thirty-
four (53.9%) presented with at least one sulcus of
CSS, including 25 with disseminated CSS (39.6%)
whereas 29 (46%) did not show any CSS.

CSF biomarker profile in probable CAA patients

The mean CSF AB47 and A4 levels were respec-
tively 490.2+220.4 and 9171.9 +£4146.2 pg/mL.
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Table 2
Comparison between probable CAA patients according to their CSF biomarker profile

CAA with CAA with CAA with P
profile isolated normal AB4;
similar to decreased profile
AD (n=32) AP level n=9)
(n=22)

Sex, male, n (%) 16 (50.0%) 14 (63.6%) 4 (44.4%) 0.50
Age of onset (y) 70.8+£7.1 723164 68.4+£12.7 0.68
Age at LP (y) 72.7+£6.8 73.3+£6.2 70.5£11.7 0.94
Time from onset to LP (y) 22427 1.2+1.6 25+25 0.27
Follow-up duration (y) 35+£29 2618 3.6£33 0.66
MMSE at LP 23.3+6.7 23.7£39 25+4.5 0.36
Initial presentation

-ICH 14 (43.7%) 11 (50.0%) 5 (55.5%) 0.61

— Cognitive decline 9 (28.1%) 3 (13.6%) 2 (22.2%)

— Amyloid spells 8 (25%) 5(22.7%) 2 (22.2%)

— Other 1(0.3%) 3 (13.6%) 0
Presence of cognitive decline during follow-up, n (%) 16 (50.0%) 11 (50.0%) 4 (44.4%) 0.95
Presence of symptomatic ICH during follow-up, n (%) 17 (53.1%) 15 (68.2%) 6 (66.7%) 0.98
Presence of high blood pressure, n (%) 19 (59.3%) 10 (45.4%) 7 (77.8%) 0.23
Magnetic-susceptibility weighted sequence

- T2* 22 15 6 0.99

- SWAN/ SWI 10 7 3
Number of ICH, mean (SD) 09+1.0 1.2+1.1 1.7+£1.6 0.37
Lobar microbleeds, mean (SD) 654+131.8 68.7+76.1 17.84-24.2 0.54
Ratio Post-Rolandic / Pre-Rolandic, mean (SD) 29427 58+11.5 1.6+0.7 0.76
CSS (number of affected sulci), total (median) 85+124 494+6.5 2.7+44 0.33
Disseminated CSS 14 (43.7%) 8 (36.3%) 3 (33.3%) 0.78
Hippocampal Atrophy, Scheltens scale

—right 1.1+£1.1 1.5+0.9 1.2+1.1 0.52

— left 1.3+1.0 1.6+1.0 1.5+0.7 0.65
Leukopathy, Fazekas scale
mean (SD)
Anterior leukopathy 1.3£09 1.4+0.8 12+£12
Posterior leukopathy 1.6+1.1 19+1.0 1.5+13

CAA, cerebral amyloid angiopathy; y, years; SD, standard deviation; LP, lumbar puncture; MMSE, Mini-Mental
State Examination; IC, intracerebral hemorrhage; CSS, cerebral superficial siderosis; Tau, Tau protein; p-Tau,
phosphorylated Tau; AB4>, amyloid B1-42; AB49, amyloid B1-40. In order to compare the three groups, Kruskal

Wallis test and Fisher exact test were used

No correlation was found according to Pearson’s
coefficient between age at LP and AR4> (p=0.89),
AB4o level (p=0.16), Tau (p=0.31), or p-Tau
level (p=0.32). Thirty-two probable CAA patients
(50.8%) presented a decreased CSF A4, level asso-
ciated with elevated p-Tau and/or Tau level (Table 2).
This pattern was defined as similar to AD. Twenty-
two patients (34.9%) showed isolated decreased CSF
ARy levels and 9 (14.3%) patients showed CSF AB42
levels in normal ranges. Despite this normal profile,
the Boston diagnostic criteria of probable CAA were
still fulfilled (Fig. 1). Among those 9 patients, 6 had
completely normal profiles with CSF Tau and p-Tau
in normal ranges and three showed moderately ele-
vated p-Tau values (59, 68, and 69 pg/mL).

Overall, we defined three CSF profiles in prob-
able CAA patients: A) similar to AD; B) isolated
decreased AP4> level; and C) normal ARg4y levels

Fig. 1. Representative imaging of probable CAA patients with
normal CSF biomarker profile.
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Fig. 2. CSF biomarkers according to the 3 CSF profiles in probable CAA patients.

Table 3
Levels of AD biomarkers according to the CSF profile of probable CAA patients
CAA with profile CAA with isolated CAA with
similar to AD decreased AB42 normal AB42
(n=32) level (n=22) profile (n=9)
AB42 (pg/ml), mean (SD) 419.6 £+ 80.1 404.2+83.6 951.1+£232.3
AB4o (pg/ml), mean (SD) 9087.6 £3025.7 7626.5 +£2447.7 13239.9£7434.9
Tau protein (pg/ml), mean (SD) 485.1 +80.1 267.5+£53.5 489.9+7154
pTau protein (pg/ml), mean (SD) 77.8+£20.6 43.4+10.1 44.6 +18.1

CAA, cerebral amyloid angiopathy; SD, standard deviation; Tau, Tau protein; p-Tau, phosphorylated Tau; AB42,

amyloid B1-42; AB40, amyloid 31-40.

with or without increased Tau or p-Tau (Fig. 2).
No difference was found regarding the AP4p level
between the profile A and B (p=0.10). However,
higher CSF AB4¢ level was found in profile C com-
pared to other profiles (p=0.04) (Table 3). These
profiles did not differ in terms of clinical character-
istics, age of onset, time from onset to LP. Notably,
probable CAA patients with a CSF profile similar to
AD did not show lower MMSE at LP (p=0.36) or
prominent cognitive profile (p =0.95) compared to
other profiles. No difference was found in terms of
number of ICH, MBs, or presence of CSS on MRI.

Comparison with 27 AD cohort

The mean follow-up duration of AD patients was
9.7 £+ 3.6 years with a mean age of onset of 60.0 5.7

years old (Table 1). Reflecting the French guidelines
for performing LP only in AD in cases with an age
of onset before 66 years [33, 34] the group of AD
patients was younger than the probable CAA patients
(60 versus 71.0, p<0.001). Probable CAA patients
underwent LP more quickly after their first symptoms
and were followed in our centers for a shorter period
of time. AD patients seemed to present a more altered
cognition with a lower average MMSE score at LP
(20.1 £5.8 versus 23.9 £ 5.6 in CAA, p=0.008)
Compared to AD, probable CAA patients pre-
sented with lower CSF Af49 levels (mean 9171.9 £
4146.2 versus 12588 +5016.2, adjusted p=0.001)
and higher AB42/40 ratios (mean 0.060 £ 0.027 ver-
sus 0.040£0.02, adjusted p=0.001) but did not
show significant difference regarding CSF A4
level (mean 490.2 versus 350.7, adjusted p=0.067)
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Fig. 3. Scatterplots illustrating CSF biomarkers in probable CAA and AD. A) CSF level of Tau. B) CSF level of p-Tau protein. C) CSF level
of AB4z. D) CSF level of AB49. E) Ratio of AB42 to AB4o. Wilcoxon Mann Whitney test was used with adjustment for age at LP, sex, and

time from onset to LP.

(Fig. 3). Tau and p-Tau levels were lower in probable
CAA patients compared to AD (409.7 versus 661.9;
adjusted p=0.008 and 61.1 versus 92.9, adjusted
p =0.004 respectively).

More, ROC analysis for differentiation of CAA
from AD is presented in Fig. 5 and yielded the fol-
lowing results or sensitivity (Se), specificity (Sp), and
area under the curves (AUC) for AB4> (Se: 48.7%;
Sp:75.8%; AUC: 0.62), AB4g (Se: 59.8%; Sp: 84.7%;
AUC: 0.72), t-tau (Se: 53.3%; Sp:82.1%; AUC: 0.67),
and p-tau (Se: 55.6%; Sp: 82.5%; AUC: 0.69).

Correlation between CSF biomarkers and
neuroimaging

We showed no clear correlation between CSF A342
or AB4p levels and MBs number or CSS dissemina-
tion in probable CA A patients according to Spearman
correlation, regardless of the sequence type used for
analysis (Fig. 4). No difference was found between
patients with focal CSS (n=9), disseminated CSS
(n=25) and patient without CSS (n=29) regarding
AB42, AB4o, Tau, or p-Tau levels (Table 4).

Sensitivity and specificity of CSF AD biomarkers
in probable CAA compared to controls

ROC analysis for optimal differentiation of CAA
from controls yielded the following results for

sensitivity (Se), specificity (Sp), and area under the
curves (AUC) for AR4> (Se: 65.5%; Sp: 92.4%; AUC:
0.79), AB4o (Se: 50.6%; Sp: 87.4%; AUC: 0.69), t-
tau (Se: 43.1%; Sp: 77.1%; AUC: 0.60), and p-tau
(Se: 43.5%; Sp: 76.0%; AUC: 0.56) (Fig. 6).

DISCUSSION

This study describes the CSF biomarkers profile
and neuroimaging pattern of a 63 probable CAA
patient cohort providing detailed comparison with
27 AD patients. Following the CSF biomarker quan-
tifications, three distinct profiles were encountered:
patients with CSF profile similar to AD patients
including elevated Tau and pTau levels (50.8%),
patients with isolated decreased AR4> level (34.9%)
and patients with normal AB4; level (14.3%). While
AB4p level was not modified in AD, this biomarker
was significantly altered in CAA.

CSF biomarkers are being widely used in AD diag-
nosis in clinical practice and several authors raised
the question of their relevance in CAA diagnosis
assessment in addition to brain imaging [7]. In the
present study, more than 85% of the cohort showed
an altered CSF biomarker profile, supporting their
potential contribution to the CAA diagnostic process
even though caution must be taken given the lack
of neuropathological confirmation. Despite a known
overlap between AD and CAA, we confirmed that
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on correlation between neuroimaging and CSF biomarkers. Correlations were analyzed according to Spearman’s coefficient.

CSF profile seemed differentially associated with
the underlying pathology. Overall, probable CAA
patients presented with a significant lower A4, tau,
and p-Tau levels but close AB4; levels compared to
AD patients, which is consistent with AB43, but not
APB40, being predominantly present in parenchymal
amyloid depositions of patients with AD. In CAA,
A4 is the major isoform accumulating in cerebral
vessels and increasing over the disease progression
[35]. The exact same CSF pattern was reported in
CAA in a recent meta-analysis gathering three stud-
ies with a total of 59 CAA patients compared to
94 healthy controls and 159 AD patients [9]. We
here confirmed with a substantial sample size and
ROC analyses, larger than previous studies [21] that
A4 may be helpful to differentiate CAA from AD.
Moreover, our ROC analyses compared to controls
underlined the relevance of both CSF A4, and AB4o
levels to diagnose CAA.

Three different CSF profiles were described among
our probable CAA series. The prominent profile
was similar to AD (50.8%) suggesting a distinct
CAA AD-related sub-group. Indeed, CSF tau lev-
els are known to correlate with the rate of axonal
degeneration, while p-Tau is more specific of neu-
rofibrillary tangles in AD [36]. In CAA, an elevated
Tau could be the result of neuronal loss from another
mechanism such as leukopathy or the presence of
microbleeds. Nevertheless, the absence of significant
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Fig. 5. ROC curve analyses comparing CAA versus AD. Se, sen-
sitivity; Sp, Specificity; AUC, Area under the curve.

difference in terms of cerebral imaging according to
the CSF profile in probable CAA does not support this
hypothesis. The altered Tau and p-Tau dosages rather
suggest the coexistence of AD in this sub-group of
CAA patients. Indeed, AD and CAA share common
pathogenic pathways beginning with genetic factors
as the APOE genotypes as well as the role of APP
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Levels of AD biomarkers stratified for presence and extent of CSS

Patients without Patients with Patients with p
CSS (n=29) focal CSS (n=9) disseminated CSS
(n=25)
AB42 (pg/ml), mean (SD) 526.8 +255.6 398.2+91.9 480.8 +203.8 0.76
AB4o (pg/ml), mean (SD) 9991.5 £5229.0 10336.4 £2738.9 7848.6 + 2553 0.10
Tau protein (pg/ml), mean (SD) 441.9+423.4 400.2+163.6 376.0£167.1 0.90
pTau protein (pg/ml), mean (SD) 59.1+£253 61.2+24.5 63.44+23.5 0.62

CSS, cerebral superficial siderosis; Tau, Tau protein; p-Tau, phosphorylated Tau; AB42, amyloid B1-42; AB4p, amyloid $1-40.
In order to compare each biomarker in the three groups of patients, a Kruskal Wallis test was used.
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Fig. 6. ROC curve analyses comparing CAA versus controls. Se,
sensitivity; Sp, Specificity; AUC, Area under the curve.

mutations and duplications in autosomal dominant
forms [1]. The expected rates of co-pathologies are
quite high and increase with aging [1]. Based on 3,976
autopsied subjects, CCA was present in 52-98% of
subjects with high AD neuropathologic changes [37].
However, there was no over-representation of cog-
nitive decline in patients with CSF profile similar
to AD compared to other probable CAA patients at
onset or during the follow-up. In CAA, cognition is
affected through multiple mechanisms such as AD-
related pathophysiology but also through alterations
of the microvascularisation. A recent study showed
that CAA pathology is an independent contributor
to dementia, over and above AD pathology [38].
Nevertheless, this CAA AD-related subtype might
warrant further cognitive monitoring during long-
term follow-up.

The second group of CSF profile was the iso-
lated low-ARB4, level (34.9%), without tau or pTau

altered dosages. This could be related to vascular
AP deposits arising from blood vessel dysfunction
(notably smooth muscle cells) without AD-related
neuritic plaques or neurofibrillary lesions [39].
Indeed, histopathologically, AR deposition has been
classified as CAA type I or II according to the pres-
ence of capillary involvement but also association
or not with neuritic plaques and severe AD pathol-
ogy [40-42]. We may hypothesize that the CAA
type 1 (with neuritic plaques) is more prominent in
the first group with a CSF profile similar to AD,
whereas the CAA type II could be more frequent
in the second group of CSF profile with isolated
low-AB4> level. Further studies with histological
examination are needed to establish this suggested
link. Such isolated low-A4; sub-group may reflect
a pure vascular model of CAA without AD-related
parenchymal AR deposition. In patients carrying an
Italian APP mutation for instance, neuropathology
showed no neurofibrillary tangles but only amyloid
depositions [43].

A last minor CSF pattern was identified through
our cohort with 9 patients (14.3%) showing normal
range of AB4; level. No correlation with phenotype
was found as they did not differ in terms of age
of onset, delay from onset to LP or clinical pre-
sentation. Great caution should be taken while no
histological data was available for those 9 patients.
However, they all met the Boston criteria for prob-
able CAA and showed marked lobar hemorrhagic
signs on their MRI. Careful attention has been
paid to any potential differential diagnosis in those
cases but even after follow-up, the final probable
CAA diagnosis remained. One possible hypothesis
to explain that normal profile could be the precocity
of the CSF AD biomarkers analysis, at onset of the
CAA course. Nevertheless, in AD and in mutation
carriers with hereditary cerebral hemorrhage with
amyloidosis—Dutch type, the changes from normal
to abnormal levels of CSF biomarkers most likely
occur during the preclinical asymptomatic phase of
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the disease, up to 20 years before onset [44—46]. We
could also argue a lack of specificity of the immunoas-
say technology targeting AB4 applied in a disease
with preferential deposition of AP49. Several other
biomarkers such as soluble ABPPa, soluble ABPPS
or TREM2 are currently studied in CAA [47] and
could be interesting to analyze in those patients with
normal CSF profile.

No significant correlation between CSF and the
number of MBs or extent of CSS on MRI was
found. Nevertheless, further investigation of corre-
lation between CSF biomarkers and the volume of
microhemorrhages instead of MBs number would be
interesting. In arecent large study including 80 proba-
ble CAA patients focused on correlation with cerebral
imaging [17], the authors reported a significant lower
A4z level in CSF of patients with CSS compared to
those without but they did not detect differences in
tau, p-tau or AP49 levels. The underlying mechanism
of this presumed association between CSS and AB42
CSF level remains to be elucidated.

Limitations in this study include the retrospective
character and the absence of pathologically proven
CAA case, notably among patients with normal AR4>
level and the use of different MRI blood-sensitive
sequences that may have had an impact on the number
of CMB and potentially the extent of CSS. Further-
more, given the absence of strictly healthy controls,
we used patients with other conditions, however not
interfering with CSF biomarkers quantification to
build the ROC curves. Strengths include the sub-
stantial sample size of probable CAA cohort with
CSF, clinical and neuroimaging data, the multicenter
design but standardized CSF analysis as well as the
central double reading of the MRI. In the absence
of current guidelines for CSF biomarker analysis
regarding CAA, a selection bias in the CAA group
could be argued. Nevertheless, LP was performed as
a mandatory complementary examination in case of
early-onset CAA or AD for both centers, to explore
potential differential diagnoses thus, limiting the risk
of selection bias.

According to this study, AD CSF biomarkers may
add strength to refine CAA diagnosis complementary
to the Boston radiological criteria with an altered pro-
file in more than 85% of the probable CAA patients
but further studies with neuropathological confirma-
tion are needed. In this large probable CAA cohort,
the prominent CSF profile was similar to AD fol-
lowed by isolated decrease in AB4 level, suggesting
heterogenous brain injuries and A3 deposition mech-
anisms. Among all CSF biomarkers, both AB49 and

AB42 could be the most relevant candidates to help
CAA diagnosis.
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8.2. Apport de la tomodensitométrie (TDM) en urgence

Cette méme question de la précision diagnostique se pose également dans des
circonstances d'urgence.

En effet, 'AAC se manifeste avant tout par des hématomes cérébraux lobaires de
survenue spontanée et les questions diagnostiques et thérapeutiques sont soulevées
chez des patients pris en charge en urgence. Bien qu’il n'y ait pas de traitement
spécifique de I’AAC, la distinction d’'une AAC probable des autres causes d’hématomes
cérébraux pourrait avoir un impact important sur la prise en charge des patients, et
notamment sur la décision d’évacuation chirurgicale et leur pronostic. L’IRM est
nécessaire pour évaluer si les criteres diagnostiques de Boston sont remplis mais,
malheureusement, n’est pas toujours disponible dans un contexte d’'urgence. De plus, il a
été montré que 75% des déces liés aux hématomes cérébraux avait lieu dans des pays
émergents (403). L'IRM n’y est pas toujours possible.

Des criteres diagnostiques d’AAC probable basés sur le scanner cérébral sans injection
ont été développés en 2018: les criteres d’Edimbourg (137) (Figure 19). L’étude
princeps s’est basée sur des autopsies de patients décédés d’'un hématome lobaire. Ces
criteres comprennent deux items radiologiques: l'extension en « doigt de gant» de
I’'hématome et I'association a une hémorragie sous-arachnoidienne mais également un
critere génétique : le génotype APOE 4. Ceci reflete une prise en compte de plus en plus
importante de la composante génétique de ’AAC, mais néanmoins, ne semble pas

réalisable en pratique courante d’urgence.
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Figure 19 - Criteres d’Edimbourg avec TDM représentatifs (Extrait de Rodrigues et al -
Lancet Neurology - 2018 (137)
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Il nous semblait important de réaliser une validation externe de ces critéres en excluant
le génotype APOE. De méme, la confirmation diagnostique anatomopathologique (a
partir d’'une biopsie par exemple) n’est pratiqué que rarement et nous avons ainsi utilisé
comme « gold standard » dans cette étude diagnostique, les criteres révisés de Boston
basés sur I'IRM cérébrale.

Nous avons inclus 102 patients se présentant en urgence au CHU de Rouen pour
hématome lobaire spontané, apres exclusion des hématomes profonds, cérébelleux et
des contextes traumatiques et, pour qui les données de TDM sans injection et [RM
réalisée au décours étaient disponibles. Une double lecture radiologique des TDM sans
injection, indépendante et en aveugle du diagnostic final a été réalisée. Au final, une AAC
probable a été retenue pour 36 patients et une autre cause d’hématome (HTA,
malformation vasculaire..) a été retenue pour 46 patients. Le diagnostic final est resté
indéterminé pour 20 patients, qui ont donc été exclus des analyses primaires.

Nous avons en premier lieu pu fournir une confirmation externe solide des criteres
radiologiques d'Edimbourg sans le génotype APOE et ces derniers sont directement
applicables dans les situations aigués d'hématome lobaire spontané. Les deux criteres
radiologiques d'Edimbourg, a savoir les projections en doigt de gant et 1'extension sous-
arachnoidienne associée a I'hématome, ont montré une grande capacité a distinguer

I'AAC des autres causes d'hématomes avec une aire sous la courbe (AUC) de 0,76
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(IC95% : 0,660 a 0,859) sur la courbe ROC. La valeur prédictive positive était proche de
92%, signifiant une forte probabilité d’AAC en présence d’extension en « doigt de gant »
de 'hématome et d’association a une hémorragie sous-arachnoidienne. En revanche, en
absence de ces deux critéres, la valeur prédictive négative était moins forte (76%) et le
diagnostic d’AAC ne peut donc étre exclu.

Compte tenu de scores de reproductibilité inter-observateur tres variables dans I'étude
princeps de Rodrigues et al (137) mais également dans notre étude, nous avons en outre
proposé un nouveau modele diagnostique incluant les projections en doigt de gant,
I'extension sous-arachnoidienne associée et l'atteinte corticale de I'’hématome. Ce
modele a permis d’améliorer les performances diagnostiques avec une AUC de 0,82
(IC95% : 0,722 a 0,909). L'extension aux espaces sous-arachnoidiens et l'atteinte
corticale de 'hématome lié a I’AAC pourraient étre en lien avec les dépots vasculaires
d’Ap situés spécifiquement dans les vaisseaux corticaux et leptoméningés dans I'AAC,
entrainant une rupture dans l'espace sous-arachnoidien et wune localisation
parenchymateuse superficielle, comparativement a d‘autres causes d’hématome [24]. La
physiopathologie des projections en doigt de gant n'est pas entiéerement comprise : elle
pourrait étre secondaire a des troubles d'hémostase dues au dysfonctionnement
endothélial induit par I’AAC et/ou étre liées a une nouvelle expansion de I'hématome.

Ce modele proposant 3 marqueurs radiologiques sur le TDM sans injection pourrait étre
largement utilisé dans la pratique quotidienne future et guider les soins médicaux telle
que la décision d'une procédure chirurgicale.

Ce méme travail a été mené parallelement par une équipe allemande avec publication
au mois de mai 2022 (404), utilisant la méme méthodologie avec un effectif de 200
patients se présentant aux urgences avec hématome lobaire. Nos conclusions sont
similaires avec de bonnes performances diagnostiques des 2 items radiologiques (AUC =
0.74 selon Sembill et al (404)), une valeur prédictive positive forte également mais en
revanche une valeur prédictive négative insuffisante. Il s’agit donc ici d'une réelle aide
au diagnostic, avec une bonne reproductibilité entre deux études issues de centres

différents.
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Key points:

- We provided strong external confirmation of the radiological Edinburgh criteria, based on
the modified MRI Boston criteria for cerebral amyloid angiopathy diagnosis and without
taking into account the APOE genetic status. This model could be widely used in future daily

practice and is directly applicable in acute settings

- The two criteria, finger-like projections and subarachnoid extension showed high capability
to distinguish CAA from other causes of lobar hemorrhage with an AUC of 0.76

- A new prediction model integrating a third radiologic variable, the cortical involvement of

ICH, showed better diagnostic performances with an AUC reaching 0.80
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ABSTRACT:

Objective: Based on histopathology, Edinburgh diagnostic criteria were proposed to consider
a non-traumatic intra-cerebral lobar hemorrhage (ICH) as related to cerebral amyloid
angiopathy (CAA) using the initial CT scan and the APOE genetic status. We aimed to
externally validate the Edinburgh prediction model, excluding the APOE genotyping and
based on the modified Boston criteria on the MRI for CAA diagnosis

Methods: We included patients admitted for spontaneous lobar ICH in the emergency
department between 2016 and 2019 who underwent non—contrast CT scan and MRIL
According to the MRI, patients were classified in the CAA group or in the non-CAA group in
case of other cause of ICH. Two neuroradiologists, blinded to the final retained diagnosis,
rated every item studied in the Edinburgh study on initial CT scan

Results: 102 patients were included, of whom 36 classified in the CAA group, 46 in the non-
CAA causes group and 20 of undetermined cause (excluded from the primary analysis). The
Edinburgh prediction model, including finger-like projections and subarachnoid extension
showed an area under Receiver Operating Characteristic curve (AUC) of 0.760 (95% CI:
0.660 a 0.859) for the diagnosis of CAA. The AUC reached 0.808 (95% CI: 0.714 to 0.901) in
a new prediction model integrating a third radiologic variable: the ICH cortical involvement.
Conclusion: Using the Boston MRI criteria as a final assessment, we provided a new external
confirmation of the radiological Edinburgh CT criteria, which are directly applicable in acute
settings of spontaneous lobar ICH and further proposed an original 3-set model considering
finger-like projections, subarachnoid extension, and cortical involvement that may achieve a

high discrimination performance.






