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Avant-Propos

L’anévrisme intracranien se rompt, saigne et tue sans prévenir un individu qui, jusqu’ici,
allait bien. L’'organisme humain, assimilé a un cosmos parfaitement agencé, est un
équilibre parfait sur lequel les stoiciens s’étaient penchés pour poser les fondements
d’'une certaine médecine. Pourquoi cet organisme se désajuste-t-il a un endroit précis,

d’une seconde a 'autre ?

Etrangement, c’est un événement qui semble exclusivement toucher notre espece.
Cependant, et pour paraphraser Montaigne, ce n’est sans doute pas simplement notre
«entiére humaine condition» qui nous assujettit au risque anévrismal. Pour peu que I'on
choisisse réellement notre environnement, sommes-nous libres d’induire cet
anévrisme ? Dans la vie comme dans les artéres, rien ne se passe comme prévu et on ne

peut opposer naivement déterminisme et environnement.

En effet, le « tout génétique » et les espoirs suscités par I’explosion technologique de ces
dernieres années ne suffiront sans doute pas a répondre a ces questions. Depuis plus de
20 ans, des centaines de chercheurs traquent Le Gene des anévrismes intracraniens,
mais il semble que plusieurs genes puissent étre impliqués dans ce qu’il convient
d’appeler une susceptibilité ou une fragilité. Toutefois, les histoires familiales que nous
croisons dans notre métier, avec la charge émotionnelle qui les accompagnent, nous

conferent 'intime conviction que quelque chose se transmet.
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Abréviations :

ADN Acide DésoxyriboNucléique

AIC Anévrisme Intracranien

ARC Attaché de Recherche Clinique

ARNm Acide riboNucléique messager

ATCD Antécédents

CCTIRS Comité Consultatif sur le Traitement de l'Information en Matiére de

Recherche dans le Domaine de la Santé

CEPIDC Centre d'épidémiologie sur les causes médicales de déces
CNIL Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés
CPP Comité de Protection des Personnes

CRB Centre des Ressources Biologiques

CRF Case Report Form (cahier d’observation)

DIM Département d'information médicale

EDTA Ethylene Diamine TétraAcétique

GAIA Génétique des formes familiales d'anévrismes intracraniens (Projet)
GNEDS Groupe Nantais d’Ethique dans le Domaine de la Santé
GWAS Genomewide association study

HSA Hémorragie sous-arachnoidienne

HTA Hypertension artérielle

IBD Identity by descent



ICAN Understanding the pathophysiology of intracranial aneurysm (Projet)

INSERM Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale
IRC Infirmiéere de recherche clinique

IRM Imagerie par Résonnance Magnétique
KI Knock in

KO Knock out

LOD Logarithm of odds

MAF Minor allele frequency

NGS Next generation sequencing

OR 0Odds ratio

PCR PolymeraseChainReaction

PGH Projet génome humain

RNI Recherche Non Interventionnelle

RR RisqueRelatif

SMR Standardized mortality ratio

SNP Single Nucleotide Polymorphism
TDM Tomodensitométrie

TEC Technicien d’études cliniques

VCF Variation génétique call format



Résumé

Les anévrismes intracraniens (AIC) se définissent par une hernie acquise de la paroi
artérielle survenant préférentiellement a une bifurcation artérielle avec une prédilection
topographique caractéristique au niveau des vaisseaux de la base du crane. Peu d'études
cliniques et/ou moléculaires ont abordé la place de la susceptibilité génétique dans des
formes familiales d’AIC. Nous avons initié le recrutement de grandes familles atteintes
d’AIC afin d’identifier les anomalies génétiques prédisposant aux anévrismes
intracraniens par une approche de séquencage d’exomes. Ce projet, nommé GAIA, a
permis de recruter 4 familles présentant une forte agrégation de cas d’AIC. Au sein d’'une
famille, nous avons mis en évidence une variation génétique rare et délétere - partagée
par les 5 membres atteints d’AIC - dans un géne codant pour une protéine circulante en
lien avec 'angiogenese. Cinq autres variations rares dans ce gene ont été mises en
évidence dans une population de cas familiaux d’AIC, ce qui constitue un enrichissement
significatif comparé aux bases de données en population générale. Le dosage de la
protéine circulante montre des niveaux abaissés chez les patients de ces familles
porteurs de ces variations comparés a leurs apparentés non porteurs. Nous poursuivons
nos investigations génétiques sur les 3 autres grandes familles, ainsi que sur une
centaine de noyaux familiaux d’AIC. En paralleéle, afin d’identifier des voies de
signalisation biologiques d’intérét dans les formes familiales mais aussi sporadiques
d’AIC, nous coordonnons dans le cadre du projet ICAN une bio-collection incluant déja