INTRODUCTION

Cerebral amyloid angiopathy (CAA) is characterized by deposition of beta-amyloid proteins
within cortical and leptomeningeal vessel walls. CAA is an important cause of intra-cerebral
hemorrhage (ICH), up to 74% in non-traumatic lobar ICH [1,2]. The identification of an
underlying CAA is an important question, upon admission to the emergency department (ED)
of a patient with spontaneous lobar hematoma and could influence the management and
prognosis of ICH [3,4]. Increased risk of rebleeding and higher morbidity and mortality rate
have been suggested in case of evacuation of ICH in suspected CAA [5,6]. Nevertheless,
indications for surgery of ICH in a precise context of CAA is poorly described in the recent
clinical trials on ICH (STICH I et II, MISTIE III) [7,8] and the question of surgery in CAA is
still a matter of debate.

Nowadays, in vivo diagnosis is mainly based on brain imaging showing lobar hematomas
(ICHs), microbleeds (CMBs) and cortical superficial siderosis (CSS) in blood-sensitive
sequences on MRI. These elements are constitutive of the core revised Boston criteria and
showed high specificity and sensitivity [9—11]. In the absence of histological evidence for
vascular amyloid deposits, CAA is considered probable or possible, according to the
hemorrhagic features on the MRI. Nevertheless, MRI is not always available in the
emergency setting of ICH and most patients undergo CT scan first. Using an imaging
modality that is available worldwide would be optimal, given that 75% of deaths from
haemorrhagic stroke now occur in middle and low-income countries [12].

A recent study has proposed diagnostic criteria to consider an ICH as related to CAA
compared to other causes, using the initial brain non-contrast CT (NCCT) scan and the
Apolipoprotein E (APOE) genetic status [13]. The authors identified as independently
associated with CAA (autopsy confirmed) subarachnoid hemorrhage, hemorrhage with finger-

like projections and APOE ¢ 4 genotype possession. They indeed included only patients who



died from their ICH and underwent research autopsy. Nevertheless, the APOE genotyping is
not available in the acute setting of patients admitted for ICH, while care procedures have to
be decided in a very short time. Rodrigues et al assessed the diagnostic test accuracy of a
simplified model using CT scans alone and highlighted a 100% specificity of the combination
of subarachnoid hemorrhage and finger-like projection. A recent study validated those criteria
in 55 Dutch-type hereditary CAA, a rare genetic form of CAA [14] and another one applied
them in sporadic CAA [15].

Given the high impact expected using those criteria in routine practice, the primary objective
of this study was to perform an external validation of the Edinburgh diagnostic prediction
model, precluding the APOE genotyping, in a cohort study using the well-known modified
Boston criteria on MRI as a gold standard for the diagnosis of CAA. Secondary objectives
included the assessment of the diagnostic accuracy of the rule out and rule in Edinburgh
criteria and we looked if a modified prediction model could improve its diagnostic

performance.



METHODS:

Study design and participants:

A monocenter retrospective study was conducted between 2016 and 2019. All consecutive
adult patients admitted for lobar ICH in the emergency department who underwent non—
contrast CT (NCCT) and contrast CT scan and MRI were assessed. We excluded patients with
ICH secondary to obvious non-CAA causes as head trauma, macrovascular or structural
causes already identifiable on NCCT scan (n= 212). ICHs of deep or cerebellar topography
were also excluded (n=95) See. Flow Chart (Fig.1). We collected demographics, medical
history, and ongoing treatment at diagnosis and during follow-up by a careful review of the
medical charts.

Ethics board approval was obtained from the Local Ethical Comity for non-interventional

research (N° 2020-26).

Radiological interpretation:

Two neuroradiologists independently performed a blinded review of every NCCT scan
available on the same Advantage Windows 4.6 (GE Healthcare, USA) console. They strictly
assessed the same ICH-related items than Rodrigues et al [13]: side and location of ICH, intra
ventricular extension, any associated subarachnoid hemorrhage (adjacent or not to the
hematoma), subdural extension, extension in deep territories, finger-like projection (elongated
extensions arising from the hematoma, regardless of whether they extended to the cortex or
not), midline shift and cortical involvement. They also rated, as indicated by Rodrigues et al,
the presence of other vascular lesions, white matter hyper intensities (WMH) and cortical
atrophy. According to Rodrigues et al, after precluding the APOE genotyping, we used the
two predictor variables highlighted in their study: Associated subarachnoid hemorrhage and

finger-like projections. We used the initial ratings done by the first neuroradiologist for



primary analyses but the inter-rater agreement is available for each item in Supplemental

Table S1 and showed similar kappa coefficient with Rodrigues et al.

Final diagnosis:

The final ICH diagnoses were established by both neuroradiologist and neurologist after
careful review of medical charts, follow-up data and MRI analysis, independently from CT
scan analysis. For each patient, the most recent MRI was analyzed in case of long-term
follow-up with several MRIs available. MRI imaging protocols are detailed in table S2.
Patients were classified in the CAA group if they fulfilled the modified Boston criteria for
probable CAA on the follow-up MRI without any other cause identified over the follow-up
duration. Patients were classified “non-CAA causes” if a clear underlying mechanism of ICH
was identified, without any lobar microbleed or cortical superficial siderosis on the follow-up
MRI. The remaining patients were gathered in the group “Undetermined” if they fulfilled the
modified Boston criteria for possible CAA only i.e the ICH only with no other hemorrhagic
lesion on follow-up MRI or in case of too short follow-up duration to conclude and were

excluded from the primary analysis.

Statistical analyses:

The Edinburgh prediction model without APOE ¢ 4 component was retrieved from

Rodrigues et al [13] supplementary materials: The risk formula was —1.24 + 1.71 x
(subarachnoid hemorrhage) + 2.89 x (finger-like projections) yielding the logit of the
predicted probability of CAA. The discrimination of scores was estimated by area under
receiver operating curves (AUC) for CAA diagnosis while calibration was assessed in
predicted-observed probabilities plots. The 95% confidence intervals of proportions were

estimated by the Clopper-Pearson method. The calibration flaw was compared to zero by a
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likelihood ratio test comparing two nested logistic regressions. Proportions were compared by
Fisher’s exact tests and means were compared by Student’s t tests. We used the linear-
weighted Cohen’s k coefficient in order to assess the inter-rater agreement of CT features. No
multiple testing procedures were applied. The statistical significance threshold was set at 5%.

All analyses were conducted with R statistical software (version 3.6.2).
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RESULTS:

ICH patients

We included 102 patients who underwent at least one brain MRI after their NCCT scan, with
a mean time from CT to last MRI of 14.4 months +/- 25.3. Two patients underwent MRI
before their ICH: One with signs of CAA that already met the modified Boston criteria for
probable CAA and another who presented aneurysmal ICH with no signs of CAA on anterior
MRI. 39 patients were excluded because they did not undergo MRI (Fig.1). Patients without
MRI were older and had much larger hematomas (mean (SD): 70.7 (57.1) vs 28.3 (26.6) cc)
and more frequent intra-ventricular hemorrhage (74.4% vs 31.4%) and subarachnoid
extension (92.3% vs 47.1%). (Table S3)

Out of the 102 patients included, 36 (35.3%) met the Boston criteria for probable CAA and
were consequently classified in the CAA group, 20 (19.6%) were classified in the
“Undetermined” group and 46 (45.1%) in the well identified “Non-CAA causes” group.
Among those 46 non-CAA causes, ICHs were due to arterio-venous malformation in 5
patients and others vascular causes in 5 patients (including cavernomatosis, dural fistula and
cerebral aneurysms), intra cerebral tumor in 9 patients, auto immune or infectious vasculiitis
or rupture of mycotic aneurysm in 7 patients, chronic hypertension in 6 patients, hemorrhagic
transformation of ischemic stroke in 3 patients, reversible cerebral vasoconstriction syndrome
in two patients, venous thrombosis in two patients and finally, medication and systemic
disease coagulopathy in 7 patients.

Among the 20 patients of the “undetermined” group, four patients died quickly after their ICH
and three were quickly lost to follow-up, precluding a final diagnosis as defined before. Of
the 13 remaining patients, no final diagnosis was retained after a median (IQR) follow-up of
9.4 (5.3 to 13.5) months. They were mostly young patients without any personal or familial

history and underwent an exhaustive etiologic assessment of their ICH including genetic
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screening, follow-up MRIs, and cerebral arteriography. Given the high heterogeneity of the
“Undetermined” group and the fact that it may contain both CAA and non-CAA patients, they
were excluded from all statistical analyses but sensitivity analyses

Baseline characteristics are presented on table 1. The CAA patients were older (mean (SD)
73.8 (10.4) versus 62.0 (14.5) years old, p<0.0001) than non-CAA group. None of the non-
CAA patients had a known history of previous ICH. The death rate in hospital after ICH did

not significantly differ between groups (22.2% vs 13.0%, p=0.38).

Comparison of our cohort to that of Rodrigues et al

When comparing our cohort with the primary study[13], we included younger patients
(median age 69 vs 82 years old) with less frequent hypertension before ICH (53% vs 68%)
and less frequent use of antiplatelet treatment (21% vs 53%) than Rodrigues et al [13] On
their CT, they had a smaller ICH (median volume of 18 vs 63 mL), less frequent subdural
haemorrhage (7% vs 19%), SAH (46% vs 69%) and less frequent intraventricular extension
(26% vs 50%). Regarding inter-rater agreement obtained from radiological assessment, we
found similar inter-observer Cohen’s Kappa coefficient as Rodrigues et al[13] (Table S1).
Several items showed low (<0.40) Kappa coefficient such as the presence of blood/fluid level
or the irregular border of ICH but most of them showed moderate inter-rater agreement,
including the subarachnoid extension (Kappa coefficient 0.57) and the finger-like projections

items (Kappa coefficient 0.45).

Radiological characteristics of ICH according to the final retained diagnosis (table 2)
Comparing to the non-CAA group, ICH associated with probable CAA showed significantly
more subarachnoid extensions (66.7% versus 30.4%, p= 0.002), finger-like projections

(38.9% versus 2.2%, p<0.0001) and reached cortex more frequently (77.8% versus 23.9%,
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p<0.0001). Volumes of ICH and topography were similar. Of note, the “Finger-like
projections” feature was highly specific, with only one non-CAA patient, suffering from
vasculitis, who presented with such projections on initial NCCT scan. The “Strictly lobar”
feature appeared to be neither sensitive nor specific, implying respectively 58.3% of CAA
related-ICH and 56.5% of ICH due to non-CAA causes. Finally, CAA patients displayed

marked WMH score and cortical atrophy scores compared to non-CAA patients.

Primary Analysis: External validation of the radiologic Edinburgh prediction model

The ROC curve of Rodrigues et al two-items prediction model, excluding APOE genotyping,
is presented in figure 2, panel A with AUC of 0.760 (95%CI: 0.660 to 0.859). The observed
probabilities were not significantly different from the predicted risk (p=0.47, panel B);
therefore, there was no evidence of a calibration flaw. In the primary analysis, patients of the
undetermined group (n=20) were excluded. In a second step, we performed sensitivity
analyses in which they were included in the non-CAA group then in the CAA group (see

bellow).

Secondary Analysis: Diagnostic accuracy of the rule-in/rule-out Edinburgh criteria

Among ICH due to non-CAA causes, 32 (70%) displayed none of those radiologic features
(Specificity of the Edinburgh “rule-out” criterion) and only one (2%) showed both whereas 12
(33%) of CAA related-ICH fulfilled both criteria (Sensitivity of Edinburgh “rule-in” criterion,
Table 3). The predictive negative value of the “rule-out” criterion was 76% (95% CI: 61% to
88%) while the predictive positive value of the “rule-in” criterion was 92% (95% CI: 64% to
100%). Sensitivity, specificity, positive and negative predictive values of each radiologic

Edinburgh criteria items are presented in Table 4.
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Sensitivity Analyses: imputation of the undetermined CAA status

In a second step, we performed sensitivity analyses in which they were included in the non-
CAA group then in the CAA group. The area under ROC curve was estimated at 0.713 (95%
CL: 0.612 to 0.814) and there was a significant calibration flaw (p=0.02) with an
overestimation of the probability of CAA for the four predicted probabilities of the Rodrigues
et al prediction model (Figure S1 in the Online Supplemental Data). When moving patients of
the undetermined group in the CAA group, the area under ROC curve was estimated 0.722
(95% CI: 0.634 to 0.810) with no significant calibration flaw (p=0.19). The positive
predictive value of finger-like projections and subarachnoid hemorrhage together (“rule in”
criteria) was 12/17 (70.6%) when classifying them with non-CAA patients and 16/17 (94.1%)

when classifying them with CAA patients

We then suggested in a post hoc analysis an improvement of the diagnostic prediction model:
Post hoc analysis: improvement of the diagnostic prediction model

Trying to enhance this prediction model based only on ICH radiologic features, we first built
a model integrating all significant criteria at threshold p <0.10 in Rodrigues et al (i.e
subarachnoid hemorrhage, finger-like projections but also cortical involvement and strictly
lobar ICH) with all items having the same weight in order to avoid over fitting; predicted
probabilities were obtained from a logistic regression, assuming a logit-linear effect of the
score from 0 to 4 with a predicted probability of 1/(1+exp(2.14—1.07xscore)). The AUC did
not improve much compared to the previous prediction model (AUC = 0.793, 95% CI: 0.694
to 0.892) (Figure 3, panel A,B). The combination of all 4 items had 100% (4/4) positive
predictive value and the combination of 3 or more items had 79% (22/28) positive predictive
value (Table 5). Three CAA-related ICH did not fulfill any of those 4 criteria.

Finally, given the poor sensitivity and specificity of the “Strictly lobar ICH” feature in our
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cohort, we performed a post-hoc analysis with a 3 items logistic prediction model:
Subarachnoid hemorrhage, finger-like projections and cortical involvement with coefficients
estimated by a logistic regression on our sample. The second model was developed as the
prediction of a logistic regression fitted by the four variables of the second model minus the
“strictly lobar ICH” variable. The training and validation sets were the same (complete
sample) for this model, leading to overfitting; thanks to Monte Carlo simulations, the
overfitting bias of the area under ROC curve was estimated and subtracted from the point
estimate and 95% confidence interval bounds. After correction of the overfitting, the ROC
curve was estimated with an AUC of 0.808 (95% CI: 0.714 to 0.901) (Figure 3, Panel C,D).
Only one non-CAA patient fulfilled all criteria whereas 35 (76.1%) of them had a predicted

probability less than 25% (Table 6).
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DISCUSSION:

The primary goal of this study was to assess the performance of the prediction model
previously developed by Rodrigues et al for diagnosis of lobar CAA-related ICH following a
more pragmatic approach. Herein, based on our data, finger-like projections and subarachnoid
extension on initial NCCT scan seem to have a good capacity to distinguish CAA from other
causes of ICH with an AUC 0.76 (95%CI: 0.660 a 0.859) and high rule-in specificity. We
assessed final CAA diagnosis based on the well-known modified Boston criteria [9] which are
widely applicable in everyday clinical practice compared to histopathological confirmation.
Indeed, they showed good sensitivity and specificity over the last decade [16] although based
on cerebral MRI scans. We focused on radiological features only, without considering APOE
genotype, the third element of the Edinburgh criteria, which is typically not available in acute
setting for ICH patients. The early identification of underlying CAA both influences clinical
and surgical management and guides prognosis in ICH patients. Those simplified Edinburgh
CT criteria without APOE genotyping were also proposed in a recent monocenter study [15]
gathering 210 patients with lobar ICH highlighting the need for criteria that are more readily
available to clinicians in the care setting. Nevertheless, the interrater agreement of the CT
features reported in previous studies [13] [15] but also in our study is moderate. Therefore,
given the profound expected clinical implications of those criteria in routine practice when
MRI is not available (due to patient clinical conditions or machine availability), investigating
their diagnostic accuracy in different centers with distinct cohorts supports their validation
and use in clinical care. We here categorized the patients according to their final diagnosis
retained after a long-term follow-up, including radiological and clinical data in order to build
the ROC curves based on high reliability and took into account the undetermined and possible
CAA in sensitivity analyses Diagnosis discrimination for validation of MRI-based diagnosis

of probable CAA (AUC 0.74, 95% CI:0. 67-0.81)[15] was similar in our study (AUC 0.76,
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95%CI: 0.66- 0.86), in different settings, supporting the wide clinical use of those simplified
Edinburgh CT criteria.

Given the observed probability of CAA of 24% when no radiological criteria are present, we
cannot completely rule out CAA diagnosis in the absence of these criteria. As underlined by
van Etten et al in Dutch-type hereditary CAA[17], radiologic Edinburgh criteria may be more
relevant in case of larger hematomas and false negative cases may occur with smaller ICH.
Contrary to the rule-out criteria, the presence of the combination of subarachnoid extension
and finger-like projections with positive predictive value of 92% [64-100%] may allow
clinician to rule in probable CAA, as also suggested by Sembill et al[15] and Schwarz et
al[18]. Compared to the development study [13] we included younger patients with less pre-
ICH hypertension, smaller ICH volume, and less frequent IVH, SAH or subdural hemorrhage,
reflecting the feasibility of performing MRI in this patient group, with less severe neurologic
status. Interestingly, this current study showed a good external validation in young patients
with less severe ICH and better neurologic status, who consequently are more prone to benefit
from improved treatment options and consequently from faster diagnosis identification.

In our study, probable underlying CAA yielded an important frequency of 35.2% of lobar
ICH, regardless of the age of the patient, which is consistent with literature (34%)[19][20].
This great frequency of CAA in ICH highlights the importance of their timely identification.
Following our results, the presence of combined subarachnoid extension and finger-like
projections on CT scan may alert the neurosurgeon and impact on his decision of surgery.
Small series reported a risk of postoperative ICH in CAA patients [21][22] [23], suggesting
that the surgical decision might depend on the radiological diagnosis of CAA. The finger-like
feature alone showed high specificity in our study with only one non-CAA patient out of 46
fulfilling this criterion. Nevertheless, we cannot completely state on its discrimination

performance alone, as only two CAA patients presented with finger-like projections without
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subarachnoid extension in our study and none in Rodrigues et al.

To increase the efficiency of the modified criteria, we tried in a second-step a new prediction
model using 4 radiological features. This model did not improve much discrimination
performance with AUC of 0.79. This may be partially explained by the low diagnostic test
accuracy for strictly lobar item in our study. Moreover, this item previously showed a low
inter-observer Cohen’s Kappa coefficient (0-42 95% CI [0-28-0-56])[13]. We here confirmed
that this feature is not relevant in a new prediction model. We finally identified a new 3
variables model with subarachnoid extension, finger-like protrusions and cortical involvement
that reached better discrimination performance with AUC of 0.81. Further studies are needed
to externally confirm the performances of this model. Nevertheless, this model has several
advantages, by its acceptable reproducibility and reliance on variables that can easily be
measured. The inter-observer agreement for the cortex involvement was previously described
as high (0-80)[13] and this model is easily applicable and usable for radiologists,
neurosurgeons and neurologists.

Extension to subarachnoid spaces and cortex involvement in CAA-related ICH may be in
relation with the major deposition of beta amyloid in the media and adventice of the cortical
and leptomeningeal vessels, leading to a rupture into the subarachnoid space and superficial
parenchymal location in CAA patients[24]. Similarly, presence of subarachnoid hemorrhage
on MRI was recently identified as frequently associated with CAA-related ICH compared to
ICH of other causes [25]. In a recent meta-analysis, subarachnoid extension was a very
common feature of CAA-related ICH [26] but cortical location was only studied in three
articles [27] [28] [29].

Contrarily to subarachnoid extension and cortex involvement, the pathophysiology of finger-
like projections is not fully understood. It may reflect deficiencies in haemostasis due to

CAA-induced endothelial dysfunction and may be related to further hematoma expansion
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[30] [26] [31]. Such hematoma expansion has been recently correlated with severity
leukoaraiosis in cerebral small vessel disease [32]. CAA-related ICHs were indeed associated
with increased leukoaraiosis compared to other ICHs in our study.

Given the issues related to MRI access in many ER or feasibility due to potential critical
condition of ICH patients, the early identification of the cause of ICH by CT scan paves the
way for better early management of patients. This was actually replicated recently for
identification of arterio-venous malformation with excellent performance [33]. Setting an
alternative to MRI, those CT-scan based criteria allow a step-by-step medical care upon
patient admission and reflect ICH clinical severity [34] but do not prevent from performing
MRI for diagnosis confirmation, especially in the absence of finger-like projections or
subarachnoid extension on CT.

This study has some limitations, such as the small sample size. We excluded patients who
died from their ICH before MRI performance, leading to a lower early mortality rate (17.1%)
than the literature (approximately 40%) [35][19] and explaining why the ICH volume was
much lower for patients with MRI than patients without MRI. As the 3-months fatality rate is
dependent on the etiology of the ICH[20], this may lead to a differential selection bias but
nevertheless represents a relative small number of patients (n=39). The lack of
histopathological CAA confirmation precludes the exclusion of mild CAA lesions in ICH of
undetermined or non-CAA causes. Nevertheless, they did not meet criteria for probable CAA
on MRI. Given the high sensitivity of the modified Boston criteria, the probability of such
CAA lesions without any hemorrhagic signs on MRI seems limited. To limit this
misclassification bias, patients of the “undetermined” group were excluded of the primary
analysis. Finally, the Undetermined group without final diagnosis for ICH might reduce
effectiveness of the proposed criteria due to a lack of possible categorization, but such a group

is inevitable and represents the real-world setting.
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In conclusion, using the modified Boston MRI criteria, this study provides a new external
confirmation of the radiological Edinburgh CT criteria, which are directly applicable in acute
settings of spontaneous lobar ICH. We further suggested a 3-set model with finger-like
projections, subarachnoid extension and cortical involvement, which may achieve a higher
discrimination performance but requires an external validation. Further prospective studies

could measure their impact on surgical choices and patient long-term outcomes.
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Table 1. Baseline characteristics of patients, according to the final retained diagnosis of ICH

CAA group (n=36) Non-CAA causes (n=46) P value
Sex, male, n (%) 16 (44.4%) 25 (54.3%) 0.50
Age at ICH (y), mean + SD 73.8+10.4 62.0+ 14.5 <0.0001
High blood pressure, n (%)* 19 (52.8%) 24 (53.3%) >0.99
History of ICH, n (%)* 9 (25%) 0 0.0007
Antiplatelet use , n (%)* 8 (22.2%) 9 (20%) >0.99
Anticoagulation use , n (%)* 6 (16.7%) 8 (17.8%) >0.99
Cognitive decline before ICH, n (%)* 8 (22.2%) 7 (15.6%) 0.63
Follow-up duration median (IQR), 8.4(0.2;23.3) 0.20

5.4(0.2;13.4)
months
Decease due to the ICH, n (%) 8 (22.2%) 6 (13.0%) 0.38
New ICH during follow-up, n | 10 (0.24 evts/y/patient) | 3 (0.09 evts/y/patient) 0105+
(event/year/patient) .
Progressive cognitive decline during | 15 (0.36 evts/y/patient) | 6 (0.18 evts/y/patient) 016>

follow-up, n (event/year/patient)

* One missing datum in the non-CAA causes group (medical record not found) was excluded

from this description.

** P-value computed in a Poisson model with log(duration) of follow-up as offset

CAA and Non-CAA groups were compared by Fisher’s exact test for proportions, Student’s t
test for means, Mann-Whitney test for medians and Poisson regressions for incidences.

ICH: Intra cerebral hemorrhage; CAA: Cerebral Amyloid Angiopathy; y: years old; SD:
standard deviation, IQR: inter-quartile range
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Table 2. Radiological characteristics of ICHs on initial NCCT scan in the different groups

CAA group | Non-CAA causes (n=46) P value
(n=36)

Time from CT to last MRI (days), mean +/- SD 214.4 +/-365.0 136.9 +/-243.9 0.16
Time from symptoms to CT (hours), mean +/- SD | 3.13 +/- 8.46 3.34 +/-9.02 0.53
Multiples sites of ICH, n(%) 3 (8.3%) 5 (10.9%) >0.99
Topography of main ICH, n 0.65

- Occipital 2 (5.9%) 5 (12.5%)

- Temporal 6 (17.6%) 9 (22.5%)

- Parietal 13 (38.2%) 11 (27.5%)

- Frontal 13 (38.2%) 15 (37.5%)
Strictly lobar ICH, n(%) 21 (58.3%) 26 (56.5%) >0.99
Left side of ICH, n(%) 16 (44.4%) 24 (52.2%) 0.64
Intraventricular Hemorrhage, n(%) 12 (33.3%) 9 (19.6%) 0.25
Subarachnoid extension, n(%) 24 (66.7%) 14 (30.4%) 0.002

- Adjacent to the hematoma 23 12

- Distant from the hematoma 1 2
Subdural extension, n(%) 4 (11.1%) 2 (4.3%) 0.46
Midline Shift, n(%) 8 (22.2%) 20 (43.5%) 0.07
Presence of blood/fluid level, n(%) 5(13.9%) 3 (6.5%) 0.46
Irregular border of ICH, n(%) 25 (69.4%) 29 (63.0%) 0.71
Finger-like projections, n(%) 14 (38.9%) 1(2.2%) <0.0001
Cortex involvement, n(%) 28 (77.8%) 11 (23.9%) <0.0001
Variable density within ICH, n(%) 15 (41.7%) 27 (58.7%) 0.19
Dilute appearance of ICH, n(%) 6 (16.7%) 9 (19.6%) 0.97
Volume of ICH (cm’) , mean +/- SD 26.8 +/- 28.8 26.5+/-25.9 0.96
Associated vascular lesions, n(%) 17 (47.2%) 17 (37.0%) 0.48
Anterior WMH, mean +/- SD 0.69 +/- 0.67 0.37 +/- 0.57 0.02
Posterior WMH, mean +/- SD 0.97 +/- 0.70 0.46 +/- 0.65 0.0009
Deep Atrophy, mean +/- SD 0.86 +/- 0.54 0.45 +/- 0.59 0.002
Cortical Atrophy, mean +/- SD 0.92 +/- 0.37 0.70 +/- 0.51 0.03

ICH: Intra cerebral hemorrhage; NCCT scan: Non Contrast Computed Tomography; MRI:




20

Magnetic Resonance Imaging; WMH: White Matter Hyperintensities. SD: Standard
Deviation. IQR: Inter-quartile range.

Table 3. Dispersion of patients fulfilling the radiologic Edinburgh criteria in the different
groups and observed probabilities of CAA diagnosis.

Radiologic CAA group, | Non-CAA Predicted Observed probability
Edinburgh criteria n (%) causes, probability % [CI95%]
fulfilled n (%) (original
model)'*"
None 10 (28%) 32 (70%) 22% 24% [12%-39%]
SE 12 (33%) 13 (28%) 62% 48% [28%-69%]
FL 2 (6%) 0 (0%) 84% 100% [16%-100%]
FL+SE 12 (33%) 1 (2%) 97% 92% [64%-100%]

CAA : Cerebral Amyloid Angiopathy ; SE: Subarachnoid extension ; FL : Finger-like

projection

Table 4. Sensitivity, specificity, positive and negative predictive values at each possible
threshold of the Edinburgh prediction model.

Predicted Sensitivity Specificity Positive predictive Negative predictive value
probability % [CI95%)] % [C195%)] value % [C195%)]
threshold % [CI95%]
(Edinbrugh
criteria fullfilled)
>22% (None) 100% 0% 44% [33-55%] N/A
>62% (SE) 72% [55-86%] 70% [54-82%] 65% [48-79%] 24% [12-39%]
39% [23-57%] 98% [88-100%] 93% [68-100%] 33% [22-45%]
> 84% (FL)
=97% (FL+SE) | 33% [19-51%] 98% [88-100%] 92% [64-100%] 35% [24-47%]

SE: subarachnoid extension ; FL : finger like projection

Table 5. Performance of a new prediction model (first post hoc model), at all possible
thresholds, from 0 to 4, integrating all NCCT scan items associated with CAA with a P-value
below 0.10 in Rodrigues et al article (subarachnoid hemorrhage, finger-like projections,
cortical involvement and strictly lobar ICH).

Score CAA (%) Non-CAA Sensitivity Specificity Positive Negative

thresh causes (%) % [95% CI] % [95% CI] predictive value predictive value
old % [95% CI] % [95% CI]

>0 3 (8%) 12 (26%) 100% 0% 44% [33-55%)] 0/0

>1 5 (14%) 22 (48%) 92% [78-98%] 26% [14-41%)] 49% [37-62%)] 20% [4-48%]
>2 6 (17%) 6 (13%) 78% [61-90%)] 74% [59-86%)] 70% [53-83%)] 19% [9-34%]
>3 18 (50%) 6 (13%) 61% [43-77%] 87% [74-95%)] 79% [59-92%)] 26% [15-40%]
=4 4 (11%) 0 (0%) 11% [3-26%] 100% [92-100%] 100% [40-100%] | 41% [30-53%]

The new formula was 1x(finger like projections)+ 1x(subarachnoid extension)+1x(Cortex
involvement) + 1 X (Strictly lobar) with a predicted probability equal to




1/(1+exp(2.14—1.07%score))
NCCT scan: Non Contrast Computed Tomography; CAA: Cerebral Amyloid Angiopathy;
ICH: Intra-cerebral hemorrhage

Z/

Table 6. Diagnostic performance of new logistic regression model (second post hoc model),
integrating subarachnoid hemorrhage, finger-like projections and cortical involvement

Predicted CAA (%) | Non-CAA | Sensitivity Specificity Positive Negative
probability causes % [1C95%)] % [1C95%)] predictive value | predictive
threshold (%) % [1C95%] value
(criteria) % [1C95%]
>17% (None) 6(17%) | 28 (62%) | 100% 0% 44% [33-55%] | 0/0

>23% (SE) 2 (6%) 7 (16%) 83% [67-94%] 61% [45-75%] 62% [47-76%] 18% [7-35%)]
>53% (CI) 4(11%) | 4(9%) 78% [61-90%] | 76% [61-87%] | 72% [55-85%] | 19% [8-33%)]
>61% (SE) 10(28%) 5 (11%) 67% [49-81%)] 85% [71-94%)] 77% [59-90%] 24% [13-37%]
>91% (FL+CI) 2 (6%) 0 (0%) 39% [23-57%] 98% [88-100%] | 93% [68-100%] 33% [22-45%]
=94% 1233%) | 1(2%) 33%[19-51%] | 98% [88-100%] | 92% [64-100%] | 35% [24-47%]
(FL+SE+CI)

The new formula was -1.55+2.24%(finger like projections)+ 0.34%(subarachnoid
extension)+1.67x(Cortex involvement) with a predicted probability equal to 1/(1+exp(-score))
CAA : Cerebral Amyloid Angiopathy ; SE: Subarachnoid extension ; CI: Cortex

involvement ; FL : Finger-like projection

Figure 1. Flow diagram showing included and excluded patients throughout the study

448 patients > 18 years old
underwent CT scan with “ICH”
indicated in the radiological report

ICH of deep (n=77) or
cerebellar (n=18) topography

Traumatic origin, n=171

Structural cause already
identifiable on CT, n=41

141 patients with lobar ICH on CT
scan

Patients without available MRI, n = 39 ]

| 102 patients included

Figure 2. Receiver operating characteristic (ROC) curve (panel A) and calibration plot (panel
B) of observed frequency versus predicted probability of cerebral amyloid angiopathy (CAA)
for the external validation of the two-items (subarachnoid hemorrhage + finger-like
projection) radiologic Edinburg prediction model.
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Grey line indicates perfect calibration. Points represent the four different CAA risk groups
based on radiologic Edinburgh criteria. Error bars represents 95% confidence interval
according to the Clopper-Pearson method.

Figure 3. Discrimination (AUC) and calibration (predicted vs observed probability plot) of
the first post hoc model (panels A and B) based on Subarachnoid Extension (SE), Finger-like
extension (FL), Cortex Involvement (CI) and Strictly Lobar ICH (SL) equally weighted and
the second post hoc model (panels C and D) based on a logistic regression involving SE, FL
and CI but not SL.
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Table S1. Inter-observer agreement for computed tomography features

SV

Characteristic Frequency n(%) | Inter-observer In Rodrigues et al
(n=102) agreement (n=102)

Intraventricular Hemorrhage, n(%) 32 (31.3%) 0.83 0.73
Subarachnoid extension, n(%) 48 (47.0%) 0.57 0.71
Subdural extension, n(%) 13 (12.7%) 0.52 0.59
Midline Shift, n(%) 41 (40.2%) 0.59 0.61
Presence of blood/fluid level, n(%) 9 (8.8%) 0.37 0.27
Irregular border of ICH, n(%) 70 (68.6%) 0.23 0.13
Finger-like projections, n(%) 20 (19.6%) 0.45 0.60
Cortex involvement, n(%) 51 (50.0%) 0.45 0.80
Variable density within ICH, n(%) 53 (51.9%) 0.68

Dilute appearance of ICH, n(%) 18 (17.6%) 0.52 0.57

Agreement assessed with correlation coefficient. ICH = intracerebral haemorrhage. Cohen
suggested the Kappa result be interpreted as follows: values < 0 as indicating no agreement
and 0.01-0.20 as none to slight, 0.21-0.40 as fair, 0.41— 0.60 as moderate, 0.61-0.80 as
substantial, and 0.81—1.00 as almost perfect agreement.

Table S2: Detailed MRI protocols used in our cohort

Model/ AVANTO | AVANTO | DISCOVER | DISCOVER | SOLA/ SOLA/ AREA/ ACHIEV

Manufactur | / / Y/ GE/ Y/ GE/ SIEMEN | SIEMEN | SIEMEN | A/

er/ SIEMEN | SIEMEN | 3T 3T S/ S/ S/ PHILIPS/

Magnetic ?/ST ?/ST 1.5T 1.5T 1.5T 1.5T

field ' '

Sequence Axial SWI3D | Axial SWAN Axial SWI3D | Axial Axial
gradient gradient gradient gradient | gradient
echo T2 echo T2 echo T2 echo T2 | echo T2

Number of | 27 4 14 33 6 11 1 1

patients (n)

TR (ms) 945 49 725 454 983 49 858 854.95

TE (ms) 19.1 40 14.9 24.71 18.9 40 18 23.02

Flip angle 20 15 25 20 20 15 20 18

©)

Slice 4 2 3.5 2.2 3.5 2.1 4 5

thickness

(mm)

Space 4.4 4.5 1.1 4.2 4.4 6

between

slices (mm)

In-plane 0.45 x 0.45 x 0.51x0.51 | 047x047 | 0.45x 09x09 | 0.83x 09x0.9

voxel size 0.45 0.45 0.45 0.83

(mm)
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Table S3: Comparison between patients included versus patients who did not undergo brain
MRI and therefore excluded.

Patients included | Patients without MRI | p value
(n=102) and excluded
(n=39)
0

Sex, male, n (%) 53 (52.0%) 30 (76.9%) 0.008
Age at ICH (y), mean + 5D 66.7 = 15.4 742+ 16.2 0.03
High blood pressure, n (%) 54 (53.5%) 23 (59.0%) 0.51
Multiples sites of ICH, n (%) 8 (7.8%) 3 (7.7%) >0.99
Intraventricular Hemorrhage, n (%) 32 (31.4%) 29 (74.4%) <0.0001
Subarachnoid extension, n (%) 48 (47.1%) 36 (92.3%) <0.0001
Subdural extension, n (%) 13 (12.7%) 10 (25.6%) 0.08
Volume of ICH (cm’), mean +/- SD 28.3 +26.6 70.7+57.3 <0.0001

Mean =+ standard deviation, n (%) for qualitative data
ICH: Intra cerebral hemorrhage; MRI: Magnetic Resonance Imaging

Figure S1. ROC curves (panels A and C) and calibration chart (panels B and D) of sensitivity
analyses grouping the undetermined CAA group either with the non-CAA group (panels A
and B) or with the CAA group (panels C and D).
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9. RESULTATS PARTIE 3 : APPROCHES GENOMIQUES POUR
IDENTIFIER DE NOUVELLES CAUSES

A l'avenement des thérapies géniques, mieux comprendre les mécanismes génétiques
impliqués dans ’'AAC a A afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques semble
une étape primordiale. Compte tenu des échecs des traitements par immunothérapie
anti- AP visant a éliminer les plaques amyloides, cibler des mécanismes plus en amont
de la cascade amyloide pourraient étre une approche pertinente. Il n’y a, a I'heure
actuelle, que trés peu de traitements disponibles dans le cadre de microangiopathies
cérébrales mais certains traitements, basés sur les mécanismes génétiques impliqués
dans la pathologie, ont été développés, comme récemment dans l'amylose a
transthyrétine: Le patisiran est un petit acide ribonucléique entrainant dans le foie une
interférence par ARN réduisant la production de TTR et l'inotersen est un
oligonucléotide antisens inhibiteur de la TTR. Ces deux traitements ont obtenu ’'AMM en

France ces 5 derniéres années.

L’AAC a A est principalement d’allure sporadique chez le sujet agé mais peut également
survenir de facon bien plus précoce, dans des contextes familiaux ou non. Les
mécanismes physiopathologiques en jeu semblent variables, impliquant d'une part une
surproduction du peptide AP et d’autre part une diminution de sa clairance par perte
d’efficacité du drainage périvasculaire. Les mécanismes génétiques sous-jacents doivent

donc étre complexes et multiples.

A Theure actuelle, il n'y a pas de recommandation consensuelle internationale
concernant les analyses génétiques a effectuer dans le cadre d’'une AAC. En pratique
courante en France, une recherche des mutations ponctuelles du géne APP par
séquencage des exons 16 et 17 est souvent réalisée en cas de forme précoce (c’est-a-dire
d’age de début inférieur a 65ans) et/ou en cas de contexte familial évocateur. Une
recherche dédiée d’anomalie du nombre de copies du gene APP est réalisé le plus
souvent mais pas systématiquement. Certaines équipes suédoises ou britaniques ne
recommandent pas cette recherche par exemple chez des cas sporadiques, méme jeune
(405). Nous effectuons au laboratoire de génétique de Rouen, au titre du diagnostic, un
séquencgage des exons 16 et 17 d’APP, un dépistage d’anomalie du nombre de copies par

QMPSF mais également un génotypage de 'APOE en cas d’AAC probable ou certaine
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selon les criteres révisés de Boston (hormis leur critere d'age) et d’age de début
strictement inférieur a 66ans. Il s’agit d’'un recrutement national en cours depuis
plusieurs années. Aucune cause génétique n’est identifiée dans la majorité de ces cas
d’AAC précoce (pres de 95% des cas dans notre cohorte). Nous poursuivons alors les
analyses pour ces prélevements déja collectés au laboratoire dans un cadre de recherche

avec I'approbation du comité éthique du CHU de Rouen (CERDE E2021-92).

Nous faisons I'hypothése d'une part d'un mécanisme causal Mendélien pouvant
expliquer des cas de survenue tres précoce (seuil établi arbitrairement a 50ans d’age de
début) . En outre, de possibles facteurs de susceptibilité génétique, comme I'’APOE
peuvent également étre associés. Ces cas « extrémes » sont supposés plus riches en
variants a fort impact et il a été démontré qu’'une stratégie d’échantillonnage par
phénotypes extrémes était efficace pour réduire la taille de 1'échantillon nécessaire dans

des études cas/témoins par exemple pour détecter un variant associé rare.
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9.1. Anomalie du nombre de copies : Identification d’une triplication du géne
APP
En réalisant tout d’abord la recherche systématique d’anomalie du nombre de copie du
gene APP par QMPSF, nous avons identifié pour la premiere fois une triplication du gene
APP, englobant I'ensemble du gene, sans aucun autre géne avoisinnant, au sein d’'une
famille dont le proband présentait une MA précoce et son pére présentait un tableau
d’hématomes lobaires récurrents. En effet, quatre copies du gene de 1'APP (région de
506 kb située en 21q21.3) ont été identifiées initialement chez le proband par PCR
quantitative multiplex de courts fragments fluorescents avec affinement des bornes de
la triplication par la suite par CGH array (comparative genomic hybridization) et
confirmation d'un génotype 3 +1 par hybridation fluorescente in situ (FISH),
probablement hérité du pere compte tenu de la présence de deux copies APP chez la

mere saine et de I'histoire clinique.

Le proband a développé des troubles de mémoire épisodique séveres depuis 1'age de 39
ans, avec un profil de biomarqueurs du LCS typique de MA et de multiples microbleeds
lobaires dans les régions postérieures a 1'RM cérébrale. Son pere souffrait de crises
d’épilepsie et d'hémorragies lobaires récurrentes depuis 1'age de 37 ans, avec une
biopsie cérébrale montrant d'abondants dépots amyloides périvasculaires, conduisant
au diagnostic d’AAC a début précoce. L’hypothese était alors que ces 4 copies d’APP
entrainaient une surexpression du gene, reponsable de ce tableau extrémement sévere
et précoce. Pour le prouver, nous avons étudié I'expression du gene APP chez le proband
par RT-digital droplet PCR et I'avons comparé a 10 contrdles et 9 porteurs de
duplication d'APP. Cette analyse du niveau d'’ARNm d'APP a montré une augmentation
de 2 fois chez le proband et de 1,8 fois en moyenne chez les porteurs de la duplication
d'APP par rapport aux controles. De facon intéressante, 1'age d'apparition des
symptomes au sein de cette famille était un peu plus précoce que celui des cas
antérieurs de duplications (37 et 39 ans contre 39-65 ans). Le phénotype pourrait étre
plus précoce en cas de triplication comparativement aux duplications. Il y aurait en
quelque sorte « un effet-dose » avec une corrélation entre la gravité et I'augmentation du
dosage du gene puisqu’'un nombre de copies du gene APP plus élevé semble étre associé

a une phase symptomatique plus précoce.
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Dans ce case report, la triplication était associée a des présentations diverses,
notamment un trouble cognitif sévere chez le proband, une hémorragie intra-
parenchymateuse et des crises récurrentes chez son pere. On souligne ici la survenue
précoce, en dehors d’évenements hémorragiques, de crises d’épilepsie comme cela a été
démontré dans les duplications(255). Au vu des résultats d’étude d’expression, le
mécanisme ici semble, comme dans les duplications, étre une surproduction d’ A
consécutive a une surexpression du gene, dépassant les processus normaux
d'élimination cérébraux. Ceci conforte I'hypothese d'un rdéle probablement pro-

épileptogene des dépots d” AB.

Comme souligné précedemment, les anomalies du nombre de copies connues dans ’AAC
comportaient jusqu’a présent des duplications, de tailles tres différentes et responsables
de phénotypes tres divers. A ce jour, une seule duplication du gene APP seul, sans autre
geénes avoisinnants a été rapportée(252). Ce cas de triplication d’APP confirme que
I'augmentation du nombre de copies de I'APP suffit a elle seule a provoquer une MA
et/ou une AAC. Dans le domaine des maladies neurodégénératives, une telle variété du
nombre de copies d'un gene est connue par exemple pour le gene SNCA ou des
duplications mais aussi triplications ont été signalées chez des patients atteints de
maladie de Parkinson ou de maladie a corps de Lewy(406). Les mécanismes qui sous-
tendent l'instabilité génomique de la région APP restent méconnus et d'autres cas sont
nécessaires pour préciser si les points de cassure sont partagés, récurrents ou

nouveaux.

La force de l'étude réside dans le phénotypage précis et I'étude d’expression par
quantification de I'ARNm chez le proband. Nous préconisons d'envisager un dépistage
d’anomalie du nombre de copies d’APP devant toute forme précoce de MA ou d’AAC, et
particulierement quand la présentation initiale comporte des crises d’épilepsie. En effet,
les panels génétiques ou le whole exome sequencing n'ont pas toujours la capacité de
rechercher simultanément les variations du nombre de copies et peuvent donc manquer

ce diagnostic (utilisation d’outils spécifiques nécessaires).

Cette variabilité phénotypique majeure décrite au sein de cette famille porteuse d’'une
triplication se retrouve également dans le cadre de duplication, parfois méme intra-

familiale. Des contributions polygéniques et multifactorielles pourraient moduler
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I'expression clinique chez des patients avec surproduction d’APP (par duplication ou
triplication du gene), comme nous I'avons discuté dans notre autre travail portant sur
les duplications. On se pose également la question de contributions polygéniques dans le
cadre des formes plus fréquentes d’AAC de survenue tardive, ou le mécanisme suspecté
n'est pas une surproduction d’APP. Dans ces formes, nous ne suspectons pas un
mécanisme Mendélien mais plutot des facteurs de risque génétiques, ayant un effet
faible ou modéré. A ce jour, le seul connu dans ’AAC est le génotype APOE¢4, facteur de
risque fréquent a effet modéré mais d’autres sont certainement a découvrir.
L’identification de tels facteurs de risque au sein d'une population d’AAC précoce (ce qui
permet de nous affranchir d’autres facteurs liés au vieillissement impactant sur
I'angiopathie), bien définie et phénotypée, pourrait nous permettre a terme de les

extrapoler aux formes d'AAC sporadiques, tous ages de début confondus.
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Abstract

Background and Objective

To report a triplication of the amyloid-p precursor protein (APP) locus along with relative
messenger RNA (mRNA) expression in a family with autosomal dominant early-onset cerebral
amyloid angiopathy (CAA) and Alzheimer disease (AD).

Methods

Four copies of the APP gene were identified by quantitative multiplex PCR of short fluorescent
fragments, fluorescent in situ hybridization (FISH), and array comparative genomic hybrid-
ization. APP mRNA levels were assessed using reverse-transcription—digital droplet PCR in the
proband’s whole blood and compared with 10 controls and 9 APP duplication carriers.

Results

Beginning at age 39 years, the proband developed severe episodic memory deficits with a CSF
biomarker profile typical of AD and multiple lobar microbleeds in the posterior regions on brain
MRI. His father had seizures and recurrent cerebral hemorrhage since the age of 37 years. His
cerebral biopsy showed abundant perivascular amyloid deposits, leading to a diagnosis of CAA.
In the proband, we identified 4 copies of a 506-kb region located on chromosome 21q21.3 and
encompassing the whole APP gene without any other gene. FISH suggested that the genotype
of the proband was 3 copies/1 copy corresponding to an APP locus triplication, which was
consistent with the presence of 2 APP copies in the healthy mother and with the paternal
medical history. Analysis of the APP mRNA level showed a 2-fold increase in the proband and a
1.8 fold increase in APP duplication carriers compared with controls.

Discussion
Increased copy number of APP is sufficient to cause AD and CAA, with likely earlier onset in
case of triplication compared with duplication.
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Glossary

aCGH = array comparative genomic hybridization; AD = Alzheimer disease; APP = amyloid-p precursor protein; CAA =
cerebral amyloid angiopathy; EOAD = early-onset Alzheimer disease; MMSE = Mini Mental State Examination; mRNA =
messenger RNA; QMPSF = quantitative multiplex PCR of short fluorescent fragments.

Amyloid-p precursor protein (APP) is the main gene known to
be involved in autosomal dominantly inherited cerebral amy-
loid angiopathy (CAA). After the description of point muta-
tions, APP locus duplications were identified in 2006 as a cause
of early-onset CAA and/or early onset Alzheimer disease
(EOAD, onset before 65 years)." Such copy number variations
encompass at least the APP gene, with or without surrounding
genes on chromosome 21,% and are associated with ~1.5-fold
increased messenger RNA (mRNA) levels in blood compared
with healthy controls, in similar ranges to patients with trisomy
21.% The size of the duplication and the gene content—Dbeyond
the critical APP gene—do not appear to influence phenotypic
presentation in cases."*® Patients with trisomy 21 usually show
cognitive impairment similar to Alzheimer disease (AD), al-
though they less frequently exhibit cerebral hematoma, sug-
gesting the presence of protective mechanisms in patients with
Down syndrome.” Indeed, a recent histopathologic study
showed more severe CAA but less parenchymal amyloid plaque
formation in APP duplication than in trisomy 21 patients.”
Given this diversity in amyloid distribution according to the
underlying genetic background, CAA pathogenesis remains to
be understood. We here report an APP locus triplication, along
with relative mRNA expression in the proband’s blood.

Case Presentation

A 41-year-old man without medical history was referred to a
memory care center for the evaluation of progressive

cognitive decline.® From age 39 years, he presented with an
aggressive course of episodic memory loss making him unable
to maintain his professional activity as well as attention deficit
and executive dysfunction. The Mini Mental State Examina-
tion (MMSE) scored 18/30 and Frontal Assessment Battery
15/18. There was neither language impairment nor praxis or
visuoconstructive dysfunction. The patient did not present
any episode suggestive of stroke or seizures. Brain MRI
showed multiple lobar microbleeds in the posterior fossa and
occipital region and posterior periventricular leukoencephal-
opathy (Figure 1A) with hippocampal atrophy (bilateral
Scheltens scale rating of 2). He underwent lumbar puncture
for quantification of CSF AD biomarkers Af42, tau, and
phosphorylated-tau. The APy, level was decreased (404 ng/L,
N > 550), with increased tau (491 ng/L, N < 400) and
phospho-tau protein levels (95 ng/L, N < 60). The APy, level
was 8,546 ng/L (4,540 < N < 8,480). Overall, he fulfilled the
diagnostic criteria of probable AD with evidence of the AD
pathophysiologic process,® in association with probable CAA
following the modified Boston criteria, except the age
criterion.