1100 cas index, associée a une banque de données cliniques et d'imagerie.
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I. INTRODUCTION

A.RAPPELS GENERAUX DE GENETIQUE

1. QUELQUES DEFINITIONS

Un géne est un fragment d'ADN chromosomique qui code la synthése d'un ARN puis
d’une protéine. Il est constitué de séquences codantes (transcrites en ARN messagers et
traduites en protéines) et non codantes (non transcrites, ou transcrites en ARN, mais

non traduites).

Le génome est I'ensemble du matériel génétique d'une espece codé par son ADN et est

composé de 46 chromosomes chez I'’humain.

Un locus est un emplacement physique précis et invariable sur un chromosome. Il peut
étre une portion du chromosome ou se situent un ou plusieurs genes, mais pas

nécessairement.

Un allele est une version d'une méme base nucléotidique, d'un géne ou d’un locus. Au
sein d'une méme espece, le génome d'un individu est différent de celui d'un autre
individu, c'est le polymorphisme génétique. Il peut donc exister dans les populations

naturelles plusieurs séquences différentes d'’ADN pour un méme locus.

Un haplotype est un groupe d'alleles situés sur le méme locus chromosomique et

habituellement transmis ensemble.



Le concept de polymorphisme génétique désigne la possibilité de plusieurs alléles

pour une méme base, un géne ou locus donnés.

Le polymorphisme nucléotidique(SNP) single-nucleotide polymorphism) est la
variation d'une seule paire de bases du génome, entre individus d'une méme espeéce. La
notion de fréquence de I’allele mineur ou Minor allele frequency (MAF)traduit donc la

fréquence de cet allele alternatif dans une population donnée.0

Les exons sont les segments d'un précurseur ARN qui sont conservés et que l'on
retrouve dans I'ARN mature dans le cytoplasme. Les segments du précurseur ARN qui

sont éliminés lors de 1'épissage s'appellent par opposition des introns.

L’étude génétique des pathologies humaines héréditaires s’est fortement développée au
cours du XXe siecle. Cependant, la notion de transmission de caractéres héréditaires est
identifiée depuis de nombreuses années. En 1866, Gregor Mendel grace a ses travaux
sur les pois, pose les fondements de la génétique. Les lois qui en découlent décrivent
qu’'un caractere héréditaire peut exister sous différents alléles, certains dominants et

d’autres récessifs.

Depuis la mise au point d'une technologie de séquencage par Frederick Sanger en 1977
puis le développement de la technique d’amplification en chaine par polymerase chain
reaction(PCR) par Karry Mullis en 1986, le « génie génétique » a développé la

connaissance de la structure et de la fonction des genes.

La recherche de déterminants génétiques responsables de pathologies héréditaires
familiales a débuté dans les années 80 par I’étude de la transmission de marqueurs
génétiques polymorphes au sein de familles (études de liaison). L’identification de
marqueurs polymorphes de différentes natures(Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms) (1), microsatellites (NIH/CEPH collaborative mapping group 1992),

variations nucléotidiques simples (SNP) a permis de générer des cartes génétiques de
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plus en plus précises et ont identifié de nombreuses régions génomiques impliquées
dans les maladies héréditaires, cependant il a fallu des années pour arriver a identifier

les genes causaux au sein de ces régions.