His father had had recurrent migraine with visual aura and
presented at age 37 years with transient loss of consciousness
(Figure 1B). Focal epilepsy was diagnosed after recurrent
episodes of contact loss and electroencephalography showing
slow bilateral temporal waves and then treated by carbama-
zepine. Subsequent cerebral MRI showed hyperintensities in

Figure 1 Partial Pedigree, Cerebral MRI of the Proband, and Histopathologic Examination of the Cerebral Biopsy Per-

formed in His Father
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(A) T2* weighted sequence showing multiple lobar
microbleeds (first and second images); FLAIR-weighted
sequence showing posterior leukoaraiosis (third image)
and coronal view of T1-weighted sequence showing
moderate bilateral hippocampal atrophy (fourth image).
(B) Age at death (in parentheses) and age at onset are
indicated. The proband is identified by an arrow. (C)
Histopathologic examination of the cerebral biopsy of the
proband's father. Bouin-fixed paraffin sections of the
cerebral biopsy were stained with hematoxylin-eosin (left
part) and Congo red (right part). Sections stained with
Congo red were examined under crossed polarized light
for analyzing vascular amyloid and revealed apple-green
birefringence of amyloid material in blood vessel walls.
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Figure 2 Representation of the 21921.3 Triplication
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(A) Detection by QMPSF of an APP triplication. The electropherogram of the proband (in light gray) was superimposed on that of a normal individual (in black)
by adjusting to the same level the peaks obtained from the control amplicon PCBD2 located on chromosome 5. The vertical axis shows fluorescence in
arbitrary units, and the horizontal axis indicates the size of the amplicon in base pairs. Horizontal bars indicate triplication of the amplicons, detected by a 2-
fold heightening of the corresponding peaks. This QMPSF also covers 2 genes located at 21921, GABPA and CYYR1 that are not duplicated. (B) Refinement of
triplication breakpoints by array CGH. Representation on the Agilent Genomic Workbench 7.0 software of the 21g21.3 triplication (log ratio: 0.97) on chr21:
38,156,233,-27,662,338;hg19. (C) FISH analysis of peripheral blood lymphocytes of the proband. Red: control probe located on chromosome 21 long arm
subtelomeric region (VIlyRM2029, Vysis; Abbott, Chicago, IL); Blue: APP locus specific probe (RP11-410)1; Empire Genomics, Buffalo, NY) located on 21g21.3.
(D) Gene content of the triplicated region: Visualization in the UCSC genome browser of the 21g21.3 triplication chr21:27,156,233-27,662,338;hg19 (blue
highlight). Yellow bars represent array CGH probes. Yellow bars at both extremes of the blue zone represent the last triplicated probes. The reference
assembly used is GRCh37/hg19. Other panels represent, from top to bottom: Agilent 180K probes, cytogenetic band, UCSC genes (only RefSeq sequence). APP
= amyloid-B precursor protein; FISH = fluorescent in situ hybridization.

centrum semiovale on T2-weighted sequences. CSF was  Progressive behavioral disorders and severe cognitive im-
acellular and showed a moderately high protein level (0.61 g/  pairment occurred 4 years later and worsened over time with
L), but AD biomarkers were not available at this time. ~an MMSE of 24/30. Neuropsychological testing showed
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Figure 3 Expression Analysis Using RT-ddPCR
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RT-ddPCR with a target amplicon in the APP gene and a reference amplicon in the
DLG4 housekeeping gene for healthy controls (N = 10), patients carrying an APP
duplication (N = 9), and our patient carrying an APP triplication (N = 1). Each point
represents the average of 3 measures obtained for an individual (except for the
proband where the point represents the average of 5 measures). Results are
presented through an expression ratio APP/DLG4 linearized with the average
expression ratio of controls: For each group, the median relative APP mRNA
expression is indicated with a wide horizontal line, and 95% confidence intervals
are shown with short horizontal lines. APP = amyloid- precursor protein; mRNA
= messenger RNA; RT-ddPCR = reverse-transcription-digital droplet PCR.

episodic memory loss associated with praxis and visuocon-
structive moderate dysfunction. He thus fulfilled the diagnostic
criteria of probable AD® and probable CAA. Tc99m-HMPAO
cerebral single photon emission computerized tomography was
considered normal. At age 44 years, his condition was extremely
severe with repeated loss of consciousness episodes and major
upper cerebral dysfunction. Cerebral MRI showed acute bi-
lateral temporal hematomas and posterior leukoencephalop-
athy. Cerebral angiography did not display any sign of cerebral
vasculitis. Cerebral biopsy revealed abundant perivascular am-
yloid deposits enabling the final diagnosis of probable CAA with
supporting pathological evidence (Figure 1C). He died at age
48 years after a second hemorrhagic event with left temporal
hematoma. There was no history of dementia or stroke in his
family, although a censoring effect was noticed: the paternal
grandfather of the proband indeed died at age 50 years from

lymphoma (Figure 1B).

Genetic Assessment

We obtained informed written consent for genetic analyses by
the patient and by the father’s legal representative. This study
was approved by the Institutional Review Board of Rouen
University Hospital (CERDE #2019-5S notification).

Neurology: Genetics | Volume 7, Number 5 | October 2021

Quantitative multiplex PCR of short fluorescent fragment
(QMPSF) analyses performed from DNA isolated from fresh
whole blood revealed 4 copies of the APP gene in the proband
(Figure 2A). His APOE genotype was 33, and Sanger se-
quencing did not detect any point mutation in exons 16-17 of
APP. The 68-year-old unaffected mother carried 2 copies of
APP, suggesting a 3 + 1 genotype in the proband, but no DNA
sample was available from his father. Fluorescent in situ hy-
bridization using APP locus specific probes (RP11-410J1;
Empire Genomics, Williamsville, NY) on cultured lymphocytes
metaphase cells showed an asymmetric positive hybridization
signal on chromosome 21 long arm without other signal hy-
bridization anywhere else (Figure 2C), further suggesting a 3 +
1 genotype and hence autosomal dominant transmission of a
triplication.

We further mapped the triplication using array comparative
genomic hybridization (aCGH, Agilent SurePrint 4 x 180k;
Agilent Technologies, Santa Clara, CA). The 506-kb 21q21.3
triplication  (chr21:27,156,233-27,662,338;hg19) was re-
stricted to the whole APP gene without any flanking gene
coding sequence (Figure 2, B and D).

Finally, mRNA APP levels were assessed using reverse-
transcription—digital droplet PCR in the proband whole blood
comparatively to 10 normal controls (including the proband’s
mother) and 9 patients carrying APP duplications (see
eMethods, links.lww.com/NXG/A465). The patient showed
a 2-fold increase of relative APP mRNA levels compared with
controls (Figure 3 and eFigure 1, linkslww.com/NXG/
A470). Patients with APP duplication showed a median of 1.8
fold increase compared with controls, but no comparison
could be directly made with our proband, considering this
single APP triplication case.

Discussion

To our knowledge, this is the first report of an APP locus
triplication, causing a two-fold upregulation of APP mRNA
levels, in a family presenting with autosomal dominant EOAD
with severe CAA. Although duplications of a given gene are
now a classical cause of several autosomal dominant disorders,
there are few examples of mendelian diseases caused by a gene
triplication. In the field of neurodegenerative diseases, SNCA
triplications on chromosome 4 have been reported in patients
with Parkinson or Lewy body disease along with duplications
in other patients.” As for the APP gene, alpha-synuclein—
encoding SNCA increased gene copies encompassed at least
the SNCA gene, with or without surrounding genes (1 to 50),
and displayed high diversity in clinical phenotype.lo Similarly,
since its first description, some diversity of phenotypes asso-
ciated with APP duplications has been described, mostly re-
lated to the predominance of AD or CAA-related symptoms
at presentation.® In this report, triplication was associated
with diverse presentation, including severe cognitive disorder
in the proband and recurrent ICH and seizures in his father.
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The higher copy number seemed to be associated with earlier
symptomatic phase in our report (37 and 39 years of age at
onset) compared with APP duplications carriers showing ages
at onset ranging from 39 to 65 years.1’4'6 However, we can
expect some degree of diversity in ages of onset in other APP
triplication families.

In a recent French series of EOAD, APP duplication carriers
were more likely to present with seizures, "' possibly explained
by AP overproduction related to increased APP expression.
Early seizures may be a shared clinical feature with APP
triplication as observed in the father of the proband.

Different mechanisms can be involved in autosomal dominant
CAA and AD pathogenesis. In contrast with APP point mu-
tations, which can result in increased beta cleavage of APP,
change in AP42/38 ratio, or in AP aggregation propensity,12
APP duplications lead to APP overproduction, with severe Af
deposits in the brain parenchyma and within vessels walls."?
Here, cerebral biopsy of the proband’s father confirmed se-
vere amyloid perivascular deposits consecutive to APP over-
production. Indeed, we found a 2-fold upregulation of APP
mRNA levels in blood. Unfortunately, no comparison could
be made with APP duplication carriers given the availability of
RNA in the proband only so that we cannot be sure that
triplications result in significantly increased mRNA levels than
in duplication.

Here, we showed by aCGH that the triplication encom-
passed the APP gene only. To our knowledge, there is a
single case report of an APP duplication encompassing the
APP gene solely, highlighting that increased APP expression
is sufficient to cause EOAD and CAA.” However, the reso-
lution of the techniques did not allow us to assess whether
the breakpoints were the same in our case and in this
290-750 kb duplication.” The mechanisms underlying ge-
nomic instability of the APP region remain elusive, and
further reports are needed to refine shared or novel
breakpoints.

Overall, our report provides further evidence that increased
APP expression is sufficient to lead to AP aggregation and
subsequent EOAD and CAA. Although ages at clinical onset
were among the earliest ones in our APP triplication carriers
compared with duplication carriers, further cases would be
required to conclude.
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9.2.Recherche dans I’AAC de facteurs de risque récemment identifiés dans la
MA: les variants rares exomiques prédits déléteres de SORL1, TREM2,
ABCA7, ABCA1 et ATP8B4
Pour mettre en évidence des facteurs de susceptibilité génétique dans le développement
de maladies multifactorielles, nous faisons alors appel aux études cas/témoin qui ont été

beaucoup développées ces derniéres années.

- Dans les GWAS, ce sont des variants fréquents (MAF >5%), c’est a dire des

polymorphismes a effet faible qui sont détectés dans des maladies fréquentes.

- Dans les études d’association, on recherche I'implication de variants peu fréquents
voire rares, «a impact clinique intermédiaire ». Plus précisement, on recherche un
enrichissement en variants rares dans une série de cas comparativement a une série de
témoins. Plusieurs types existent, principalement les Burden test (test de charge) ou des
tests de variance. Identifier un signal d’association a I'échelle du variant est un réel défi,
souvent limité par un manque de puissance. En effet, puisqu’on parle de variants rares,
on pourrait étre amené a comparer 'observation d’'un variant vu une seule fois chez un
cas contre aucune fois chez les témoins. Les études d’association se focalisent plutdt sur
une association a I'échelle du gene ou d’'un panel de genes par « collapsing test », en
agrégant donc tous les variants rares a une échelle plus grande (Figure 20). On mesure
ainsi «la charge » en variants rares par gene chez les cas et chez les controles. On
rassemble alors des informations de plusieurs variants en un seul score génétique et on
teste I'association entre ce score et la maladie(407). Le seuil de significativité doit tenir
compte d'une correction pour tests multiples et puisque les 20 000 genes sont
séquencés par exome, cela revient en quelque sort a réaliser 20 000 tests différents.

Nous retenons donc le seuil de significativité de 0.05 / 20 000 = 2,5.10-°.

Dans la MA, proche sur le plan physiopathologique de I'’AAC, plusieurs études
d’association ont permis de mettre en évidence le rdle des variants perte-de-fonction au
sein des genes SORL1, TREMZ2, ABCA7 et plus récemment ABCAl1 et ATP8B4
(408)(409)(410)(411).
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Figure 20 - Gene-based collapsing tests - Extrait de Cirulli et al, Plos genetics, 2016 (412)

Le géne est séquencé dans sa totalité chez les cas et les contréles, puis une comparaison du nombre
de cas et de contréles portant au moins un variant rare (schématisé par un éclair) dans le géne est
réalisée. La méthodologie consistant a rechercher chez les contréles uniquement les variants
identifiés chez les cas n’est pas valide. Dans I'exemple présenté ici, si 'on considére seulement les
variants identifiés chez les cas, on dénombre 7 cas portant 7 variants rares différents dans le géne,
dont seulement un est également identifié chez les contréles (représenté par l'éclair rouge),
conduisant a conclure a tort a un enrichissement en variants rares chez les cas. Cependant, si I'on
consideére tous les variants rares identifiés chez les cas et les controles, il existe le méme nombre de
cas et de contrdles portant un variant rare dans ce géne (7 individus mutés dans chaque groupe).

Variations génétiques dans I’Alzheimer
Risque de MA

Pénétrance
compléte

Holstege et al, 2022
APP, PSEN1, PSEN2 Bellenguez et al, 2017
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Figure 21. Hétérogénéité génétique de la MA - Adapté de 'EMC Neurologie — Génétique
de la Maladie d’Alzheimer.
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Les fonctions connues des produits de ces genes sont principalement impliquées
dans la production ou la clairance du peptide AB. SORLI code pour SorLA, une protéine
clé impliquée dans le traitement de la protéine précurseur d'Af (APP). Des études in
vitro ont montré une augmentation de la sécrétion d'Af3 associée a une fonction réduite
de SorLA18. TREM2 est principalement exprimé dans la microglie et a un role dans la
réponse immunitaire et la clairance des agrégats AB. ABCA7 et ABCA1 codent pour des
transporteurs de phospholipides. La perte de fonction d'ABCA7 est associée a la fois a
une augmentation de la production et a une diminution de la clairance d'AB. La perte de
fonction d'ABCA1 est associée a une mauvaise lipidation des lipoprotéines du systéme
nerveux central par I'APOE, ce qui facilite I'agrégation d'A. Le role d'ATP8B4, qui code
également pour un transporteur de phospholipides principalement exprimé dans la

microglie, reste a déterminer.

Nous faisons I’hypothése que des variants rares au sein de ces 5 génes, impliqués dans la
MA, doivent également étre impliqués dans I’AAC. Apres exclusion des cas identifiés
d’anomalie du nombre de copies d’APP ou mutations ponctuelles d’APP, nous avons donc
réalisé cette recherche par whole-exome-sequencing (WES). Comme décrit
précedemment, nous avons constitué une cohorte de patients avec un diagnostic d’AAC
certaine ou probable selon les criteres révisés de Boston et d’age de début inférieur a 66
ans. Ce seuil a été établi arbitrairement, par parralélisme avec les seuils utilisés dans la
MA. Nous avons inclus les patients indépendemment de la présence d'un contexte
familial et indépendement de leur statut APOE. En effet, notre hypothese est ici une
combinaison de facteurs de risque. Ainsi, la présence déja d’un facteur de susceptibilité,
comme APOE, n’exclut pas la participation d’autres variants a I'expression phénotypique
de la maladie. Apres controle de qualité d’ADN (ou malheureusement 28 étaient
dégradés), 79 prélevements de patients ont été séquencés par WES. Cette population
était bien phénotypée et présentait plusieurs forces : Age de début précoce (en moyenne
58.2 ans), critéres diagnostiques précis, enrichissement en cas familiaux, c’est a dire
antécédent de MA précoce ou hématome lobaire au 1¢r degré (24% de notre série) et
données biomarqueurs LCS disponibles dans 58% des cas (bien que ceci ne fasse pas

partie des criteres d’inclusion).

Nous avons tout d’abord cherché a écarter des diagnostics différentiels afin de réduire le

nombre de phénocopies. En effet, une confirmation anatomopathologique n’était
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disponible que pour 6% de notre cohorte. Nous avons établi une liste de 13 genes
impliqués dans d’autres pathologies pouvant mimer une AAC: les cavernomatoses, les
pathologies liées aux mutations COL4A1 et COL4AZ2, d’autres leucoencephalopathies
vasculaires comme le CADASIL, CARASIL et les autres formes d’AAC non-A. Nous avons
identifié deux patients porteurs de mutations pathogénes au sein de NOTCHS3,
conduisant a un diagnostic final de CADASIL avec une présentation atypique. Quelques
hématomes lobaires ont déja été rapportés chez des patients diagnostiqués CADASIL
mais cela reste rare, d’autant plus avec présence de microsaignements lobaires et
hémosidérose. Ces résultats sont importants et poussent le clinicien a se méfier de
diagnostics différentiels en cas de dépistage APP négatif chez des patients jeunes. Aucun
variant pathogeéne en revanche n'a été trouvé dans les genes impliqués dans les AAC
non-A. La réalisation d'une analyse dédiée des génes TTR, CST3, BRI2, PRNP ou GSN en
cas d'AAC précoce apres un dépistage négatif d'APP reste une question souvent soulevée
en pratique. A notre connaissance, aucune étude n'a réalisé un tel dépistage génétique
d’AAC non-Af} dans une population de patients répondant aux criteres révisés de Boston,
indépendamment des antécédents familiaux ou des caractéristiques extra-
neurologiques. Nos résultats préliminaires, avec une taille d'échantillon limitée, ne

plaident pas en faveur d'une évaluation supplémentaire systématique de TTR, CST3,

BRIZ, PRNP ou GSN apres un dépistage négatif de I'APP.

Malheureusement, cet effectif de 79 WES était insuffisant pour réaliser une étude
d’association. Néanmoins, une premiere approche a consisté a comparer la fréquence
cumulée des variants rares identifiés chez nos cas d’AAC précoce au sein des geénes
SORL1, TREMZ2, ABCA7, ABCA1 et ATP8B4 comparativement a des témoins (via des
données publiées récemment dans la littérature sur la database ADES). Il s’agit d’'une
database de controle d’origine caucasienne et dont les données sont disponibles au
laboratoire de génétique de Rouen. Nous avons filtré les variants rares, c’est a dire avec
une fréquence allélique < 0.01, respectant certains criteres de couverture et qualité. En
effet, prés de 1000 variants rares et non-synonymes sont attendus par exome. Nous
avons retenu les variants non-synonymes et appliqué des filtres sur les prédictions de
pathogénicité. En effet, certaines prédictions dites in silico sont données par des
logiciels, se basant notamment sur la conservation inter-especes des résidus amino-

acides mais aussi la distance physico-chimique entre deux acides aminés. Les logiciels
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d’interprétation des variants faux-sens utilisés classiquement sont MutationTaster,
Polyphen2 mais nous avons ici utilisé le score REVEL. Ce score integre un bien plus
grand nombre d’'informations et semble plus robuste. Cette approche a été utilisée
justement dans les études d’association dans la MA et des seuils de REVEL score ont été
établis pour chacun des 5 genes pour pouvoir classer les variants comme prédits
pathogénes ou non. Nous avons utilisé exactement les mémes seuils. Sans réaliser de
test statistique, les pourcentages de patients AAC porteurs de variants rares semblaient
similaires a ceux rapportés dans les MA précoce et plus importants que chez les
controles. Nos données suggerent que SORLI1, TREMZ2, ABCA7, ABCA1 et ATP8B4
pourraient étre impliqués dans ’AAC précoce avec 11/76 (14,4%) des cas portant au
moins un variant rare prédit pathogene. D'autres études de plus grande envergure sont
nécessaires pour confirmer ces résultats et réaliser des tests d’association a
proprement parler. En ne prenant en compte parmi ces variants rares que les facteurs
de risque de MA clairement validés, 5 patients AAC (6,6 %) étaient porteurs d'un variant
perte de fonction dans ABCA7 ou ABCA1, un était porteur du variant R47H TREMZ et un
était porteur du variant R62H TREMZ. Parmi eux, 3/5 présentaient un hématome lobaire
spontané sans déclin cognitif évocateur de la MA associée, de sorte que l'association

avec une MA co-existante pourrait ne pas expliquer tous les résultats.

Enfin, des approches génétiques antérieures dédiées a I'’AAC d'une part ou sur
population présentant des microsaignements, toutes causes confondues d’autre part ont
été faites par GWAS. Plusieurs hits ont été mis en évidence sur des genes tels que
ABCB1/HSPG2/0SBPL5/GASAL1/PSG5/CCND1/TGFB/TOMM40/CR1/LRP1/ACT/CYP46/
ACE/BCHE/A2M/PON1/NEP/OLR1/CYP46/CTSD. Nous avons également recherché des
variants candidats (rares et prédits pathogenes) au sein de ces génes sur notre cohorte

mais aucun n’a été identifié.
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ABSTRACT

Background: The genetic landscape of probable cerebral amyloid angiopathy (CAA) remains
understudied. CAA shares some pathophysiological features and the APOE gene as a risk
factor with Alzheimer disease (AD). Both conditions might share other genetic risk factors.
Objective: To assess the contribution of differential diagnosis genes to early-onset probable
CAA as well as rare variants in genes recently associated with Alzheimer’s disease (AD):
SORLI, TREM2, ABCA7, ABCAI and ATPS8B4

Methods: We conducted a whole exome analysis among 78 French patients with early-onset
definite or probable CAA after negative genetic screening for APP mutations or duplications.
Results: Among 14 genes known to be involved in AD (PSENI, PSEN2), non-Af} CAA
(CST3, GSN, BRI2, TTR, PRNP), cavernomatosis or vascular leukoencephalopathies, we
detected two distinct pathogenic variants in NOTCH3 in two patients, who presented with
spontaneous lobar intracerebral hematomas at 58 and 65 years old, suggesting that both
patients were eventually affected by CADASIL. Of the remaining 76 patients, 23.1% carried
at least one APOE €2 allele and 43.6% carried at least one APOE €4 allele and14/76 (19.7%)
carried either a loss-of function (LOF) or a rare predicted damaging missense variants in
SORLI, TREM?2, ABCA7, ABCAI and ATP8B4. Five of these variants (6.6%) are considered
as definite AD-risk factors(two ABCA7 LOF, one ABCAI LOF, , one TREM?2 R47H one
R62H TREM? variants). These rare variants were in similar ranges in early-onset CAA here
as compared to early-onset AD in the largest published AD case-control study, ADES .
Conclusions:CADASIL should be considered as a differential diagnosis of probable CAA.
In addition to APOE, the identification of rare AD risk factors in CAA patients suggests

putative shared genetic determinism that should be further assessed in larger studies.



INTRODUCTION
AB-Cerebral amyloid angiopathy (CAA) is a devastating disease characterized by A peptide

deposits in the walls of cortical and leptomeningeal vessels leading to intracerebral
hemorrhages. Patients most frequently experience stroke episodes and/or cognitive decline.
They may also experience other CAA-related symptoms, such as seizures or transient
symptoms. AB-CAA is frequently associated with Alzheimer's disease (AD), AP peptide
aggregation being central in the pathophysiology of both diseases '. The definite diagnosis of
AB-CAA relies on neuropathology. A probabilistic diagnosis can still be proposed in vivo and
is mainly based on brain imaging showing lobar hematomas, microbleeds, meningeal
bleedings and/or superficial siderosis in blood-sensitive MRI sequences. These arguments are
constitutive of the core revised Boston criteria’.

Despite high diagnostic performance of these criteria, the diagnosis remains probabilistic, and
several differential diagnoses may account for the presence of spontaneous ICH or
microbleeds in the absence of underlying vascular malformations, tumors, or impaired
coagulation. For example, pathogenic variants in several genes as NOTCH3, COL4Al or
COL4A42 are associated with ICH risk in young patients and can even be observed in
apparently sporadic cases’,”. In addition, in rare families, peptides/proteins other than Ap
aggregate in cerebral blood vessels and account for a different form of CAA. Gelsolin,
transthyretin, prion, BRI2 or cystatin peptides/proteins may be the cause of CAA in cases
with a pathogenic variant in the corresponding gene frequently associated with extra-
neurological features’,® However, the distribution of these genetic differential diagnoses in a
clinically diagnosed AB-CAA cohort remains unclear in absence of a systematic genetic
screening.

Most cases of AB-CAA usually occur sporadically with aging being the main risk factor.
However, some AB-CAA patients exhibit an early onset (age at first symptoms set arbitrarily

at <66 years, similarly to early-onset AD), suggesting a potential contribution of genetic



factors. Despite the exclusion of patients with a disease onset before 55 in the revised Boston
criteria, neuropathologically proven autosomal dominant forms may be associated with
younger ages at onset . A minority of patients carries causative duplications ® (or even
triplications”) of the APP gene associated with increased expression APP mRNA levels'’. A
rare variant in the 3’UTR of APP has also been reported in a patient with early-onset CAA
and increased APP mRNA levels''. The APP gene encodes the precursor of the AP peptide.
Six rare specific missense pathogenic variants in the coding sequence of the AP peptide in the
APP gene, between the codon 692 and 694, can also cause autosomal dominant forms of
CAA: The Dutch, Italian, Arctic, lowa, Flemish, and Piedmont mutations''. Mutations in the
PSENI "*®" and PSEN2 genes", involved in autosomal-dominant early-onset AD, have been
reported in cases of AB-CAA, most of the time associated with AD'".

Beyond the existence of autosomal dominant forms of AB-CAA, the genetic component of
AB-CAA etiology remains largely understudied. In patients not carrying rare pathogenic
variants in autosomal dominant genes, who represent the vast majority of early-onset CAA
patients, genetic risk factors may contribute to the disease. CAA and AD share the main one,
APOE. While APOE ¢4 alleles increase significantly the risk of both AD and CAA, the &2
allele is known to decrease the risk of AD and conversely has been associated with cerebral

hemorrhagic features in CAA patients ">

. In AD, five major genes have been identified as
moderate-to-strong  risk factors through rare protein-damaging variants,'’ namely
SORL]"®YPCD TREND 20D gBCA7*®T22PD and, very recently, ABCAI and ATP8B4>.
Given the pathophysiological links between AB-CAA and AD, we hypothesized that
susceptibility factors with a moderate to high effect on AD risk might play a role in the
multifactorial etiology of non-autosomal dominant early-onset AB-CAA.