Le concept « un gene responsable d'une pathologie » a rapidement été remis en cause.
En effet, les déterminants génétiques des pathologies apparaissent multiples et leur
transmission complexe. De plus, I'identification de variations génétiques fréquentes
comme facteurs de prédisposition a certaines pathologies a modifié considérablement
les approches génétiques des pathologies. Ainsi, trois catégories de variations
responsables de pathologies génétiques ont été identifiées. On distingue: (i) les
variations génétiques rares, qui possedent des effets forts (forte pénétrance vis-a-vis de
la pathologie), (ii) les variations fréquentes a effets faibles (ou modérés) et (iii) les

variations de fréquence intermédiaire présentant des effets modérés (Figure 1) (2,3).
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Figure 1: Représentation schématique de l'effet pathogene de variations génétiques

(odds ratio) en fonction de la fréquence de I'allele a risque. D’aprésManolio et al. (2)



2. LES APPORTS DU PROJET GENOME HUMAIN

A partir de l'identification de régions génomiques impliquées dans les pathologies
héréditaires par analyse de liaison et clonage positionnel, les méthodes de séquencage
développées par Sanger ne permettaient pas un débit suffisant et il fallait des années

pour identifier les variations causales responsables de la pathologie étudiée.

C’est dans ce contexte, que le Projet Génome Humain (PGH) débute en 1989 aux USA. Ce
projet, piloté par le National Institute of Health a eu pour but de séquencer, dans sa
totalité (3 milliards de paires de bases), le génome humain afin de faciliter le clonage de
genes impliqués dans les pathologies héréditaires et d’évaluer les associations
génotypes/phénotypes. Les premiers résultats de ce séquencage ont été publiées en
2001 (4), puis complétées en 2004 (International HumanGenomeSequencing
Consortium 2004). La publication de la séquence du génome Humain (par I'Université

de Santa Cruz http://genome.ucsc.edu/) (5,6) a conduit a des avancées considérables

dans la compréhension des fondements du génome humain mais aussi dans la

conception des mécanismes de I'hérédité.

Le PGH a permis d’identifier dans un premier temps que le génome humain n’était
constitué « que » d’environ 25 000 genes et a conduit au développement de nouvelles
technologies de séquencage. De plus, ce projet a été le point de départ d’autres grands
projets de caractérisation des variabilités du génome humain ainsi que le séquencage de
génomes d’autres especes animales (12981 génomes d’especes différentes séquenceées a

ce jour (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/)). Enfin, le PGH a contribué de

facon majeure a I'identification de génes responsables de pathologies. Actuellement, plus
8000 genes sont associés a des traits pathologiques dans la base de données
d’OnlineMendelianlnheritance in Man (http://www.omim.org/), de l'université John

Hopkins (Baltimore, Maryland, US).


http://genome.ucsc.edu/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/)

3. DEVELOPPEMENT DES STRATEGIES DE SEQUENCAGE

HAUT DEBIT

Le séquencage capillaire par la méthode de Sanger a permis d’'importantes avancées
génétiques, dont I'achévement du séquengage complet du Génome Humain. Cependant,
le développement de projets de grande envergure reste limité par des contraintes de
débit trop faible et de colits importants. Au début des années 2000 des technologies de
séquencage haut débit ont été développés (next-generationsequencing, NGS) et
comportent des étapes communes de fragmentation et d’amplification. Ces technologies
permettent de séquencer en parallele des millions de fragments d’ADN en quelques
jours et diminuent considérablement le rapport cout/nombre de bases séquencées.
Actuellement, le séquenceur le plus utilisé pour les analyses sur le génome humain, est
I'llluminaHiSeq. Malgré des colits de plus en plus faibles de séquencage, le séquencage
complet du génome humain reste coliteux et génére des quantités tres importantes de
données difficiles a analyser et nécessite des capacités de stockage informatiques

importantes.