In an effort to better understand the molecular bases of early onset CAA, we performed

exome sequencing in a series of probable or definite early onset CAA patients following a



nationwide recruitment and assessed the contribution of differential diagnosis genes as well

as rare variants in SORLI, TREM2, ABCA7, ABCAI and ATP8B4 to probable CAA.



METHODS
CAA participants

Blood samples from unrelated cases with early-onset CAA (age at onset < 65 years) from
multiple French hospitals were initially referred to two centers (either CNR-MAJ, Rouen or
Department of Genetics Lariboisiére Hospital, Paris, France) for APP sequencing and search
for APP duplication in a clinical setting (Figure 1). From patients not carrying APP
pathogenic variants or duplications, we selected patients for exome sequencing among those
fulfilling the revised Boston criteria ** (except the age criterion) for probable CAA, probable
CAA with supporting pathology, or definite CAA, after ascertainment by two expert
neurologists. We did not include patients with possible CAA (Figure 1). Only patients from
parents born in Europe were included in order to allow a comparison with ADES data. Data
collection included personal medical and family history assessment, neurological
examination, CSF AD biomarkers if available, and neuroimaging by MRI with blood-
sensitive sequences (T2 GRE, SWI and/or SWAN). All hemorrhagic lesions were analyzed by
visually counting each lesion. The presence and number of cerebral microbleeds (CMBs <10
mm diameter), ICH (>10 mm) were evaluated and cortical superficial siderosis (CSS) was
classified as focal (<3 sulci) or disseminated (>4 sulci) after recording the number of sulci
involved. Clinical data were retrieved from patients’ medical charts as provided by each
referring clinician. A positive family history was defined by the presence of at least one
relative with early-onset AD, CAA or spontaneous lobar ICH among first-degree relatives.
Patients were recruited regardless of family history.

All patients or legal guardians provided informed, written consent for genetic and research

analyses. This protocol was approved by our local ethic committee (CERDE E2021-92).

CSF Analyses

CSF was obtained by LP and all centers used a common 10-ml polypropylene tube to collect



the CSF (catalog number 62.610.201; Sarstedt, Niimbrecht, Germany) as part of standard
care. All samples were aliquoted after centrifugation for 10 minutes at +4°C into
polypropylene Eppendorf tubes, then frozen at —80°C within 1 hour. Ap42, AB40, Tau and
phospho-Tau protein quantification were made using an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) (Fujirebio-Europe, Ghent, Belgium) or semi-automated chemiluminescence enzyme
immunoassays (LUMIPULSE®) according to the manufacturer’s instructions. The analysis
was performed in duplicate and a coefficient of variation (CV) less than 15% was considered
as acceptable. In this case, the mean of the two measured values was taken as final result. All
sites belong to the same national ePLM network which was created to enhance harmonization
of procedures regarding CSF AD biomarkers. Although preanalytical and analytical
processes were harmonized, local laboratory threshold were used as recommended to

take into account any site effect on the quantification .

Whole Exome Sequencing and Bioinformatics Pipeline:

Exomes were captured using the Agilent SureSelect All Exons Human V6+UTR kits (Agilent
technologies, CA, USA). Sequencing was performed on an Illumina Novaseq6000 (Illumina,
San Diego, CA, USA) at the CNRGH (Centre National de Recherche en Génomique
Humaine, Evry, France) with paired end, 150 base pair (bp) reads. WES resulted in an
average individual median depth of coverage on targeted exome kits of 128.79 [89-150.15].

Reads were mapped to the GRCh37 reference genome with BWA. Picard Tools 2.18.0

(http://picard.sourceforge.net) was used to flag duplicate reads. Genome Analysis Toolkit

(GATK) was applied for short insertion and deletion (InDels) realignment, base quality score
recalibration (BQSR) and finally single-nucleotide variants and InDel discovery using
Haplotype Caller across all samples simultaneously. Variants were annotated with SnpEff 4.5
and SnpSift4.5 software, using dbNSFP 4.0 and EnsemblGRCh37.75 databases. A quality

score (VQSLOD) was estimated for each variant with the VQSR function from GATK 3.8.



Only genotypes satisfying the following quality filters were retained for analysis: read depth
>10 and genotype quality (GQ) >30 (90 for heterozygous variants). Exonic and splice region
variants (located + 2 bp around each coding exon) with a minor allele frequency (MAF) <0.01
in gnomAD v2.1 were then extracted within each gene region.

Probable Loss of function (LOF) variants included nonsense, canonical splice site variants
and frameshift indels.. Missense variants were annotated and prioritized using REVEL(Rare
Exome Variant Ensemble Learner26, annotation obtained from DBNSFP4.1a, ranging from 0
to 1, highest scores indicating highest likelihood of a protein-damaging effect)>

We first established a list of 14 Mendelian genes known to be involved in AD, non-Ap CAA®,
cavernomatosis or vascular leukoencephalopathies (Supp Table 1). Variants in this list were
interpreted following ACMG-AMP recommendations®,

In patients not carrying pathogenic or likely pathogenic variants in Mendelian genes, we
assessed the presence of rare non-synonymous variants in the TREM2, SORLI, ABCA7,
ABCAl and ATPS8B4 genes. Cumulative minor allele frequencies of different variant
categories in these genes (LOF, missense with REVEL score > 0.75, 0.50 or 0.25) were
compared to that of early-onset AD (EOAD), late-onset AD (LOAD) patients, and non-
demented controls from the ADES (Alzheimer Disease European Sequencing consortium)
large dataset gathering multiple international studies and previously recently reported in

Holstege et al.”.

Statistical analyses

Results are expressed as mean + standard deviation (SD) unless otherwise specified.

Fisher exact tests were used to establish any correlation between the presence of rare non-
synonymous variants in the TREM?2, SORLI, ABCA7, ABCAI and ATP8B4 genes and clinical

characteristics, CSF biomarkers or APOE genotype.



RESULTS:
Inclusion of 78 definite or probable early-onset CAA patients

We included 74 probable and four definite CAA patients. Baseline characteristics are
presented on Table 1. A positive family history was displayed in 19 (24.3%) patients. The
mean age at first neurological clinical event was 58.2 + 8.7 years. The most common initial
presentation was ICH, present in 37 patients (47.4%), followed by cognitive decline in 26
(33.3%) and transient focal neurological episodes (TFNE) in 6 (7.7%). Five patients presented
with seizures, acute cognitive decline and behavioral changes with an aspect of CAA-related
inflammation on MRI according to current criteria®’. Other symptoms included ischemic
stroke (n=1), dizziness or non-specific headache (n=2) leading to cerebral imaging. During
the course of the disease, 48 patients (61.5%) presented at least one symptomatic ICH and 44
(56.4%) showed secondary progressive cognitive impairment.

Among early-onset CAA patients who underwent LP with measurement of AD CSF
biomarkers, all but three patients showed decreased AB42 levels—Phospho-Tau levels were
above the threshold in 24/46 patients (52.2%) and total Tau protein levels were abnormal in
14/19 (30.4%). Overall, 22/46 (47.8%) patients presented with isolated decreased AB42 levels
and the same number 22/46 (47.8%) with increased Tau and/or phospho-Tau and decreased

AP42 levels, the latter profile being compatible with a comorbid AD diagnosis.

Pathogenic or likely pathogenic variants in differential diagnosis genes

No pathogenic or likely pathogenic variant was found in PSENI and PSEN2 genes or in non-
AP CAA genes (CST3, GSN, BRI2, TTR, PRNP).

We then screened genes implicated in vascular leukoencephalopathies. Two distinct
pathogenic variants in NOTCH3 were identified in two patients (Figure 2), suggesting that
both patients were eventually affected by CADASIL (Cerebral Autosomal Dominant

Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy).



Patient ROU-1149 carried the variant NM_000435.2:¢.2182C>T, p.(Arg728Cys). This variant
affected a cysteine residue in one of the EGF-like repeats, with a REVEL score of 0.52 and a
minor allele frequency of 3.9 x10~° in the gnomAD v2.1 database corresponding to 2/121,945
carriers. This variant has already reported as pathogenic in patients with CADASIL*®. The
patient experienced two lobar ICH, the first event occurring at 65 years of age. No family
history of stroke, dementia or migraine with aura was reported. Unfortunately, no DNA or
cerebral imaging from relatives was available. His cerebral imaging showed exclusive lobar
hemorrhage without lacunes in deep grey matter. Mild white matter hyperintensities,
precluding the anterior temporal lobes was displayed.

The second patient, EXT-1182, carried the variant NM_000435.2: ¢.1774C>T,
p-(Arg592Cys), with a REVEL score of 0.69 and 1/125,189 carrier in gnomAD v2.1, adding
a cysteine residue in one of the EGF-like repeats and also previously reported as pathogenic
in variant databases and in the literature.” The patient suffered from depression and first
presented with a right thalamic stroke in the context of severe high blood pressure at age 58.
Brain MRI revealed a left temporal sequela of ICH, more than 10 posterior lobar microbleeds
but also two microbleeds in the basal ganglia and white matter hyperintensities affecting
temporal lobes. His sister suffered from chronic migraine (no further details available
regarding the presence of aura or MRI data) and his brother was reported to present « micro
hemorrhages » on MRI but data were not available to us. Their father died from heart attack
around the age of 60 without any history of neurological disease and his mother deceased in
the context of dementia at 92 years of age (no further information available). None of those
two NOTCH3 pathogenic variant carriers underwent LP. Overall, we retained CADASIL as
final diagnosis for those two patients with atypical lobar hemorrhage.

Of note, one rare, predicted damaging (REVEL score = 0.72) missense NOTCH3 variant was

found in another patient: NM_000435.2:¢.3083G>C, p.(Trp1028Ser). This variant is absent



both from patient-specific and gnomAD databases (v2.1) and does not affect a cysteine
residue, which is the typical pathogenic mechanism for CADASIL-causing NOTCHS3 variant.
It is thus considered as a variant of unknown significance and the carrier was not excluded

from further analyses.

APOE genotypes and rare non-synonymous variants in AD-associated genes

After exclusion of the two pathogenic NOTCH3 variant carriers, 18 of the 76 remaining
patients (23.1%) patients carried at least one APOE &2 allele (APOE?2) and 34 (43.6%) carried
at least one APOE ¢4 allele (APOE4), including 3 APOE 2-2 and 12 APOE 4-4 genotypes. No
correlation was found between the age of onset and APOE genotypes (Spearman test, p=0.4).
All rare non-synonymous variants identified in AD-associated genes were observed at the
heterozygous state (Table 3). Overall, we observed 15/76 (19.7%) carriers of either a LOF or
a missense variants belonging to a category associated with AD>.

The TREM? p.(Arg47His) was found in one CAA patient in our dataset. This variant, with a
frequency of 0.0025 in gnomAD is a well-validated AD risk factor with odds ratios around 2-

4 depending on the studies™"”

. This patient presented a left occipital ICH at 63 years old with
three right lobar CMBs showed on MRI. He had no cognitive complaint. Unfortunately, no
CSF biomarkers were available. In addition, one patient carried another well replicated AD-
associated variant, p.(Arg62His), with a frequency of 0.007 in gnomAD and a rather modest
effect on AD risk’’. This patient suffered from progressive cognitive impairment, gait
disturbance and transient neurological episodes suggestive of absence epilepsy since the age
of 57 years and his MRI showed several, exclusively lobar CMBs but also disseminated CSS.
The CSF AD biomarkers profile was indicative of AD.

Two LOF ABCA7 variants (one nonsense and one frameshift) were observed in CAA patients,

along with five missense variants with a REVEL score >0.25. Altogether, LOF and missense



variants affected 9.2% of cases compared to 6.2% in EOAD, 5.0% in LOAD and 3.9% in
controls from Holstege et al™.

Interestingly, one LOF variant was found in a CAA patient (c.2115+1G>A splicing variant) in
the recently reported ABCAI AD gene, despite extreme rarity of LOF variants in controls
(0.08%) and AD cases (0.28% in EOAD and 0.18% in LOAD).” Altogether, ABCAI LOF
and missense variants with a REVEL score >0.75 affected 1.3% of cases compared to 1.91%
in EOAD, 1.5% in LOAD and 1.13% in controls from Holstege et al. ref

In the SORLI gene, no LOF variant was found. Three CAA patients carried the same
p-(Asp2065Val) variant in SORLI, with a REVEL score of 0.57 and a frequency of ~0.4% in
gnomAD. It is one of the most recurrent non-synonymous rare variant in SORL! in European
populations, most of the other variants being extremely rare. Importantly, this variant seems

. . . 19(p1
to have similar frequencies in AD cases and controls ®D

and it was not kept in the analysis
by Holstege et al. because of quality reasons (differential missingness).This variant did not
seem to be associated with AD in this dataset and previous studies, albeit these studies wer
not powerful enough to assess this question accurately at the variant level (Bellenguez,
Nicolas). Thus, our analysis did not reveal any rare non-synonymous SORLI1 variants
associated with AD in our early onset CAA dataset.

Finally, three distinct missense variants were seen in ATP8B4 in two CAA patients. The
cumulative MAF of variants in ATP8B4 in early-onset CAA patients (LOF + Missense Revel
>0.25 = 3.9%) which seems similar to that of EOAD (3.56%) and LOAD patients (3.08%) but
higher than non-demented controls (2.09%) from the ADES dataset. Overall, only one

individual carried more than one rare variant of interest;: ROU-5131 carried two missense

variants in 4ATP8B4, although we could not determine if the variants were in trans or in cis

In a second-step, we used Fisher’s exact tests to search for any correlation between carrying a



rare predicted damaging variant in TREM2, SORLI, ABCA7, ABCAI or ATP8B4 and APOE
genotypes, clinical presentation or CSF profiles. No correlation was found regarding APOE2
genotypes (3/14 APOE2 genotype in carriers of damaging variant versus 15/62 APOE2 in
non-carriers, p= 1), APOE4 genotype (5/14 APOE4 genotype in carriers of damaging variant
versus 28/62 APOE2 in non-carriers, p= 0.76). No correlation was found either between being
carrier of a predicted damaging variant within one of the 5 genes of interest and initial
isolated cognitive decline (4/14 initial cognitive decline in carriers of damaging variant versus
23/62 in non-carriers, p= 0.52), symptomatic ICH (7/14 symptomatic ICH in carriers of
damaging variant versus 39/62 in non-carriers, p= 0.38) or CSF profile indicative of AD (n=

5/9 in carriers versus 18/39 in non-carriers, p= 0.40).



DISCUSSION

In this pilot study, we assessed the genetic diagnostic spectrum in early-onset CAA patients
and the presence of rare variants in CAA causative autosomal dominant genes and in the
SORLI, TREM2, ABCA7, ABCAI or ATP8B4 genes that are involved in AD as risk factors.

The genetic component of CAA remains largely understudied. Here, we have constituted a
series of early-onset CAA, with or without a family history and for whom a screening for
APP mutation or duplication was negative, representing 95% of the study series. The first
clinical event was hemorrhagic in a majority of patients, either spontaneous lobar ICH, or
TFNE revealing the presence of disseminated CSS. CAA-ri, another event of CAA, occurred
in a few patients. Only one third of patients presented with isolated cognitive impairment.
However, all of them met the modified Boston diagnostic criteria for probable or definite
CAA (except the age). In the absence of histological confirmation, these criteria showed a
very good sensitivity and specificity. We found a high proportion of patients with at least one
APOE ¢4 allele (43% compared to 21-24% expected in Caucasian populations®') and at least
one APOE ¢2 allele (23% compared to 5% expected in general population'”). While the
APOE &4 allele is a well-established genetic risk factor of both CAA and AD***, the APOE
¢2 allele seems to be specifically associated with an increased risk and severity of CAA **
while relatively protecting against AD. Our series thus well replicates APOE association with

CAA with concordant prevalence of A4POE ¢4 and APOE ¢2 in CAA according to literature .

In this highly selected and well-phenotyped CAA population, we first looked for differential
diagnoses. Interestingly, no pathogenic variant was found in genes involved in non-Ap CAA®.
ICH is not always encountered in non-Af} CAA and extra-neurological features can guide the
clinician®®. Nevertheless, performing dedicated TTR, CST3, BRI2, PRNP or GSN assessment

in case of early-onset CAA after negative APP screening is still a relevant question in clinical



practice. To our knowledge, no study has performed such non-Ap CAA genetic screening in a
population of patients fulfilling the revised Boston criteria, regardless of family history or
extra-neurological features. Our preliminary results, despite limited sample size, do not argue
in favor of systematic additional 77R, CST3 or GSN assessment after negative APP screening
in the absence of early-onset, suggestive family history or extra-neurological features *'.
Surprisingly, we identified two pathogenic variants in NOTCH3, leading to a final diagnosis
of CADASIL with an atypical presentation. One patient presented at the age of 66 with two
symptomatic lobar ICHs without any ischemic stroke and the second patient had a thalamic
stroke at 58 of age, and then lobar ICH. Spontaneous lobar ICHs are rare in CADASIL. In a
recent study, lobar ICHs were present in 8% of the 127 Taiwanese patients with CADASIL
with a few being strictly lobar’®. The ICH prevalence in Caucasian patients with CADASIL
ranged from 0.5% to 2% *>*. Despite CSS was absent in 364 French-German CADASIL
patients, 47% presented with lobar microbleeds but only 10% strictly lobar *'. This current
study illustrates that CADASIL might be considered in case of lobar ICH or microbleeds,
especially if associated to deep microbleeds or lacunes. Nevertheless, coexisting AD, CAA
and CADASIL neuropathological hallmarks have been reported in a few case reports*>***, It
remains difficult to speculate on whether association was coincidental, AD and CAA being
common diseases, or if there might be a pathophysiological link.

Of note, one of the patient with a pathogenic NOTCH3 variant here also carried one rare
missense variant Gly395Ser in ATP8B4, which is the main variant driving AD genetic risk **,
and an APOE2/4 genotype. Unfortunately, no histological study was available to look for co-

existing CAA in this patient.

In a second step, we assessed the variants within 5 genes of interest, considered as novel or

recently discovered AD risk factors with moderate to high effect, after exclusion of the latter



two patients'">>. We notably observed two LOF variants in ABCA7 and one in ABCAI, the
latter being extremely rare. In AD, moderate to high variant effect-sizes were observed for
LOF variants in SORLI, TREM2 and ABCAI (albeit not significant by itself for ABCAI,
probably because of extreme rarity of LOF variants and thus insufficient power, even in a
study as large as ADES with >32,000 individuals). Here, the small size of our series did not
allow us to perform a burden test. We thus compared our results to published gene-based
burdens from 16,036 AD cases and 16,522 controls . Rare predicted damaging variants
seemed to be in similar frequency ranges in ABCA7 and ATP8B4 in early-onset CAA as in
early-onset AD, both compared to LOAD and non-demented controls from the ADES dataset.
However, this descriptive comparison did not allow any meaningful statistical test. Indeed,
despite using similar methods and variant selection criteria, additional biases did not allow us
to directly compare burdens, as the diverse quality of sequencing in ADES that might modify
actual burdens of rare variants in similar ranges as the sampling fluctuations from our pilot
study. For example, as ADES gathered multiple studies with diverse capture and sequencing
methods, the status of some rare variants was set to “missing”, in cases of differences in case-
control sequencing quality at this position, as was the case of the the p.(Asp2065Val)
recurrent variant in SORLI.

Overall, our data suggest that TREM2, ABCA7, ABCAI and ATP8B4 might be involved in
early-onset CAA with 11/76 (14.4%) of cases carrying at least one rare predicted damaging
variant after exclusion of the SORLI p.(Asp2065Val) variant. Further larger studies are
required to confirm these results and better understand the contribution of these genes to
CAA. Taking into account only validated AD-risk factors among rare variants, 5 CAA
patients (6.6%) carried either a LOF variant in ABCA7 or ABCAI, one was a carrier of the
R47H TREM? variant and one carried the R62H TREM? variant. Among them, 3/5 presented

spontaneous lobar ICH without cognitive decline suggestive of AD, so that comborbid AD



might not explain all the results (table 3).

Of note, half of the included early-onset CAA patients showed elevated Tau or phospho-Tau
protein levels in their CSF, as already reported in the literature *, reflecting a possibly
associated AD pathology. Conversely, an isolated decrease of CSF AB42 level was found in
the other half of patients. This has been suggested as a pure vascular profile of amyloid
deposition, without parenchymal deposits and therefore without consecutive Tau or phospho-
Tau markers. Although associated AD is highly likely in a number of our patients, the clinical
presentation, the CSF profile and APOE genotypes in this series are consistent with CAA at
the forefront. In addition, the selection of early-onset CAA patients here may reduced the
probability of aging-associated comorbidities impacting vasculopathy’. Importantly, rare
variants found in AD-related variants were not identified exclusively or more frequently in
patients with suspected CAA+AD, suggesting that these variants might have a role in CAA
independently of AD.

Preliminary research or case reports already suggested the role of SORLI, TREM2, ABCA?7,
and ABCAI genes in CAA. For instance, severe levels of CAA next to typical AD
neuropathology were found in AD patients carrying rare LOF and missense variants in
ABCA7 * and SORLIY. CAA-ri was already described in a patient carrying a SORLI
variant®™. Interestingly, a patient with Tangier disease, due to homozygous ABCAI variants,
presented with recurrent lobar intracerebral hemorrhages®. In mouse models, lack of ABCA1
and TREM? considerably increased the level of CAA and lobar microbleeds >’ ' >,
Pathophysiological consequences of variants with reduced or lost function in these genes
appear to be compatible with a role as a risk factor of AB-CAA along with their established
role in AD. The known functions of these genes products are mainly involved in the
production or the clearance of the AP peptide. SORLI encodes SorLA, a key protein involved

in the processing of the AP precursor protein (APP) and in vitro studies showed increased A}



secretion associated with reduced SorLA function'®. TREM2 is predominantly expressed in
microglia and has a role in immune response and clearance of AP aggregates. ABCA7 and
ABCAI encode phospholipid transporters™. Reduced ABCA7 function is associated with both
increased production and decreased clearance of Af. ABCAL1 loss of function is associated
with poor APOE lipidation of CNS lipoproteins, which facilitates AP aggregation. The role of
ATPS8B4, also encoding a phospholipid transporter mainly expressed in microglia, remains to
be determined.

Interestingly, early-stage CAA was associated with dysregulation in immune response
networks and lipid processing but also decreased levels of TREM2 with no reactive
microgliosis™*. If further confirmed, those promising candidates in CAA genetic determinism
would underline the impaired AP-aggregation and secretion and lipid metabolism as the
mainstay in CAA pathophysiology. As for 4PP mutations or duplications>, the same variant
in those candidate genes could be responsible for AD phenotype in some patients and for
prominent CAA phenotype in others.

Other processes such as decreased vascular reactivity or Nitric Oxide (NO) deficiency were
also suggested to favor CAA *°7. Of note, no candidate variant was found in NO pathway
genes (data not shown).

Here, we did not assess the role of common variants. In AD, 75 common loci were associated
with AD risk in genome-wide association studies (GWAS) performed using DNA chips. Each
of these loci have a modest effect on AD risk and were combined into so-called polygenic risk
scores (ref Bellenguez 2022). Most of these variants are non coding and can thus not be
identified with exome sequencing. It might be interesting to generate GWAS data in a large
sample of CAA patients to further assess the hypothesis if shared genetic component of CAA
with AD.To conclude, by performing WES in 78 early-onset probable CAA patients, we

found two patients with CADASIL and rare predicted damaging variants in AD-associated



genes TREM?2, ABCA7, ABCAI and ATP8B4. Overall, 6.6% patients carried at least one well
validated AD risk factor, in addition to APOE, suggesting putative shared genetic
determinism Although the role of AD-associated rare variants in CAA should be further
studied in larger samples using the same selection criteria of early-onset CAA, we believe that
there are evidences here to recommend screening for NOTCH3 in patients with any atypical

phenotype of small vessel disease.
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10. DISCUSSION ET PERSPECTIVES :

Les objectifs de ces travaux de these étaient d'une part d’explorer la diversité clinico-
radiologique de ’AAC et des calcifications cérébrales primaires en vue d’'une meilleure
identification et efficience diagnostique mais aussi d'un meilleur suivi pronostique, et
d’autre part d’approfondir les connaissances sur leur déterminisme génétique.