Ainsi des approches de capture spécifiques de régions ciblées du génome ont été
développées, en particulier la méthode de capture des régions codantes du génome afin
d’enrichir les données de séquencage de ces régions (7). Cette méthode, appelée
séquencage d’exome, réduit les colits de séquencage et d’augmenter la qualité de

séquencage des régions génomiques ciblées.
4. LES GRANDES BASES DE DONNEES PUBLIQUES

Grace au séquencage d'un nombre croissant d’'individus avec les nouveaux outils de
séquencage massif, des projets collaboratifs internationaux ont vu le jour et ont généré

un grand nombre d’informations relatives au génome humain afin d’en accroitre sa
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compréhension. Le génome humain étant rapidement apparu hautement polymorphe,
le projet international Hapmap (HaplotypeMap) a eu pour but des 2002 de caractériser
les SNP au sein de différentes populations dans I'ensemble du génome. Il étudie, de
maniere systématique, toutes les variations du génome et permet de cartographier
précisément la présence de blocs haplotypiques (International HapMap Consortium.
2004). De nouvelles bases de données ont ainsi été développées afin d’estimer de plus
en plus précisément la fréquence des variations génétiques retrouvées. Actuellement, la

base de donnéesGenomeAggregationDatabase (http://gnomad.broadinstitute.org;

GnomAD) est la base de données la plus exhaustive : elle liste au 26/01/2017,'’ensemble
des variations retrouvés chez respectivement 120 000 et 15 000 individus non

apparentés dont I'exome et le génome complet ont été séquencés.

5. VARIATIONS FREQUENTES ET PATHOLOGIES

FREQUENTES.

L’'implication de la combinaison de variations fréquentes impliquées dans la survenue de
pathologies fréquentes, est étudiée depuis le milieu des années 2000 grace au
développement de puces a ADN permettant le génotypage d’'un grand nombre de

variations génétiques et au recrutement de cohortes importantes de patients.

Ces études d’associations sur génome entier (GWAS) sont basées sur ’hypothese que
des variations géniques fréquentes vont étre transmises de génération en génération au
sein de « blocs haplotypiques ». Celles-ci reposent sur des modeles de génétique de
population, sur 'absence de résultats clairement significatifs des analyses de liaison
pour les pathologies fréquentes et sur la difficulté d’identifier des variations a effets
modestes par analyse de liaison (8). Ces GWAS se basent en particulier sur les données
du projet HapMap qui conferent d’importantes informations sur les fréquences des

variations génétiques, leur répartition et sur les groupes de SNP en déséquilibre de
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liaison. Le génotypage de variations de fréquence connue va permettre de comparer
leurs fréquences alléliques dans une population de cas (patients non apparentés ayant
un trait phénotypique étudié) a une population contréle. Ainsi, les différences de
fréquences intergroupes sont comparées statistiquement a l’échelle du génome et
permettent d’identifier, des régions d’association du génome avec le trait phénotypique
étudié. L’hypothese sous-jacente est qu'il existe, au sein de ces régions d’association, des

genes ou éléments régulateurs impliqués dans le développement de la pathologie.

Ces approches sont extrémement puissantes grace a une étude sur le génome entier et
sur de grandes cohortes de patients. Un grand nombre de GWAS sont a ce jour publiées
(>2000 publications) et un grand nombre de marqueurs de prédisposition ont pu étre

identifiés (National HumanGenomeResearch Institute) grace a cette technologie.

Les « odds ratio» calculés dans le cadre des GWAS permettent d’estimer le risque relatif
de présenter la pathologie si I'individu est porteur d’'un ou plusieurs alleles a risque. Ces
«odds ratio» sont, a I’échelle de risques individuels, relativement faibles (1,2-1,3 par
exemples) contrairement aux variations rares a forte pénétrance responsables de

pathologie au sein de familles (Odds ratio tres élevés).

Il a été montré dans certaines pathologies que des variations a effet fort identifiés au
sein de familles, peuvent présenter des pénétrances incompletes (9). Ainsi, plusieurs
hypotheses peuvent étre avancées concernant l'explication de cette pénétrance variable.
Il est possible que les pathologies étudiées soient polygéniques ou oligogéniques. La
pathologie peut étre due a la présence de plusieurs variations génétiques (fréquents
et/ou rares) et que leur activité soit synergique. En effet, il est probable qu’une variation
génétique fréquente puisse expliquer des variations de l'expressivité de la variation
génétique causale (rare) et que des déterminants épigénétiques potentiellement

modulés par des variations fréquentes, soient impliqués dans ces variations. Cependant