Ces deux types de microangiopathie sont caractérisés par des dépots au niveau de la
paroi des petits vaisseaux cérébraux. Dans les CCP, la présence de dépots
phosphocalciques est completement pathologique, liée probablement a une altération
de l'unité neuro-vasculaire et rupture de barriére hémato-encéphalique. Dans I'AAC, il
s’agit de dépots d’A fibrillaire, dont la forme sauvage a un certain role physiologique au
niveau cérébral (plasticité notamment) mais qui sont pathologiques par leur forme
fibrillaire d’'une part et leur quantité excessive d’autre part. Notre travail souligne une
importante diversité sous-tendant probablement différents sous-groupes d’AAC et
meécanismes physiopathologiques, de surproduction d’Af3 d’'une part et de diminution de
clairance d’autre part. Les présentations cliniques de 'AAC sont au premier plan
« vasculaire » avec des hématomes lobaires liés a la fragilité des vaisseaux due aux
dépots corticaux et leptoméningés. Les troubles cognitifs peuvent en partie étre dii aux
dépdts parenchymateux souvent associés en cas de MA coexistante a I'’AAC. Des
mutations causales ou anomalie du nombre de copies du gene APP qui code le peptide
AP sont connues dans ’AAC mais des facteurs de risque fréquents, comme le génotype
APOE4 ou rares comme des mutations des genes SORL1, TREM2, ABCA1, ABCA7 ou
ATP8B4 pourraient intervenir dans les formes tardives sporadiques.

Dans les CCP, les vaisseaux profonds sont touchés avec des dépdts uniquement
vasculaires et non parenchymateux mais I’expression clinique finalement ne comporte
aucun événement «vasculaire », ischémique ou hémorragique. Les manifestations
cliniques motrices ou psychiatriques doivent étre liées alors a un retentissement
neuronal de ces dépots vasculaires, qui a ce jour est peu compris. Les génes connus pour
étre impliqués dans les CCP codent des exportateurs ou importateurs de phosphate
inorganique (SLC20A2 ou XPR1), ou le ligand ou récepteur du facteur de croissance
dérivé des plaquettes (PDGFB et PDGFRB) exprimés respectivement sur les cellules
endothéliales et péricytes et MYORG semble exprimé sur les astrocytes. Tout semble

donc converger vers l'unité neuro-vasculaire.
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Nous comprenons que pour appréhender la diversité clinico-radiologique et le
déterminisme génétique de ces entités complexes, une collaboration rigoureuse
multidisciplinaire entre neurologues, radiologues, généticien, bioinformaticien et

biostatisticien est primordiale.

Certaines corrélations phénotype-génotype établies et des phénotypes cliniques
reconnaissables clairs

Certaines CCP, comme la forme autosomique récessive liée aux mutations MYORG,
prennent un phénotype reconnaissable, contrairement aux formes autosomiques
dominantes. Notre étude est la premiere dans le domaine des CCP a identifier un pattern
clinique et radiologique reconnaissable, pouvant guider le clinicien dans les analyses
génétiques a demander. C'est en autre une étude sémiologique poussée, l'utilisation
d’outils comme le score de calcification total et une collaboration avec I'équipe de
biostatistique qui a permis via des Heatmap par exemple d’objectiver ce pattern
radiologique spécifique avec calcifications séveres et atteinte du tronc cérébral. Ceci
souligne l'importance d’approche collaborative transdisciplinaire. Cette étude nous
apporte ici des éléments clairs aidant dans le raisonnement diagnostique, qui sont
utilisables en pratique courante.

Dans une autre étude, l'analyse clinique, radiologique mais aussi pronostique de
certaines formes bien particulieres de microangiopathies comme les formes
inflammatoires d’AAC a permis d’intégrer ce phénotype extréme dans I'entité AAC au
sens large. Les formes inflammatoires semblent correspondre a un stade avancé d’AAC
avec charge amyloide sévere et favorisé par un déterminisme génétique avec le
génotype APOE4/4 présent chez plus de la moitié des cas. L'impact du génotype APOE
peut étre a plusieurs niveaux: clairance du peptide AP, conformation fibrillaire mais
APOE est aussi connu pour étre impliqué dans le systeme du complément et donc
pouvant moduler la neuro-inflammation. Une étude génétique dédiée a ces formes
inflammatoires = comparativement aux formes d’AAC  non-inflammatoires,
indépendamment de leur age, serait intéressante pour explorer I'hypothese d’une
combinaison d’autres facteurs de risque rares impliqués dans les mécanismes
inflammatoires, par approche voie candidate par exemple. A 'heure actuelle, tous ages
confondus, nous avons collecté au laboratoire 12 prélevements de forme inflammatoire

sans cause génétique identifiée. Cet effectif est indiscutablement insuffisant mais cette
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entité est tres rare. Une collaboration est actuellement en cours avec plusieurs services
de neurologie francais afin de constituer une série de patients AAC-ri avec données
d’imagerie (environ 80). Cette collaboration sera 'occasion de pouvoir potentiellement
élargir le nombre de prélevements de patients avec un diagnostic d’AAC-ri dans les
années a venir.

Un diagnostic différentiel majeur d’AAC-ri est la vascularite primitive des petits
vaisseaux cérébraux. La présentation radiologique est trés proche, et des mécanismes
sous-jacents communs sont possibles. Toujours dans un objectif de mieux caractériser
ces phénotypes extrémes de microangiopathie, une comparaison avec les patients
diagnostiqués vascularite primitive des petits vaisseaux confirmée par biopsie cérébrale

(cohorte prospective COVAC, n=50) est en cours.

Nouveaux marqueurs phénotypiques biologiques a évaluer ou identifier : Intérét

des biomarqueurs du LCR mais aussi plasmatiques

En dehors de certains phénotypes de microangiopathie reconnaissables détaillés ci-
dessus, les données phénotypiques disponibles ne sont pas parfois pas suffisantes pour
évoquer une entité particuliere ou un mécanisme génétique sous-jacent compte tenu
notamment de 'hétérogénéité de I'expression phénotypique. C’est le cas par exemple
des duplications du géne APP chez qui nous avons souligné une diversité clinique
majeure : Des formes hémorragiques dans 30% des cas, des formes inflammatoires
possibles et des formes cognitives « pures » avec diagnostic de MA alors que sur le plan
histologique, les dépots vasculaires y sont pourtant séveres. Sur le plan radiologique,
parmi 19 patients avec données d’IRM disponibles, seuls 14 remplissaient les criteres
modifiés de Boston. Les cas avec mutation « Hollandaise » du gene APP ((p.Glu693GIn)
servent de longue date de modele pour développer les outils radiologiques dans ’AAC
car elles sont considérées comme un modele « vasculaire pur ». Les duplications d’APP
semblent conduire a plusieurs sous-types de tableaux, certains avec une MA au premier
plan, d’autre des manifestations hémorragiques. Ce modele est complexe mais permet
cependant de soulever certains points qui n’ont pas été retrouvés en cas de mutation
Hollandaise d’APP, comme la présence de microsaignements et dépots vasculaires

profonds possibles.
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Etablir de nouveaux marqueurs diagnostiques face a une telle diversité semble
pertinent. Les biomarqueurs du LCS étaient par exemple altérés chez tous les patients
porteurs de duplication APP qui avaient bénéficié d’'une PL. Ceci apporte un élément de
réflexion important a élargir aux formes d’AAC tardives, sans diagnostic génétique

identifié.

Malgré les nouveaux criteres v2.0 de Boston qui n’ont pas intégré les biomarqueurs du
LCR, ceux-ci ont de nombreux avantages et pourraient réellement apporter un degré de
certitude diagnostique supplémentaire. Les cas de microangiopathies mixtes sont une
problématique courante, représentant jusqu'a 30% des cas avec hématome cérébral
symptomatique. Méme si les nouveaux critéres insistent sur I'exclusion du diagnostic
d’AAC en cas de microsaignements profonds, la coexistence de microsaignements
lobaires et profonds est une réalité rencontrée fréquemment chez la personne agée
hypertendue. Dans notre étude rapportant les résultats de 79 exomes chez des patients
AAC probable, nous avons finalement retenu deux diagnostics de CADASIL chez des
patients avec nombreux microsaignements lobaires et hématome lobaire. Il est ainsi
difficile de se baser uniquement sur des marqueurs radiologiques pour établir un
diagnostic. Un degré de certitude supplémentaire avec les biomarqueurs du LCS est
pertinent aussi en recherche pour les inclusions dans les études génétiques afin d’éviter
les phénocopies. Plusieurs collaborations internationales prévues ou en cours
pourraient permettre dans le futur de consolider nos premiers résultats sur les
biomarqueurs du LCS dans ’AAC
1) Dans notre étude portant sur le LCS, plus de 85% des patients avaient des
biomarqueurs Alzheimer altérés mais peut étre que d’autres biomarqueurs sont
plus spécifiques de I'’AAC et moins partagés avec la MA. Une collaboration est en
cours avec I’équipe du Pr Marcel Verbeek aux Pays-Bas (Donders Institute for
Brain, Cognition and Behaviour, Radboud) qui étudie plusieurs biomarqueurs,
principalement dans le LCS de patients MA, CAA mais aussi chez des modeles
animaux (rat) grace a une plateforme d’'immunohistochimie. Le projet reposerait
sur le dosage au sein du LCS de nos patients CAA de biomarqueurs candidats tels
que PDGFR( (comme marqueur de rupture de barriere hémato-encéphalique, lié
aux péricytes, retrouvé précédemment élevé dans le LCS de patient avec déclin

cognitif et associé a une plus grande perméabilité de la barriere selon IRM
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(dynamic contrast-enhanced DCE)(413) ou encore la lactadherine, impliquée
dans I'angiogenese ou encore les peptide solubles APPa et APPf3 (414).

Les demandes de financement sont en cours. Il serait notamment tres intéressant
de doser ces candidats au sein du LCS des 11 patients AAC probable de notre
étude qui avaient des dosages des biomarqueurs Alzheimer normaux.

Etablir des corrélations avec l'imagerie cérébrale permettrait de mieux étayer
I'apport diagnostique potentiel des biomarqueurs du LCS mais aussi de mieux
comprendre les mécanismes de leur altération. Nous n’avons pas retrouvé pour
le moment de corrélation entre le LCS et le nombre de micro-saignements ou
I'étendue de I'hémosidérose. Un nouveau marqueur radiologique a été validé
dans la derniére version v2.0 des critéres révisés de Boston, publiée en aoiit
2022 : les espaces périvasculaires dilatés des centres semi-ovales. Ils sont
considérés comme un reflet de défaut de clairance périvasculaire, et donc du
peptide AB. Un travail ciblé sur la corrélation entre les biomarqueurs dosés chez
nos patients et ce marqueur radiologique est en cours griace a une analyse
radiologique centralisée (Dr Andreas Charidimou, Massachusetts General
Hospital Stroke Research Center, Harvard Medical School, Boston et le Dr
Grégoire Boulouis, neuroradiologue au CHU de Tours).

Face au caractere invasif de la PL, plusieurs équipes travaillent au
développement de marqueurs plasmatiques dans I’AAC. Une premiere étape
serait encore une fois de se concentrer sur des formes d’AAC certaine, héréditaire
pour pouvoir les identifier et ensuite tacher d’élargir ces découvertes au plus
grand nombre. Dans ce contexte, nous avons débuté une collaboration avec
I’équipe du Pr Henrik Zetterberg (Université de Gothenburg, Suede) avec envoi
de prélevements sanguins de certains patients porteurs de mutation ponctuelle
et duplication APP mais aussi du patient avec triplication APP. La majeure

limitation ici est le faible nombre de prélevements en plasma frais congelé.



Poursuite de la caractérisation moléculaire de I’AAC et recherche de nouveaux

mécanismes génétiques causaux

Pour répondre des nombreux cas d’AAC sans diagnostic génétique et notamment des cas
de survenue tres précoce (avant 50 ans), '’hypothése pourrait étre une combinaison de
facteurs de risque génétiques rares mais aussi un déterminisme Mendélien.

La mise en évidence de nouveaux genes causaux en cas de forme précoce est une étape
importante, pouvant modifier nos pratiques en termes de conseil génétique. Pour cela,
nous envisageons des analyses en trio ou intrafamiliale. Par ailleurs, la recherche de
facteurs de susceptibilité génétique (et non pas mutation causale) faite initialement au
sein des formes d’AAC précoces (<65 ans) pourrait a terme s’appliquer aux formes plus

fréquentes de survenue tardive.

1) Analyse en trio

Jusqu’a présent, seuls des genes intervenant au sein de la cascade amyloide ont
été impliqués dans ’AAC: le géne APP code pour le peptide AB ; APOE intervient
dans la clairance de ce peptide et les potentiels autres facteurs de susceptibilité
identifiés dans notre étude d’exome semblent également jouer un rdle dans la
clairance d’ Af via les transporteurs de la famille ATP-binding cassette (ABCA1 et
ABCA7) ou le systeme microglial. On peut également émettre ’hypothése d'une
implication de genes intervenant sur une toute autre voie. Il a été abordé par
exemple dans lintroduction les dysfonctionnement endothéliaux dans la
physiopathologie de I'AAC, pouvant survenir de fagon treés précoce dans le
développement de la maladie, voire méme avant l'apparition des plaques
amyloides. Néanmoins, rechercher de nouveaux genes, sans aucun a priori sur
leur fonction ou la voie impliquée, au sein d'une population de relativement petit
effectif semble complexe. Les AAC jeunes sont principalement d’allure
sporadique, sans contexte familial d’hématomes lobaires ou de troubles cognitifs.
Dans ces cas-la, 'hypotheése de la contribution de variants exoniques de novo est a
envisager ; c’est a dire un mécanisme autosomique dominant ou récessif (mais
d’exploration plus complexe) mais apparu entre deux générations expliquant le
caractére sporadique. Le séquencage d’exomes en trio consiste a séquencer un
individu atteint et ses deux parents non malades, a la recherche d’'une mutation

de novo. On filtre alors les variants rares hérités des parents pour ne conserver
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que les variants propres au cas index. En moyenne, chaque individu n’est porteur
que de quelques variants exoniques de novo seulement : Le taux de mutation de
novo par individu et par exome est de I'ordre de 1 a 1,5(415). Du fait de ce faible
nombre, leur identification et I'analyse ultérieure de leur potentielle
pathogénicité est plus simple. Cette stratégie est utilisée face a un cas sporadique
d’'une maladie rare mais aussi face a des cas de « phénotypes extrémes » de
maladies plus fréquentes, comme un age de début trés précoce d’AAC par
exemple (avant 50 ans). Chez les MA jeunes non autosomiques dominantes par
exemple, il existe aussi une majorité de formes sporadiques. Leur étude par
séquencage d’exomes de trios, réalisé au laboratoire ces dernieres années, a
permis d’identifier de nouveaux genes candidats tels que VPS35, et MARK4 (359)

Nous avons pu recruter au laboratoire ces 3 dernieres années quatre trios d’AAC.
Ces 4 cas index répondent aux criteres suivants : Diagnostic d’AAC probable selon
les criteres révisés de Boston (en dehors de I'age) et parents vivants non atteints
(absence de symptomes évocateurs d’AAC ou de MA), en 'absence d’antécédents
familiaux d’hématome lobaire ou de démence au premier et deuxieme degré.
Malheureusement, nous ne disposons pas d’IRM cérébrale pour certifier
I'absence de microsaignements ou hémosidérose asymptomatique chez les
parents. Cependant, au vu de I'Age avancé des parents des 4 cas index, de
I'absence de troubles cognitifs ou de tout événement neurologique
hémorragique, nous les avons considérés comme non atteints. Ceci est tout de
méme une limite de notre approche. L’analyse des variants identifiés apres
application de nos filtres est en cours et les efforts de recrutement de trio se
poursuivent. Chaque trio peut étre déterminant et interprété de facon tout a fait
autonome. Ce recrutement est cependant difficile du fait des ages des cas index,

avec nombreux parents décédés.

Analyse intrafamiliale

Une approche comparative intrafamiliale avec recherche directe d’'un variant
causal par co-ségrégation serait également cruciale pour identifier de nouveaux
genes mais a 'heure actuelle, nous n’avons pas pu réaliser de séquengage de
plusieurs individus d’'une méme famille. L'effort de recrutement de grandes

familles AAC doit se poursuivre.



3) Mise en évidence de facteurs de risque par test d’association
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L’hypothese polygénique avec combinaison de facteurs de risque rares a effet
faible a modeste, voire des mécanismes de pénétrance incomplete, pourrait étre
la réponse expliquant ou contribuant a ’'AAC quel que soit I'dge. Notre stratégie
consiste donc tout d’abord a rechercher la présence de ces facteurs de risque
génétiques au sein d’'une population d’AAC précoce, étant donné qu’'un certain
déterminisme génétique est particulierement suspecté. L’avantage est ainsi de
nous soustraire de certains autres facteurs liés au vieillissement notamment sur
la paroi vasculaire. Si cette premiere étape est validée, la recherche de ces

facteurs pourra se faire au sein de I'’ensemble des AAC (Figure 22).

Figure 22 - Identification de facteurs de risque dans I’AAC : des formes précoces

a I'application aux formes tardives
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Notre premiere étude d’'exome a comporté un nombre insuffisant de
prélevements pour mener un test d’association de type Burden Test. Pour
répondre a cela, le projet GENERALITYZ repose sur un recrutement prospectif
sur 3 ans d’AAC précoce (<65 ans), avec ou sans antécédent familial, au sein de
10 centres francais. L'objectif est d’inclure 100 patients et de pouvoir mener ce

test d’association et évaluer tout d’abord le poids des variants rares déja



identifiés dans la MA, ie. SORL1, TREM2, ABCA1l, ABCA7 et ATP8B4 dans
I’AAC(409). Le financement (50000 euros) est déja obtenu grace la Fondation
pour la Recherche sur les AVC; la demande d’accord d’'un CPP catégorie 3 est en
cours. Le recueil prospectif de données de suivi et notamment récurrence
hémorragique la premiére année apres l'inclusion du patient est prévu de facon a
pouvoir rechercher des corrélations entre la présence de ces variants rares et le

pronostic.

Ces différentes approches sont assez novatrices dans '’AAC et la diffusion de nos
travaux au sein de la communauté scientifique et neurologique nous permettra
certainement de recruter progressivement au sein de I'ensemble des centres sur le
territoire.

La question de la validité de notre stratégie d’étudier les phénotypes extrémes ou cas
familiaux pour extrapoler par la suite aux formes sporadiques tardives peut cependant
étre soulevée. En effet, notre étude phénotypique comparant I'imagerie des duplications
APP et les formes sporadiques par exemple ainsi que les études histologiques comparant
les patients porteurs de duplication, de mutation ponctuelle d’APP et des cas
sporadiques tardifs (262) tendent a montrer des sous-types d’AAC différents. Si ’AAC du
sujet jeune correspond finalement a une autre entité que chez le sujet agé, les
conclusions découlant de nos travaux sur les formes précoces pourraient ne pas étre
applicables au plus grand nombre. Cette stratégie nous semble cependant pertinente.
Elle a déja été d’ailleurs utilisée dans le développement de marqueurs radiologiques de
I’AAC tardive pour établir les critéres de Boston, qui ont découlés d’étude de patients
porteurs de mutation APP de type Hollandaise. Nous pouvons aussi évoquer ce qui est
réalisé dans le cadre de la MA. Une cohorte internationale DIAN, mise en place au niveau
mondial par la Washington University, Saint-Louis, USA, avec suivi longitudinal de
familles porteuses de mutations causales de MA (au sein des genes PSEN1, PSENZ ou
APP) inclut des patients symptomatiques mais aussi des patients porteurs de mutations
et asymptomatiques. Dans ces cas, la pénétrance clinique de ces mutations est complete,
de méme que la prédictibilité de I'dge de début des symptomes d'une génération a
I'autre. Des lors, plusieurs essais thérapeutiques actuellement a la recherche de
traitement préventif (anticorps anti-Af3 principalement) se basent sur ces patients

porteurs de mutations dont on sait qu’ils vont développer la maladie mais qui ne
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présentent pas encore de symptomes. Si cette stratégie est efficace, elle pourrait étre

ensuite élargie a une population a risque plus large.

Nos approches d’étude génétique reposent sur le whole exome sequencing et pourraient
nous permettre de répondre a cet objectif mais nous pourrions manquer la détection de
certaines anomalies génomiques pertinentes comme la détection de variants dans les
régions non codantes, ou les expansions nucléotidiques. Les mutations 3'UTR
découvertes dans ’AAC sont l'illustration de possibles implications de mutations non
codantes (250). Ainsi, le recours au whole genome sequencing parait pertinent mais
souléve naturellement des problématiques techniques, logistiques et d’identification
d’un signal pertinent. De méme, un grand nombre de cas de CCP restent sans diagnostic
génétique. Le Plan Médecine France Génomique 2025 permet dans le cadre des CCP
(comme dans certaines autres pathologies) sans anomalie de SCL20A2 et PDGFB, de
réaliser un génome dans la démarche diagnostique. Ceci pourrait certainement dans les
années a venir enrichir nos connaissances sur le déterminisme génétique des CCP avec

identification de mutations dans les régions non codantes.

Identification de modulateurs génétique d’expression clinique dans des formes au

phénotype tres variable

1) Facteurs génétique « modificateur d’expression » fréquents: intérét des puces de
GWAS
Nous avons montré dans deux de nos études que des formes a déterminisme
génétique par duplication et triplication APP sont responsables de phénotypes
tres variables. Notre étude regroupant une grande série de duplication a permis
d’explorer l'impact des genes environnants APP. Ceux-ci ne semblent pas
impliqués dans la modulation de I'’expression phénotypique. D’autres
modulateurs pourraient se situer soit sur le chromosome 21 et plus a distance
d’APP, soit méme en dehors du chromosome 21, notamment certains facteurs de
risque plus fréquents. Plusieurs préléevements de nos patients duplication du

gene APP (n = 30) ont été envoyés pour réaliser des puces de GWAS pour
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explorer les « hits» mis en évidence dans la MA dans un premier temps mais il
sera également intéressant de regarder ceux de l'’étude récente en GWAS

focalisée sur une population avec microsaignements cérébraux (342)

2) Identification de facteurs « d’expression » rares : Test d’association génétique
Nous recherchons dans le projet GENERALITY2 des facteurs de risque rares de
développer une AAC. On pourrait également envisager que certains variants
rares ne soient pas impliqués dans le développement de la maladie mais dans son
expression clinique. Un exemple concret est le génotype APOEe2 dans ’AAC qui
ne favorise pas les dépots vasculaires AB (contrairement a 1'APOEe€4) mais
favoriserait plutdt I'hémorragie a partir de vaisseaux sanguins déja chargés d' A{.
Pour cette stratégie, I'approche sera comparative selon la modalité phénotypique
mais présente comme limite majeure de disposer d'un nombre trés important de
patients.

Dans les CPP, compte tenu d'une expressivité clinique tres variable avec plus d'un
tiers des patients porteurs d’'une mutation causale, asymptomatiques, il pourrait
aussi exister des facteurs encore inconnus mais a méme de moduler I'expression
clinique. Quels sont ceux qui pourraient contribuer au fait qu’'un patient devienne
symptomatique plutot qu'un autre ? S’agit-il de facteurs environnementaux ou
génétique ? La série francaise de CCP collectée actuellement au laboratoire de
génétique de Rouen comporte pres de 300 patients, dont la moitié avec un
diagnostic génétique. Parmi eux, la proportion de patients asymptomatiques se
rapproche de 40%. Nous discutons actuellement de rechercher des facteurs
«d’expression» chez ces patients porteurs de mutations causales

symptomatiques comparativement aux non symptomatiques.

Cette identification de facteurs de risque génétique impose des réflexions sur le plan
éthique. En l'absence de traitement de précision basé sur la génétique et de schéma
préventif spécifique, le principal impact du diagnostic génétique dans ’AAC et les CCP
reste le conseil génétique. Celui-ci s’applique aux genes mendéliens mais pas aux
facteurs de risque a ce jour. Il ne peut pour l'instant étre envisageable de rendre un
statut de porteur de ces facteurs de susceptibilité. En revanche, leur étude est riche

d’enseignement sur les mécanismes potentiellement en cause. Ils permettent aussi a
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terme, avec un nombre suffisant de patients, d’établir des courbes de risque tout au long
de la vie, étape préalable nécessaire avant d’envisager une stratégie de prévention

médicamenteuse.

Des mécanismes génétiques aux mécanismes cellulaires : développement d’'IPSC

Plusieurs études en biologie cellulaire se sont basées sur des cellules souches
pluripotentes induites (iPSC pour induced pluripotents stem cells) a partir de
fibroblastes, le plus souvent obtenus par biopsie cutanée de patients porteurs de
mutation causale. Un modele d’IPSC a été développé dans I’AAC a partir d’'une biopsie
cutanée de patient porteur de mutation APP de type Hollandaise par exemple (416). Il
est possible ensuite de reprogrammer en culture cellulaire ces IPSC en neurones
différenciés ou cellules endothéliales par exemple. L'intérét est ici de travailler avec des
neurones ou cellules endothéliales vivants et porteurs de la mutation causale. Ces
modeles plus proches de la situation physiopathologique réelle permettent de
décomposer un modele cellulaire spécifiquement secondaire a 'anomalie génétique.
Ces techniques sont maitrisées par I'équipe du laboratoire de génétique du CHU de
Rouen (Dr L. Miguel) et appliquées notamment dans la MA(417)(418)(419)(420). Elles
pourraient étre appliquées dans I’AAC afin d’étudier par exemple les étapes induisant la
sécrétion du peptide APP jusqu’a son agrégation extracellulaire ou sa clairance mais
aussi les phénomeénes de dysfonction endothéliale et surtout leurs étapes
chronologiques. En outre, un modéle récemment mis au point de barriere hémato-
encéphalique in vitro a partir d'IPSC (421) a permis de montrer un impact de I'isoforme
APOE4 sur le fonctionnement des péricytes par exemple. Un autre modele se basant sur
des cellules endothéliales, encore une fois obtenues a partir d'IPSC, permet I'évaluation
de I'action directe du peptide A sur la perméabilité de la barriere (422).