I'identification de tels modulateurs reste difficile.
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L’existence de variations génétiques de fréquences moyennes comprises entre 1 et 5%
pourrait étre a l'origine d’effets modérés ayant de la méme maniére des effets
synergiques sur le développement de la pathologie. Enfin les pathologies héréditaires
(méme monogéniques) peuvent présenter des modes de transmissions complexes au
sein de familles avec I'intervention de facteurs modulateurs génétiques, épigénétiques et

environnementaux.
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B. RAPPELS GENERAUX AU SUJET DES ANEVRISMES

INTRACRANIENS

1. DONNEES CLINIQUES ET EPIDEMIOLOGIQUES

Les anévrismes intracraniens(AIC) sont des anomalies fréquentes et touchent 3,2
% de la population adulte soit 1,2 a 3 millions de frangais(10,11). Ces AIC ne deviennent
symptomatiques que rarement mais de facon dramatique. La rupture survient avec une
incidence annuelle de 8-10/100000 habitants/année dans la population caucasienne et
atteint 20/100000 habitants/année dans la population japonaise ou finlandaise (12).
Les Anévrismes intracraniens (AIC) se définissent par une hernie acquise de la paroi
artérielle survenant préférentiellement a une bifurcation artérielle avec une prédilection
topographique assez caractéristique au niveau des vaisseaux de la base du crane (Figure

2).
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Figure 2: Représentation schématique des localisations habituellesd’AIC d’apres

Rhoton(13)

A.CA. : artére cérébrale antérieure; A.Ch.A. : artere choroidienne antérieure ; A.Co.A. :
artéere communicante antérieure; A.LCA. : artere cérébelleuse antéro-inférieure; B.A. :
artere basilaire C.A. : artere carotide interne; M.CA. : artére cérébrale moyenne ; Op.A. :
artere ophtalmique ; P.CA. : artere cérébrale postérieure; P.Co.A. : artere communicante
postérieure; P.I.C.A. : artere cérébelleuse postéro-inférieure; S.C.A. : artere cérébelleuse

supérieure ; S.Hypo.A. : artére hypophysaire supérieure ; V.A. : artére vertébrale

Les figures 3 a 5, présentent les différentes modalités d’'imagerie usuelles pour le bilan
angioarchitectural d’'un AIC, des artéres porteuses et de I'ensemble de la vascularisation

artérielle intracraniennes d'un individu.
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Figure 3: Vue de face d’'une artériographie cérébrale de la carotide montrant un

anévrisme de la bifurcation cérébrale moyenne gauche.
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Figure 4 : Vue de face d’'une angioRM en temps de vol montrant un anévrisme de la

bifurcation cérébrale moyenne droite.
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Figure5 : Vue de face et axiale d'un angioscanner cérébrale montrant un anévrisme de la

bifurcation cérébrale moyenne gauche.
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2. ANEVRISMES ROMPUS : PRISE EN CHARGE EN URGENCE

La rupture d'un AIC entraine une hémorragie sous-arachnoidienne (HSA) de
sombre pronostic avec un taux de morbi-mortalité de 45 a 75% dans le premier mois
malgré les progres considérables de la neuro-réanimation et de la neuroradiologie

interventionnelle(14).

Dans l'urgence, le traitement prévaut a toute considération étiopathogénique. L’étude
ISAT a démontré dans ce cadre l'intérét du traitement endovasculaire comparé au
traitement chirurgical en diminuant de fagon significative le nombre de patients

dépendants a 3 mois (15).

Le traitement en urgence consiste en la mise en place de spires de platine a I'intérieur de
I’AIC afin de provoquer la formation d’'un thrombus qui va exclure ’AIC de la circulation
sanguine cérébrale. Ce traitement permettra d’éviter le re-saignement précoce de I’AIC
qui est le plus souvent létal. Toutefois, il persiste un risque de complication de I’'HSA
comme le développement d’'une hydrocéphalie aigué liée aux troubles de résorption du
liquide céphalo-spinal ainsi que le vasospasme survenant souvent de maniere décalée

(environ 5 a 7 jours apres la rupture).

C’est donc une pathologie grevée de lourdes conséquences sociales et économiques
puisqu’elle va toucher des personnes jeunes et bien souvent jusque-la en bonne santé

(age moyen a la rupture environ 50 ans) (16).
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3. ANEVRISME DE DECOUVERTE FORTUITE :

QUELLE PRISE EN CHARGE ?