Une question primordiale est de savoir si les formes sporadiques tardives d’AAC
découlent des mémes mécanismes que les formes d’AAC plus précoces, pour lesquelles
un déterminisme génétique est plus fortement suspecté. Ainsi, I'étude comparative
d’IPSC issues de patients AAC sporadique tardive et de patients AAC plus précoce liée a
une mutation causale serait pertinente. A I’heure actuelle, un premier projet pourrait se
baser sur les fibroblastes qui ont été obtenus par biopsie cutanée du patient porteur de
triplication APP. Des biopsies cutanées chez certains patients vivants porteurs de

duplication identifiée récemment sont en cours.
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11. CONCLUSION

L’AAC tout comme les CCP, sont des entités complexes a appréhender, regroupant
comme nous l'avons montré, plusieurs sous-entités découlant de mécanismes sous-
jacents différents. Il est donc primordial pour étudier ces conditions pathologiques
d’identifier le maximum de caractéristiques phénotypiques propres ou spécifiques a la
fois sur le plan clinique mais également radiologique ou dans les fluides biologiques. Les
biomarqueurs, quel que soit leur modalité, offrent un niveau de certitude bien souvent
pertinent pour développer les investigations en recherche, a I'instar de ce qui a été
possible dans la maladie d’Alzheimer. Une collaboration pluridisciplinaire est des lors
nécessaire pour permettre un diagnostic de précision précoce, objectiver un signal
pertinent vis-a-vis de nouveaux marqueurs ou nouvelles voies physiopathologiques ou
génétiques. En effet, ces entités sont sous-tendues par un certain déterminisme
génétique, que ce soit par mécanisme Mendélien ou bien polygénique avec intervention
de facteurs de risque plus ou moins rares et ayant un impact fonctionnel. Nous sommes
convaincus qu’il existe certainement de nouveaux geénes a découvrir mais les études
futures porteront également sur l'analyse de la charge potentielle de ces facteurs de
risque (notamment rares a fort effet) sur la survenue de la maladie et la présentation
clinique. A l'avenement des thérapies géniques, des stratégies de prévention
thérapeutique pourraient recourir des lors a l'utilisation d'un score polygénique
comprenant obligatoirement I'ensemble des variants rares et fréquents jusqu’a présent
connus pour tenir compte de I'ensemble du spectre génétique. Cette stratégie permettra
alors d’identifier une population a risque de développer une microangiopathie et
d’adapter la prise en charge en conséquence en cohérence avec une médecine de

précision
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Sir,

In their letter, Ferreira and Oliveira (2019) report a novel
protein-truncating homozygous variant in the MYORG
gene in a Brazilian patient with primary familial brain cal-
cification (PFBC), born to consanguineous parents. This
gene was reported recently as the first PFBC-causative
gene with autosomal recessive inheritance (Yao et al.,
2018). In a recent issue of Brain, we reported the pheno-
type associated with bi-allelic likely pathogenic or patho-
genic MYORG variants in 16 French patients from 11
families (Grangeon et al., 2019). After in-depth analysis
of medical flow charts, brain CT scans and MRI of these
patients as compared to 102 PFBC patients with a likely
pathogenic or pathogenic variant in one of the autosomal
dominant PFBC genes (AD-PFBC, i.e. carrying variants in
SLC20A2, PDGFRB, PDGFB or XPR1), we showed that
MYORG bi-allelic mutation carriers exhibited a distinct
phenotype with three major features. First, they primarily
suffered from motor symptoms (cerebellar, pyramidal, aki-
netic-hypertonic), with dysarthria being the most common
presenting symptom, and showed a high clinical penetrance
with 15/16 patients being symptomatic, the 16th patient
being the youngest. Second, they exhibited the most
severe calcification pattern, which possibly spared the cau-
date nuclei and encompassed the brainstem in 80% of the
patients. Indeed, PFBC is characterized by the presence of
calcifications affecting at least both lenticular nuclei
(Nicolas et al., 2013); patients often exhibit more extensive
calcifications typically encompassing the caudate nuclei, the

thalamus, the cerebellar hemispheres (centred on the den-
tate nuclei), but also the vermis and/or the cerebral cortex
in some PFGFB, SLC20A2 and XPR1 mutation carriers
(Nicolas et al., 2013, 2015; Grangeon et al, 2019).
Strikingly, we observed calcifications in the brainstem in
only 3/102 patients with AD-PFBC. In all three cases,
they were restricted to the mesencephalon and were rated
as faint. Among MYORG patients, however, 12/15 showed
brainstem calcifications and, even more strikingly, eight of
them showed pontine calcifications as compared to none of
the 102 AD-PFBC patients, highlighting the high specificity
of this radiological sign (Fig. 1B). Third and last, MYORG
patients exhibited a diverse degree of cerebellar atrophy
of the vermis and antero- superior hemispheric lobes
(Fig. 1C).

The novel case identified by Ferreira and Oliveira recapi-
tulates all three features, further confirming the high speci-
ficity of this triad for MYORG bi-allelic mutations. We
assessed the presence of these symptoms in the 49 cases
from 27 families reported so far, including our own
report (Yao et al., 2018; Arkadir et al., 2019; Ferreira
and Oliveira, 2019; Forouhideh et al., 2019; Grangeon
et al., 2019; Peng et al., 2019; Ramos et al., 2019).
Depending on the availability of the information in the
respective articles, these reports confirm the following:

(i) A high clinical penetrance with only 8/49 (16.3%) considered
asymptomatic. The age at last examination of asymptomatic bi-
allelic MYORG mutation carriers ranged from 28 to 53 years
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Figure | Summary of the major criteria supporting the existence of a bi-allelic MYORG mutation in a patient with basal
ganglia calcifications and a normal phosphocalcic metabolism assessment. (A) Typical clinical course: progressive motor impairment

starting from 20 to 60 years and marked by slurred speech and/or other motor symptoms among cerebellar syndrome, pyramidal signs, and
akinetic-hypertonic syndrome. (B) Presence of extensive brain calcifications encompassing the brainstem, more specifically the pons (bottom).
(C) Presence of cerebellar atrophy, more specifically in the vermis (bottom) and the antero- superior hemispheric lobes (top). (D) Patient born to

consanguineous parents. We suggest that patients with basal ganglia calcifications, a normal phosphocalcic assessment and at least two of these
four criteria should be proposed for genetic screening targeting primarily MYORG. In addition, we propose that the presence of at least two of
the first three criteria (A—C) may support the pathogenicity of an ultra-rare coding, predicted damaging variant of unknown significance in
MYORG, either if carried in the homozygous state or if in trans with a likely pathogenic variant. The absence of one or more of these three
criteria, however, is not sufficient to rule out the pathogenicity of MYORG variants.

and the oldest age at clinical onset was 62 among symptomatic
patients.

(i) An overrepresentation of motor impairment with all but one
symptomatic patients showing at least one motor symptom;
the single symptomatic patient with no motor symptom was
aged 19 and suffered from psychosis and epilepsy.

(iii) A high specificity of pontine calcifications with at least 25
patients showing calcifications in the brainstem, judging from
the information provided in the main text, tables or available
images, including 16 patients with clear pontine calcifications.

(iv) The presence of cerebellar atrophy, appearing clearly in the
patients from our study (Grangeon et al., 2019) and in the
letter by Ferreira and Oliveira (2019).

We can assume that additional patients, among those
reported, eventually exhibit brainstem calcifications and/or
cerebellar atrophy but that all images were not available to
the authors or these features were not specifically assessed.
Indeed, it is hard to judge on the presence or absence of
cerebellar atrophy affecting the vermis and/or antero-super-
ior lobes of the cerebellar hemispheres in transversal slides
centered on the pons.

Overall, we consider that the novel reports on MYORG
patients including the one by Ferreira and Oliveira confirm
that MYORG screening should be proposed in the presence
of basal ganglia calcifications, a normal phosphocalcic

metabolism assessment and at least two of the following
suggestive features (Fig. 1): (i) a progressive motor impair-
ment (cerebellar and/or pyramidal and/or akinetic-hyper-
tonic) during mid-adulthood, the presence of slurred
speech as a presenting symptom being highly suggestive;
(ii) extensive calcifications encompassing the brainstem
and more specifically the pons as better assessed on CT
scan; (iii) cerebellar atrophy, affecting in particular the
vermis and/or the antero-superior lobes of the hemispheres
as better assessed on sagittal view of MRI; and (iv) a his-
tory of consanguinity. Of note, none of these features is
mandatory. This includes the presence of compound het-
erozygous mutations in non-consanguineous families. In
addition, we may expect a broader phenotypic spectrum
in other patients, including psychiatric symptoms and cog-
nitive impairment, isolated or in addition to motor symp-
toms, and a less severe calcification pattern. Therefore,
MYORG screening is not to be ruled out in the absence
of one or several of the above-mentioned features. Further
studies will indeed be necessary to assess the whole pheno-
typic spectrum and conclude on possible genotype-pheno-
type correlations.

In the current era of medical genomics, the interpretation
of rare variants remains one of the main challenges. Up to
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now, MYORG (likely) pathogenic variants ever reported
were either protein truncating, i.e. introducing a premature
stop codon through nonsense single nucleotide sub-
stitutions or frameshift insertions or deletions (indels), or
non-truncating variants, i.e. missense single nucleotide sub-
stitutions and in-frame indels. Functional analyses are
required to better understand the consequences of these
mutations on protein function and how they result in
brain microvascular calcifications and neurological
dysfunction.

The category of truncating variants appears quite easy to
interpret as they all result in premature stop codons. Of
note, the Refseq transcripts NM_020702.4 or
NM_020702.5 both include a common nonsense variant
in position c.69, p.23, identified in around 20% of the
individuals from the gnomAD v2.1 database. This codon
even used to appear as TAG, a stop codon, on the reference
human genome build GRCh37. This position has been cor-
rected as TAC in the newest version of the genome, build
GRCh38, as TAC is the major allele. Nevertheless, this
position is still polymorphic as a stop codon, TAG, in
20% of individuals on average, with a probable use of
an alternate in-frame start codon at position p.35 of the
same transcript. This alternate start corresponds to the
ENST00000297625.7 transcript, (GRCh37). Hence, only
premature stop codons introducing variants downstream
from the genomic position chr9:34,372,836 (GRCh37)
[chr9: chr9:34,372,838 (GRCh38)] should be considered
as putatively pathogenic.

In addition, in-frame indels and missense variants are
clearly more difficult to interpret than truncating variants,
among those that were never reported in patients before.
Interpretation remains based on the ACMG-AMP recom-
mendations (Richards et al., 2015) but some proportion of
variants may remain of unknown significance. We believe
that the presence of a typical phenotype (presence of at
least two of three clinical features among a typical progres-
sive motor impairment, brainstem calcifications, and cere-
bellar atrophy (Fig. 1A-C), may help to reclassify a variant
of unknown significance as a likely pathogenic variant.

Ferreira and Oliveira report the presence of additional,
extra-neurological features in their novel patient, including
drusens, polyneuropathy, and autoimmune thyroiditis.
Additional patients will be required to assess the assump-
tion that some of these features might be caused by the
MYORG homozygous mutation. Indeed, Hashimoto thyr-
oiditis is a common disorder that is neither classically asso-
ciated with brain calcification nor is it an argument against
PFBC genetic screening, similar to other thyroid hormone
imbalances, as long as the phosphocalcic metabolism
assessment is normal. Caution may also be needed regard-
ing the optic drusens considering their frequency in several
ocular diseases. Further reports will be necessary to estab-
lish a putative link with ocular calcifications, as suggested
by Ferreira and Oliveira. In addition, we can hypothesize
that other, undiagnosed or unknown, genetic or non-
genetic conditions may be present in this patient.

BRAIN 2019: 142; 1-3 | e52

Finally, this additional patient recapitulates the novel
syndrome recently characterized in MYORG bi-allelic
mutation carriers and highlights the need of a careful and
systematic clinical, CT and MRI screening in patients with
brain calcifications. This novel syndrome may be consid-
ered as a calcifying form of complex spinocerebellar
ataxia. The identification of a MYORG bi-allelic mutation
may be of major importance for a patient and his/her
family, given (i) the apparently more severe clinical presen-
tation than in AD-PFBC patients, possibly leading to motor
disability with a high penetrance by the age of 60; and
(ii) the radically different genetic counselling.
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Data sharing is not applicable to this article as no new data
were created or analysed in this study.
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Sir,

We read with great interest the letter by Saranza et al.
(2020) on a new case with a homozygous pathogenic variant
in the MYORG gene. The authors report the remarkable
medical history and phenotypic description of a young fe-
male diagnosed with autosomal recessive primary familial
brain calcification (AR-PFBC) with first symptoms noticed
at age 8 years. This makes this case the youngest clinical ex-
pression of this recently described disorder to date.
Interestingly, the clinical presentation was rather atypical as
she presented with paroxysmal kinesigenic dyskinesia that
was reported to be mildly disabling until last examination at
age 36 years. In our series, all but one patient were symp-
tomatic, with an age of clinical onset ranging from 21 to 62
years (Grangeon et al., 2019). Symptoms were mainly motor
with dysarthria, cerebellar syndrome, pyramidal tract im-
pairment, and parkinsonism being prominent. Patients’ phe-
notypes were progressively worsening and could be
associated with some degree of disability although our study
was retrospective, and disability or quality of life were not
measured. Notably, the only asymptomatic bi-allelic muta-
tion carrier in our series was the youngest, aged 28 at last
evaluation. Other bi-allelic mutation carriers reported to be
asymptomatic in the literature were also among the youngest
(Nicolas et al, 2019). Although the case reported by
Saranza et al. did not exhibit the typical clinical course that
we previously described, follow-up remains important in this
young patient. Indeed, to date, the majority of patients

having reached the age of 62—if not all—showed motor
signs from the above-mentioned spectrum. However, as we
are at an early stage of the description of this new entity,
one should remain cautious with clinical progression predic-
tion in a clinical setting, as other symptoms may be more
prominent in a minority of patients, including the symptoms
more classically associated with autosomal dominant forms,
such as cognitive impairment and psychiatric presentations,
or even incomplete clinical expression as in many genetic
disorders.

In the report by Saranza et al., a previously described mis-
sense variant was identified, which was carried at the homo-
zygous state in this new patient. Rare variants in the
MYORG gene can be difficult to interpret. This gene con-
tains a single coding exon and a 5 UTR first exon.
Mutations reported to date are premature stop codon-intro-
ducing mutations (nonsense, frameshift indels), in-frame
indels, and missense substitutions. The last two categories of
variants are more difficult to interpret and to differentiate
from rare neutral variations. Here, the recurrence of this
missense ¢.1831C>T, p.(Arg611Trp) variant both at the
compound heterozygous (Grangeon et al., 2019; Chen et al.,
2020) and at the homozygous (Saranza et al., 2020) states
further confirms the pathogenicity of this variant in a reces-
sive context.

Another remarkable feature of this new case is the report
of placental calcifications, as observed following two preg-
nancies. Despite ubiquitous expression of all PFBC genes
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and evidence for extra-cerebral abnormalities in PFBC
mouse models, such clinical features are far from being reca-
pitulated in humans (Borges-Medeiros et al., 2019). We pre-
viously reported some degree of microcalcification in skin
biopsies of a PDGFRB and an XPRI mutation carrier,
which were not clinically detectable (Nicolas et al., 2017).
We also investigated bones in humans carrying SLC20A2
mutations in a retrospective study and found a suggestive
subclinical bone impairment (Beck-Cormier et al., 2019), al-
though this remains to be confirmed in further studies.
Placental calcifications have not been reported in humans
with PFBC before, to our knowledge. As reminded by
Saranza and colleagues, SLC20A2 and PDGFRB mouse
models can exhibit placental alterations (Bjarnegard et al.,
2004; Wallingford et al., 2016) including calcifications in
the SIc20a2 knockout model (Wallingford et al., 2016). In
addition, in Xprl-deficient mice, decreased inorganic phos-
phate levels were recently reported in the amniotic fluid and
in the serum of foetuses, together with placental calcification
(Xu et al., 2020). MYORG appears to be expressed in the
placenta, at the RNA level, given the data from the Human
Protein Atlas (www.proteinatlas.org/ENSG00000164976-
MYORG, accessed February 2020) (Uhlen er al., 2015).
However, paradoxically, there was no detection of the pro-
tein in placenta using a specific antibody targeting the C-ter-
minal region of the ENSP00000297625.9 protein
(corresponding to transcript ENST00000297625.7) in the
same database. This is then an interesting topic for further
research, as well as assessing the degree of miscarriage and
infertility in female bi-allelic MYOR G mutation carriers.
Saranza et al. also investigated the presence of brain calci-
fications in one of the parents of the proband. Indeed, we
previously reported three heterozygous carriers of likely
pathogenic variants—all fathers of affected probands—who
carried pallido-dentate calcifications (Grangeon et al., 2019).
The extension of calcifications was clearly considered as ab-
normal although such calcifications remained much less ex-
tensive than in probands carrying bi-allelic variants.
Recently, Chen et al. (2020) reported additional heterozy-
gous carriers with similar patterns of brain calcifications or
smaller, including a heterozygous carrier of the same
c.1831C>T, p.(Arg611Trp) variant as the one identified by
Saranza and colleagues, this time with no calcification on
CT from the single parent with available images (Saranza
et al., 2020). Hence, and given additional discordant images
from parents with a same heterozygous pathogenic variant,
this radiological expression in heterozygotes does not appear
to be mutation-specific (Grangeon et al., 2019; Chen et al.,
2020). To date, no heterozygous carrier was considered as
symptomatic, although some of them exhibited symptoms
that could not be clearly attributed to brain calcifications.
Hence, the role of these variants in the development of brain
calcification when carried at a heterozygous state remains to

Letter to the Editor

be clarified, as well as modifiers of the expression. Finally,
the identification of such a heterozygous variant in a patient
should be confronted to the clinical and additional radio-
logical features (Nicolas et al., 2019).

In conclusion, this case further highlights the importance
to report rare or atypical phenotypes of patients with rare
diseases.

Data availability

Data sharing is not applicable to this article as no new data
were created or analysed in this study.
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ABSTRACT:

Objectives: Statins have been associated with an increased risk of spontaneous intracerebral
hemorrhage (ICH) but without dedicated study in cerebral amyloid angiopathy (CAA). We
aimed to evaluate the radiological and clinical impact of previous statin treatment in a CAA
population during a first lobar ICH event.

Materials and methods: We retrospectively included all patients meeting the modified
Boston criteria for probable or definite CAA and admitted for a first lobar ICH between 2010
and 2021 at Rouen University Hospital. Patients were classified as having previous statin
treatment or not. We compared the ICH volume, the number of associated microbleeds and
cortical superficial siderosis (CSS) according to previous statin treatment or not. We also
compared patients’ outcomes based on the modified Rankin scale at three months and ICH
recurrence during the follow-up period.

Results: We included 99 patients, 27 of whom had statin treatment previous to their ICH. The
ICH volume and the number of microbleeds did not differ between groups. Disseminated CSS
was initially more frequent in the statin group (88% vs. 57%; p=0.019) but this was no longer
significant after adjustment for antiplatelet treatment (p=0.17). The long-term outcome was
similar between the two groups with no increased risk of ICH recurrence in the statin treated
group (29.63% vs 23.61%, p=0.54).

Conclusions: Statin treatment was not associated with more severe hemorrhagic lesions in
CAA in terms of ICH volume or number of microbleeds, but a trend for increased

disseminated CSS was highlighted, which will require further larger studies.



INTRODUCTION:

Cerebral amyloid angiopathy (CAA) is a severe disease, mainly occurring in the elderly and
characterized by deposits of AP peptide in the walls of cortical and leptomeningeal vessels
leading to spontaneous intracerebral hemorrhage (ICH). The main risk factors are age and
APOE genotype[1] [2]. The diagnosis of CAA is definite after pathological examination but
may be clinically probable or possible according to modified Boston criteria, based on the
presence of lobar ICH, microbleeds (CMB) and/or cortical superficial siderosis (CSS) on
Magnetic Resonance Imaging (MRI)[3]. In the absence of curative treatment, the management
of risk factors, such as hypertension or hypercholesterolemia, is crucial.

However, concerns have been raised about statins and an increased risk of cerebral bleeding.
Indeed, several studies and notably the post hoc analysis of the Stroke Prevention by
Aggressive Reduction in Cholesterol Levels (SPARCL)[4] aimed to evaluate the effect of
atorvastatin 80 mg on secondary prevention of stroke or transient ischemic attack (TTA) and
showed a potential association between statin use and the risk of hemorrhagic stroke. The risk
of recurrent hemorrhagic stroke during follow-up was found to be >5.5-fold higher with
atorvastatin treatment than placebo[5]. Although patients with initial hemorrhagic stroke
represented only 2% of the SPARCL trial, a Markov decision model recommended avoiding
statins in patients with previous ICH, especially in those with previous lobar ICH[6].

Since then, in contrast with the findings of the SPARCL trial, the vast majority of statin trials
have failed to demonstrate an association between hemorrhagic stroke and statins[7] and
rather showed beneficial effects. Indeed, several ICH mouse models showed improved
neurologic function, reduced cerebral edema, increased angiogenesis and neurogenesis,
accelerated hematoma resolution, and decreased inflammatory cell infiltration in case of statin
use[8]. Moreover, further clinical studies investigating the link between statins and ICH
outcome showed improved ICH outcome in statin users[9] [10] [11] [12]. Nevertheless, all
these studies were performed in heterogeneous populations, with a medical history of
ischemic or hemorrhagic stroke of all causes, regardless of the ICH location (deep and lobar
ICH).

The mechanism by which statins may increase the risk of ICH remains unknown. A
correlation between lower cholesterol levels and increased incidence of hemorrhagic stroke
has been suggested by several previous epidemiologic studies, although more recent studies
have not found such a relationship[5] [13] [14]. Inhibition of platelet activity and the

coagulation cascade, the so called pleiotropic effects of statins are other postulated



mechanisms for hemorrhagic stroke[15] [16]. Finally, statins may also indirectly interfere
with APOE function. Indeed, A clearance is dependent on the lipidation status of APOE and
cellular cholesterol levels[17] [18]. Therefore, a dedicated study in a CAA population seems
of practical interest, given the relationship between statins, APOE and AP clearance.

We aimed to assess the radiological and clinical impact of previous statin treatment on
hemorrhagic markers (volume of ICH, number of CMB, presence and dissemination of CSS)

in a CAA population during a first lobar ICH event.



METHODS:

Study design and participants:

A retrospective study was conducted between 2010 and 2021 at Rouen University Hospital,
France. All consecutive adult patients admitted for a first spontaneous lobar ICH meeting the
revised Boston criteria[19] for probable or definite CAA on MRI were included. In order to
constitute a series with homogeneous disease duration, patients with an already known
diagnosis of CAA were excluded (n=21). We retrieved from medical charts, baseline clinical
and demographic data, medication use at admission (antiplatelet agents, anticoagulants and
statins), laboratory results and systolic and diastolic blood pressure at admission and during
the first 48 hours. We also collected Cerebrospinal Fluid (CSF) Alzheimer’s disease (AD)
biomarker levels and APOE genotype when available. Data regarding previous statin
treatment such as agent, dose and duration of use were obtained by review of medical records
and by calling general practitioners (GPs). The National Institutes of Health Stroke Scale
(neurological outcome) and Rankin (functional outcome including death) scores at discharge,
recurrence of lobar ICH during follow-up and mortality rates were also retrieved from
medical records.

Ethical approval was obtained for data collection and publication from the institutional review

board of Rouen University Hospital for retrospective non-interventional research (E2022-35).

Radiological interpretation:

The same neuroradiologist (JB), blinded to statin treatment status, analyzed each Computed
Tomography (CT) scan and cerebral MRI scan available during the acute phase on DICOM
image viewing software CARESTREAM Vue PACS (Carestream Health Inc., USA). ICH
volume was measured on the initial CT scan at admission by semi-automatic software
(Livewire), or on the 3D-TOF sequence of MRI in the absence of an available scanner. The
MRI performed before the patient’s discharge during the acute phase was used to rate the
number of CMBs and the presence of CSS. The latter was categorized according to its
location (adjacent or nonadjacent to hematoma) and its distribution, focal (< 3 sulci affected)

or disseminated (>3 sulci).

Statistical analyses:
The ICH volume and other hemorrhagic markers on MRI were compared between patients
who had previous statin treatment or not. Descriptive statistics are expressed as mean

+standard deviation (SD). The two groups of patients were compared using a Mann Whitney



test or a Student Test for pairwise comparisons for quantitative data and a Fisher exact test or
Chi2 test for qualitative data. The threshold for statistical significance was set at p<0.05.

We performed a logistic regression with adjustment for age at ICH, antiplatelet treatment, and
time from first symptoms to MRI (model 1). A second multivariate analysis was performed by

adding the LDL-c level (model 2).