Les progres de 'imagerie non invasive - Tomodensitométrie (TDM) ou Imagerie
par résonnance magnétique (IRM) - permettent de dépister cette anomalie vasculaire au
stade « pré-symptomatique » et exposent de plus en plus fréquemment les praticiens a

la découverte fortuite d’AIC.

A T'heure actuelle, il n’existe aucun consensus permettant d’identifier les AIC a
traiter préventivement. En effet, les données de la littérature décrivent un risque
hémorragique quasi nul (0,05%/an) pour les AIC de moins de 7 mm sans antécédents
hémorragiques (10), or ces données sont en contradiction avec les constatations de

terrain ou la majorité des AIC rompus mesure moins de 5 mm (11).

L’étude TEAM proposait de randomiser 2000 patients avec un suivi sur 10 ans, entre un
bras interventionnel et un bras observationnel avec surveillance et contrdle des facteurs
de risques environnementaux (12). Malheureusement, cette étude n’a pu étre menée a

terme du fait d'un nombre d’inclusion trop faible.

Actuellement, il existe une tendance a intervenir préventivement chez des patients
sélectionnés sur des critéres cliniques et morphologiques propres a I'AIC. Certains

facteurs de risques de rupture d'un AIC ont été identifiés par ordre d'importance (18) :

Tabagisme (Risque Relatif (RR)=3)
Hypertension artérielle (HTA) (RR=2,5)

Consommation d’alcool > 150g/semaine (RR=2)
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A noter qu'’il existe des disparités homme/femme dans I'importance de ces facteurs de
risques.
En outre, des facteurs liés aux caractéristiques morphologiques de I’AIC sont aussi

reconnus:

Taille > 7 mm et localisation postérieure (17)
Caractere irrégulier, lobulations(19)
Aspect ratio >1,6 (20), Size ratio > 2 (21)

Evolutivité

Ainsi les scores PHASES puis ELAPSS regroupant ces principaux facteur de risque ont-ils

été proposés pour rendre compte du risque de croissance d'un AIC (22,23).
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4. AMELIORER LA PRISE EN CHARGE DES ANEVRISMES

INTRACRANIENS NON ROMPUS: 2 AXES DE REFLEXIONS

a) Une stratégie de dépistage plus pertinente

Les AIC sont dans la tres grande majorité des cas asymptomatiques avant de se rompre.
L'IRM constitue aujourd'hui le moyen de dépistage des AIC (24). En effet, sa sensibilité
et sa spécificité sont bonnes pour des AIC de plus de 3 mm et c'est un examen non
irradiant(25). Mais la disponibilité de cet examen et le colit en limite l'utilisation. On sait
aujourd'hui que lorsque deux antécédents de rupture d’AIC sont apparus dans une
famille, ce dépistage par IRM est requis chez les apparentés au ler degré (26).
Cependant, la grande majorité des ruptures surviennent en dehors de ce contexte et le
poids de l'organisation d'un dépistage de masse méme limité a tous les apparentés au

ler degrés de patients atteints d’AIC est trop lourd pour la société (27).

Il serait donc tres judicieux d’évaluer une stratégie de dépistage de masse par IRM chez
des patients qui présentent un risque relatif intermédiaire entre ces deux derniers
groupes (les apparentés aux 1¢'s degrés d’'un cas et les apparentés aux 1¢'s degrés de 2
cas d’AIC dans la famille). Il faudrait dans cette optique disposer d’'un marqueur simple,
peu coliteux, non invasif. Celui-ci nous permettrait de sélectionner, dans une population
d'individus sains mais apparentés a un sujet porteur d’AIC (personne qui présente donc
déja un RRx4 de présence d’AIC), ceux qui sont susceptibles de développer un AIC. Ces
patients devront alors bénéficier d’'une surveillance IRM rapprochée afin de détecter

I'apparition d’'un AIC avant sa rupture.
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b) Des traitements mini-invasifs plus sirs et efficaces

L'amélioration du traitement des AIC est un second axe de réflexion. Le traitement
endovasculaire par mise en place de spires dans I’AIC non rompus est efficace mais non
dénué de complications (28). Il existe en effet des risques hémorragiques et
thromboemboliques qui conduisent a environ 3,5% d’évenements neurologiques graves

dans le premier mois suivant l'intervention (28).