RESULTS:

Demographic and clinical data:

Ninety-nine probable CAA patients with a first lobar ICH were included, of whom 27.3%
(n=27) had previous statin treatment. The majority of patients were treated with atorvastatin
(n=10) and rosuvastatin (n= 9), the others with pravastatin (n=4), simvastatin (n=3) and
fluvastatin (n=1). The average duration of statin treatment before ICH was 4.06 +1.57 years
(data missing for 11 patients). Baseline characteristics are presented in Table 1. The mean age
was similar in the two groups (statin-treated patients: 75.06+9.62 years; non-statin treated
patients: 76.26+6.13 years; p=0.82). Patients treated with statins were more frequently male
(74.07% vs 51.39%; p=0.04), with more frequent dyslipidemia (81.48% vs 29.17%;
p=<0.001), hypertension (77.78% vs 54.17%; p=0.03) and type 2 diabetes (29.63% vs 6.94%;
p=0.01). Patients treated with statins more frequently received antihypertensive agents
(77.78% vs. 43.06%; p=0.02), but blood pressure at admission was comparable between the
two groups. Patients treated with statins were more likely to be taking concomitant
antiplatelet treatment (59.26% vs. 16.67%; p<0.001), but no difference regarding
anticoagulant drugs was found between groups.

The median follow-up period was 220 days (range, 3 days—8 years). Clinical outcomes are
presented in table 2. The NIHSS scores at discharge were similar between the two groups, as
were modified Rankin scores at discharge (2.37 £1.78 vs 2.32 +1.72; p=0.95). Finally, eight
patients in the statin treated group and 17 patients in the non-statin treated group had a
recurrence of ICH during follow-up (29.63% vs 23.61%; p=0.54), with a time to recurrence
for both groups of approximately 2 years (1.92+1.85 years vs 1.97+1.94 years; p=0.89). The
mortality rate during the acute phase (7.41% vs 5.56%; p=0.66) or within 3 months (7.41% vs

9.72%, p=1) was similar between groups.



Total cholesterol (4.37+0.85 mmol/l vs 5.34£1.10 mmol/l; p<0.001) and LDL-c (1.25+0.48
vs. 3.1140.94; p<0.001) were lower in patients treated with statins.

All other biological data including CSF Alzheimer biomarkers were comparable between the
two groups (Table 3). Only one APOE genotype was available in the statin treated group

compared to 16 in the non-statin treated group, precluding any comparison.

Brain imaging analysis:

The mean ICH volume measured on CT-scan at admission was available for 86 (86.87%)
patients, because 13 (13.1%) patients had brain MRI immediately in the emergency room.
The mean volume of lobar ICH at admission did not differ according to statin treatment or not
(23.31+20.85 cc vs 17.5+14.23 cc; p=0.5) (Table 4).

Time from onset of ICH symptoms to MRI was similar in both groups (11.43 +£21.22 days vs
13.43+26.07 days; p=0.87). Four cerebral MRIs in each group were not analyzable due to
head movements and therefore were not considered for CMB and CSS ratings. The MRI
analysis was performed in 23 probable CAA patients treated with statins and in 68 probable
CAA patients not treated with statins. No difference was found between groups in terms of
sequences used (T2*, SWI or SWAN). The mean number of lobar CMB per patient did not
differ between the two groups either (37+65 vs 35£90; p=0.76). The majority of patients had
more than 5 CMBs, with no significant difference between the two groups (69.57% vs
77.94%; p=0.42). Of note, only one patient (4.35%) in the statin group and three patients
(4.41%) in the non-statin group had no CMB at all. The presence of CSS of any type (adjacent
to the ICH or distant) was similar between groups (73.91% vs 67.65%; p=0.57). In contrast,
statin treated patients were more likely to present disseminated CSS in univariate analysis
(88.24% vs 56.52%; p=0.019) but this was no longer significant after adjustment for age at
ICH occurrence, antiplatelet treatment, and time to MRI (p=0.17) (model 1), and LDL-c level
(p=0.98) (model 2).



DISCUSSION:

This study describes the impact of previous statin treatment in a CAA population hospitalized
for a first ICH event. Patients previously treated with statins did not show increased ICH
volume or number of CMB but rather a trend for more frequent disseminated CSS compared
to patients not treated with statins. These results are consistent with data from the literature
regarding ICH in general: no association was found between statin treatment and ICH volume
according to a recent meta-analysis[10]. The SPARCL study[4] originally assessed the risk of
ICH recurrence and found an increased risk of recurrence with statin treatment. However, that
study did not assess the severity of the ICH event itself. The association of CMB and statin
treatment has been investigated in several studies[20], but none has focused specifically on
CAA. The latest meta-analysis including seven eligible studies with >3500 patients with
considerable heterogeneity (patients with history of ischemic stroke or TIA, spontaneous ICH
of any location, oral anticoagulant use, etc.) concluded that there was no clear link between
statins and CMBJ21].

This present study suggested a more disseminated CSS, although not more frequent, in
patients with previous statin treatment. However, this result was no longer significant after
adjustment for antiplatelet treatment. Patients treated with statins are also more likely to have
hypertension, diabetes, and therefore concomitant antiplatelets. Nevertheless, if the link
between CMB and antiplatelets has been clearly established in the literature[22], the potential
association with CSS is still unclear. A recent study by Charidimou and al.[23] aimed to
evaluate CSS in CAA patients followed for cognitive impairment. A comparison of the
clinical characteristics of patients with and without CSS showed that there was no significant
difference in the use of antiplatelet treatment. In another study[24], the same team evaluated
hemorrhagic markers in CAA patients with (n=54) or without ICH (n=51) and demonstrated
that CSS, particularly disseminated CSS, was associated with a higher risk of ICH, as also
shown in another study[25], with no difference in antiplatelet treatment between the two
groups. It is therefore unclear if antiplatelet treatment alone explains the spread of CSS found
in our study. The lack of power due to the small number of CAA patients may explain the loss
of significance in multivariate analysis and further larger studies are needed to confirm the
link between disseminated CSS and previous statin treatment.

Although not completely elucidated, it is now suspected that CSS and CMB result from
different mechanisms. Indeed, recent studies found that CSS was not associated with lobar

CMBJ[26] and even found opposing results[27]. Those potential distinct vascular mechanisms



for CSS and CMB could explain the different results obtained in our study. Two main
mechanisms have been suggested for CSS: leakage from a lobar ICH into the subarachnoid
space and/or rupture of meningeal vessels directly into the subarachnoid space[28]. Statins
reduce cholesterol levels and thus the lipidation state of APOE, which prevents its binding to
the AP protein. The clearance and degradation of AP protein may be consequently reduced,
favoring its aggregation and deposition in the wall of leptomeningeal vessels. Weakened
leptomeningeal vessels may be responsible for deposits of hemosiderin in the sulci[17]. This
link between disseminated CSS and statins remains quite hypothetical and requires further
confirmation. The action of statins on platelet aggregation could also contribute to the
accumulation of hemosiderin in the sulci and thus to disseminated CSS[29].

As recently suggested[25], two phenotypes of CAA can be distinguished depending on the
APOE genotype. APOE 4 favors the involvement of cortical vessels and the presence of
CMB, whereas APOE 2 is more associated with damage to leptomeningeal vessels and the
presence of CSS. APOE 2 predisposes to larger volumes of ICH[30] and disseminated
CSS[31]. Unfortunately, and this is a major limitation of the present study, the APOFE status of
our patients was only available in 17% precluding any specific analysis regarding genotype
and statin treatment or ICH characteristics. Ultimately, the association between hemorrhage
and statins seem reassuring, as shown recently in a specific population of cerebral cavernous
malformations, demonstrating a lower risk of ICH with statin treatment[32].

Limitations here are the retrospective and single center design of this study, and the limited
number of patients. Nevertheless, this series is rather homogeneous, all patients meeting the
Boston criteria for probable CAA, with the same radiological assessment and analysis. The
rating during the first ICH allowed homogeneous disease duration and follow-up between
patients with few missing data, and notably the rate of ICH recurrence. Nevertheless, data
regarding statins such as the duration of statin treatment before ICH occurrence were missing
in 11 patients despite extensive investigation by calling GPs. Finally, early imaging analysis,
performed at the first ICH event, may have led to non-significant results, reflecting a too short

duration of the underlying CAA[33].

In this first study describing the impact of previous statin treatment in a selected CAA
population, statin use did not appear to be associated with more severe ICH volume or
number of CMB. However, a trend for more frequent disseminated CSS was found, present in
65% of patients who had previous statin treatment. Larger prospective studies are needed,

especially because disseminated CSS is considered as the main risk factor for ICH in CAA



patients. Of note, a trial called SATURNJ[34], is currently underway to determine whether
continuing or stopping statins after spontaneous lobar ICH is the best strategy; and whether

this decision should be influenced by the APOE genotype.
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TABLES:

Table 1. Baseline characteristics

CAA statin CAA non- p value

treated patients statin-treated

(n=27) patients(n=72)
male, n (%) 20 (74.07%) 37 (51.39%) *0.04
age at ich occurrence (years +sd) 76.26 £6.13 75.06 £9.62 0.82
follow-up duration (years £sd) 1.48 +1.84 1.76 £2.22 0.65
vascular risk factors
hypertension, n (%) 21 (77.78%) 39 (54.17%) *0.03
active smoking, n (%) 4 (14.81%) 4 (5.56%) 0.21
frequent alcohol use, n (%) 7 (25.93%) 10 (13.89%) 0.13
hypercholesterolemia, n (%) 22 (81.48%) 21 (29.17%) *<0.001
type 2 diabetes, n (%) 8 (29.63%) 5 (6.94%) *0.01
medical history
familial history of ad and/or CAA, n (%) 1 (3.70%) 2 (2.78%) 1
previous cognitive impairment, n (%) 9(33.33 %) 29 (40.28%) 0.53
previous ischemic stroke or TIA, n (%) 6 (28.57%) 9 (14.29%) 0.34
treatment
antiplatelet agents, n (%) 16 (59.26%) 12 (16.67%) *<0.001
anticoagulant agents, n (%) 3 (11.11%) 10 (13.89%) 1
blood pressure
antihypertensive agents, n (%) 21 (77.78%) 31 (43.06%) *0.02
number of antihypertensive agent s, n +sd 1.56 £1.53 0.89£1.19 *0.02
use of nicardipine at admission, n (%) 10 (37.04%) 30 (41.66%) 0.68
blood pressure at admission
systolic pressure, mean +sd 168+31 164+27 0.83
diastolic pressure, mean +sd 91+17 88+17 0.52
mean pressure, mean +sd 116+21 113+18 0.49
scales
rankin before admission, mean +sd 0.52 £0.98 0.61 £1.03 0.84
NIHSS at admission, mean +sd 6.41 £5.98 5.26+5.44 0.43

Results are expressed as mean +standard deviation (SD). Fisher exact test or Chi2 test for
qualitative data and Mann Whitney test or Student Test for quantitative data were used to
compare statin-treated group and non-statin-treated group.

*significant; AD: Alzheimer’s disease, CAA: cerebral amyloid angiopathy, TIA: transient
ischemic accident, ICH: intracerebral hemorrhage, NIHSS: National Institutes of Health
Stroke Scale



Table 2. Clinical outcomes

CAA statin treated CAA non-statin-treated p value
patients(n=27) patients (n=72)
modified rankin score at discharge, 2.37 £1.78 2.32x1.72 0.95
meanztsd
modified rankin score at 3 months, 1+1.04 1+0.99 0.97
meanzsd
NIHSS at discharge 3.96 +4.54 3.23 +4.32 0.58
ICH recurrence, n (%) 8 (29.63%) 17 (23.61%) 0.54
time from ICH occurrence to recurrence, 1.92 £1.85 1.97 £1.94 0.89
(years) meantsd
death during hospitalization, n (%) 2 (7.41%) 4 (5.56%) 0.66
death within the first 3 months, n (%) 2 (7.41%) 7 (9.72%) 1

Results are expressed as mean tstandard deviation (SD). Fisher exact test or Chi2 test for

qualitative data and Mann Whitney test or Student Test for quantitative data were used to

compare statin-treated group and non-statin-treated group.

CAA: Cerebral Amyloid Angiopathy, ICH: Intracerebral Hemorrhage, NIHSS: National

Institutes of Health Stroke Scale, Rankin: Functional outcome including death (modified

Rankin Scale [mRS] scores 0—6)



Table 3. Comparison of biological and genetic data

biological CAA statin treated CAA non-statin- p value
patients(n=27) treated
patients(n=72)
lipid profil
total cholesterol (g/1), mean +sd 4.37 +0.85 5.34£1.10 *<(0.001
triglycerides (g/1), mean +sd 1.25 +£0.48 1.32 +0.80 0.75
LDL-c (g/l), mean +sd 1.25+0.48 3.11 £0.94 *<(0.001
HDL-c (g/1), mean +sd 1.56 £0.38 1.67 £0.49 0.44
hemostasis
platelets (g/1), mean+sd 231.96 +60.47 234.06 £72.06 0.97
PR (%), mean+sd 86.37 +14.15 84.1+£19.20 0.98
PTT (ratio), mean +sd 1.04 +£0.22 1.07 £0.24 0.71
NRI (ratio), mean +sd 2.3+0 2.42 +0.90 0.86
renal function
clearance (ml/min), mean+sd 89.75 £28.45 81.36 +25.08 0.13
hepatic function
AP (iw/l), mean+sd 71.52 £25.57 66.47 £17.80 0.57
GGT (iw/l), meantsd 44.48 £36.81 55.06 £86.91 0.42
AST (iw/l), mean+sd 26.56 £15.66 29.38 +£14.88 0.064
ALT (iw/l), mean+sd 24.56 £15.32 23.08 +£13.1 0.64
bilirubin (mg/dl), meantsd 13.54 £6.57 13.09 £11.20 0.12
CSF alzheimer biomarkers CAA statin treated patients CAA non-statin treated patients(n=20)
=9)
time from ICH to LP (days) 135+106.27 240.87 +£316.33 0.29
tau (pg/ml), mean +sd 306.22 £71.70 354.53 £159.88 0.59
p-tau (pg/ml), mean +sd 53.33 £14.59 57.53 £21.95 0.71
a3 1-40 (pg/ml), mean +sd 10463.25 £6278.11 9199.75 £4847.92 0.86
al} 1-42 (pg/ml), mean +sd 574.89 £286.21 515.95+306.22 0.22

Results are expressed as mean tstandard deviation (SD). Fisher exact test or Chi2 test for
qualitative data and Mann Whitney test or Student Test for quantitative data were used to
compare statin-treated group and non-statin-treated group.

*Significant; CAA: Cerebral Amyloid Angiopathy; LDL-c: Low-Density Lipoprotein
cholesterol; HDL-c: High-Density Lipoprotein cholesterol; PR: Prothrombin Ratio; PTT:
partial thromboplastin time; NRI: Normalized Ration Index,; AP: alkaline phosphatase; GGT:
gamma glutamyl transpeptidase; AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine
aminotransferase; CSF: CerebroSpinal Fluid; Tau: Tau protein; p-Tau: phosphorylated Tau,
AP 1-40: Amyloid 8 1-40 peptide; Af3 1-42: Amyloid 3 1-42 peptide; LP: Lumbar Puncture



Table 4. Comparison of radiological data

CAA statin treated CAA non-statin - p value
patients (n=27) treated patients
(n=72)

ICH volume (cc), meantsd 23.31 £20.85 17.5 £14.23 0.5
time from ICH occurrence to MRI (days), | 11.43 +21.22 13.43 £26.07 0.87
meanztsd
MRI only (n, %) 2 (7.4%) 11 (15.3%) 0.5
type of sequence
T2*,n (%) 18 (78.26%) 50 (73.53%) 0.79
SWI, n (%) 2 (8.70%) 5(7.35%)
SWAN, n (%) 3 (13.04%) 13 (19.12%)
microbleeds
presence of CMB, n (%) 22 (95.65%) 65 (95.59%) 1
mean number of lobar CMB, n (%) 37 £65 3590 0.76
>5 CMB, n (%) 16 (69.57%) 53 (77.94%) 0.42
hemosiderosis
no CSS, n (%) 6 (26.09%) 22 (32.35%) 0.57
presence of CSS (adjacent and/or distant 17 (73.91%) 46 (67.65%)
from ICH), n (%)
-including disseminated CSS distant from | 15 (88.24%) 26 (56.52%) *0.019
ICH, n (%)
scheltens scale
mean scheltens scale of right 1.78 £1.09 1.88 £1.03 0.34
hippocampus, mean *sd
mean scheltens scale of left hippocampus, | 1.74 £0.96 1.79 £0.91 0.97
mean *sd
ischemic sequelae, n (%) 18 (78.26%) 43 (63.24%) 0.19
available diffusion sequence CAA statin treated CAA non-statin

patients (n=13) treated patients

(n=43)

recent ischemia, n (%) 2 (15.38%) 11 (25.58%) 0.71

fazekas scale
0, n (%)
1, n (%)
2,n (%)
3, n (%)

0 (0%)
2 (8.70%)
14 (60.87%)
7 (30.43%)

1 (1.47%)

12 (17.65%)
33 (48.53%)
22 (32.35%)

Results are expressed as mean tstandard deviation (SD). Fisher exact test or Chi2 test for

qualitative data and Mann Whitney test or Student Test for quantitative data were used to

compare statin-treated group and non-statin-treated group.
SWI (Philips Healthcare); SWAN (GE Healthcare)
* Significant, CAA: Cerebral Amyloid Angiopathy, ICH: Intracerebral Hemorrhage, CMB:
Cerebral Microbleeds, CSS: Cerebral Superficial Siderosis
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Diversité clinico-radiologique des microangiopathies cérébrales : Etude phénotypique et
génétique de I'angiopathie amyloide cérébrale et des calcifications cérébrales primaires

Résumeé

L’angiopathie amyloide cérébrale (AAC) et les calcifications cérébrales primaires (CCP) sont deux types de
microangiopathie cérébrale caractérisées par des dépots au niveau de la paroi des petits vaisseaux (respectivement dépots
de peptide AB ou dépots phosphocalciques). Ces entités recouvrent une importante hétérogénéité clinique malgré une
convergence sur le plan physiopathologique vers des altérations de I'unité neuro-vasculaire dans les deux cas. Une
meilleure caractérisation des phénotypes cliniques, radiologiques et biologiques permettrait d’améliorer la précision du
diagnostic et la connaissance des facteurs pronostiques de ’AAC et des CCP. De plus une meilleure compréhension des
facteurs génétiques impliqués contribueraient a l'identification des mécanismes sous-jacents impliqués, étape nécessaire
pour identifier de futures cibles thérapeutiques. Les deux objectifs généraux de ce travail ont été I'étude de la diversité
clinico-radiologique de plusieurs formes de ces microangiopathies et I'étude de leur déterminisme génétique.

Dans un premier temps, nous avons pu identifier un phénotype bien reconnaissable, incluant des signes moteurs au
premier plan avec dysarthrie initiale, atrophie cérébelleuse et un pattern de calcifications sévéres avec atteinte pontique
du tronc cérébral dans une forme autosomique récessive de CCP liée a des mutations nouvellement décrites de MYORG (n=
16 patients). Concernant ensuite les AAC, une étude visant a mieux caractériser un phénotype particulier d’AAC, les formes
inflammatoires et concernant 48 patients, a permis de les intégrer comme un sous-type d’AAC notamment favorisé par la
présence d’un génotype APOEs4. A I'inverse, une importante hétérogénéité clinique et radiologique a pu étre décrite chez
24 porteurs de duplications du géne APP, une forme héréditaire de maladie d’Alzheimer et d’AAC. La recherche de
variations génétiques impliquant le gene APP ou les génes adjacents n'a pas permis d’expliquer cette variabilité
d’expression qui semble donc potentiellement liée a d’autres modulateurs d’expression clinique. Pour palier cette
importante hétérogénéité, il était important de rechercher d’autres marqueurs, non cliniques, contribuant a établir un
diagnostic précoce et de précision. Ainsi les biomarqueurs du liquide cérébro-spinal(LCS) et plus particulierement le
dosage du peptide AB40 chez n=63 patients, ont montré une altération dans plus de 85% des cas d’AAC et pourraient
améliorer les performances des criteres radiologiques modifiés de Boston qui a ce jour ne tiennent pas compte de cette
information. De plus certaines caractéristiques d'un hématome lobaire, visibles déja sur le scanner sans injection comme
I’extension en doigt de gant et 'hémorragie sous-arachnoidienne aigue associée contribuent également au diagnostic d’AAC
comme le montre le travail réalisé chez 102 patients aux urgences avec hémorragie intracérébrale. Par ailleurs, le
déterminisme génétique de 'AAC est actuellement insuffisamment investigué. L'identification pour la premiere fois d'une
triplication du gene APP souligne I'importance de la recherche systématique de mutations causales mais aussi d’anomalie
du nombre de copies de ce géne en cas d’AAC précoce. Néanmoins, ces formes exceptionnelles ne sauraient expliquer
I’ensemble des formes d’AAC, majoritairement sporadiques. Dans l'objectif d’explorer '’hypothése d’'une contribution
polygénique dans I’AAC, avec intervention de facteurs de risque génétiques, un premier travail a permis de connaitre la
distribution des variants pathogénes concernant SORL1, TREM2, ABCA7, ABCA1 et ATP8B4, tous liés a la voie amyloide
(production ou clairance du peptide AB) et déja identifiés dans la maladie d’Alzheimer. A l'avenir, une étude cas-témoin
avec l'objectif de recruter une cohorte de 100 patients permettra de préciser I'impact des variants rares au sein de ces
geénes et définir les risques qu'’ils conferent. En outre, la poursuite d’analyses pangénomique de cas d’AAC trés précoce,
notamment par comparaison du cas index avec ces 2 parents indemnes (n=4 actuellement disponibles) constitueront une
opportunité d’identifier de nouveaux genes et potentiellement de nouveaux mécanismes physiopathologiques de 'AAC.

Abstract

Cerebral amyloid angiopathy (CAA) and primary brain calcifications (PBC) are two types of cerebral microangiopathy characterized
by deposits in the wall of small vessels (AB peptide deposits or phosphocalcic deposits). These entities are related to an important
clinical heterogeneity despite a convergence on the pathophysiological level as the alterations of the neuro-vascular unit in both
cases. A better characterization of the clinical, radiological and biological phenotype would improve the accuracy of the diagnosis
and the knowledge of prognostic factors in CAA and PBC. Furthermore, a better understanding of the genetic factors would
contribute to the identification of the underlying mechanisms involved, a necessary step to future therapeutic targets. To contribute
to this goal, the two general aims of this work were to study the clinical-radiological diversity of several forms of these
microangiopathies and to study their genetic determinism. First, we were able to identify a distinct phenotype, including major
motor signs with initial dysarthria, cerebellar atrophy and extensive calcifications, notably pontine in an autosomal recessive PCC
linked to MYORG mutations (n=16 patients). A study focusing on CAA inflammatory forms gathered 48 patients and has integrated
them as a subtype of CAA, possibly promoted by the presence of an APOEe4 genotype. Conversely, significant clinical and
radiological heterogeneity was described in 24 patients carrying duplication of the APP gene, an inherited form of Alzheimer's
disease and CAA. The search for genetic variations involving the APP gene or adjacent genes did not explain this variability in
expression, which therefore seems to be potentially linked to other modulators of clinical expression. To overcome this significant
heterogeneity, it was important to search for other, non-clinical, markers to help in early and accurate diagnosis. Thus, cerebrospinal
fluid (CSF) biomarkers, and more particularly the determination of AB40 peptide in n=63 patients, showed an alteration in more
than 85% of CAA cases and could improve the performance of the modified Boston radiological criteria which to date do not take this
information into account. In addition, certain characteristics of a lobar hematoma, already seen on the non-contrast CT scan, such as
finger-like extension and associated subarachnoid hemorrhage also contribute to the diagnosis of CAA, as shown by the study of 102
emergency patients with intracerebral hemorrhage. Furthermore, the genetic determinism of CAA is currently insufficiently
investigated. The identification for the first time of a triplication of the APP gene underlines the importance of systematically
searching for punctual mutations but also for copy number variation of this gene in early-onset CAA. Nevertheless, these rare cases
cannot explain the majority of sporadic forms of CAA. We therefore studied the polygenic hypothesis with the involvement of several
genetic risk factors in CAA. In order to explore the hypothesis of a polygenic contribution in CAA, with the intervention of genetic risk
factors, a first work was performed to know the distribution of pathogenic variants within SORL1, TREM2, ABCA7, ABCA1 and
ATP8B4 genes, all of them linked to the amyloid pathway (production or clearance of A peptide) and already identified in
Alzheimer's disease. In the future, a case-control study with the objective of recruiting a cohort of 100 patients should allow to
specify the impact of rare variants within these genes and to better define the risks they confer. In addition, the pursuit of genome-
wide analyses of very early CAA cases, in particular by comparing the index case with its two unaffected relatives (n=4 currently
available). will brovide an oobportunitv to identifv new genes and pbotentiallv new pathoohvsiological mechanisms of CAA