D’autres types de traitement des AIC non rompus sont déja largement utilisés comme la
mise en place de stents de diversion de flux dans I'une des arteres porteuses de I'AIC
(29-31). D’autre part, des dispositifs de diversion de flux intra-anévrismaux sont aussi
utilisés depuis peu et les résultats a long terme sont en cours d’évaluation (32).

Ces traitements novateurs sont nés d’'une philosophie totalement différentes grace aux
connaissances acquises au sujet des facteurs hémodynamiques en cause dans la
formation et la rupture anévrismale (33,34). Ainsi l'amélioration des connaissances
physiopathologiques au sujet de la formation mais aussi de la rupture des AIC peut
permettre le développement de traitements potentiellement plus siirs et plus efficaces.
On peut aujourd’hui imaginer que la thérapie cellulaire pourrait ainsi étre utile afin

d’assurer une véritable guérison de la maladie pariétale (35).

Le développement de traitements et de stratégies de dépistage plus efficaces sont deux
axes pouvant étre adressés par notre travail. En effet, la génétique est pour nous une
porte d’entrée dans la physiopathologie anévrismale et est sans doute la voie la plus

efficace qui mene a un dépistage ciblé et personnalisé des patients a risque d’AlIC.
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C. PHYSIOPATHOLOGIE ET GENETIQUE DE LA FORMATION

DES ANEVRISMES INTRACRANIENS : ETAT DE L’ART

1. FAMILIALE NE VEUT PAS DIRE GENETIQUE

La présence d’AIC étant un facteur de risque majeur d’HSA, Bor et al. ont montré
que le risque d’'HSA pour un individu apparenté au ler degré était multiplié par 51(CI,
8,56-1117) quand au moins deux cas d’HSA sont survenus dans la familles (36,37).
Toutefois, 'intervalle de confiance de ce résultat, dii au tres faible nombre de cas, améne
a le considérer avec prudence. Les formes familiales de rupture d’AIC et donc d’"HSA sont
rares car seuls 3% des patients avec une HSA ont un ATCD au 1 er degré de HSA.
Certains affirment que cela est dii aux stratégies de dépistage mais celle-ci sont
relativement récentes (1990) et les registres (suédois par exemple) recensent les cas

depuis les années 60 (38).

L’héritabilité, définie comme la proportion de la susceptibilité a la maladie due
aux facteurs génétiques, peut étre mesurée par la concordance du phénomene chez les
jumeaux. Le groupe Nordic Twin Study s’est intéressé a la pathologie anévrismale chez
les jumeaux. Leur étude a montré une héritabilité estimée a 41% pour la rupture d’AIC,
suggérant que les facteurs environnementaux sont déterminants dans la survenue d’"HSA

liée aux AIC (39).

Si les HSA sont rares, la prévalence des AIC est nettement supérieure et varie de 0
a 42 % selon les études avec un taux de 3,2% reportée dans la plus grande méta-analyse
a ce jour (11). Toutefois et comme affirmé par Korja et al, il ne serait pas étonnant que
cette prévalence dépasse nettement les 6% dans une sous population de femmes

hypertendues et tabagiques (40). En effet, la sceur tabagique et hypertendue d'un
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individu porteur d’AIC présente le risque relatif maximal d’étre porteur d'un AIC (41).
De plus la plupart des cas d’AIC retrouvés chez les apparentés quand un dépistage

familial est entrepris mesure moins de 4 mm (41).

Ces considérations relatives aux facteurs de risque, et I'échec des GWAS (cf.
Etudes d’association sur génome entier association publiées) de grande ampleur a
mettre en évidence une association forte entre un locus de susceptibilité et la présence
d’AlC, poussent certains a penser que I'agrégation de cas au sein d’'une famille, est en fait
liée a l'agrégation des facteurs de risque dans cette famille. En d’autres termes, la

génétique n’expliquerait pas la survenue d’AIC dans les familles en question.

Cependant, s’il apparait probable que les facteurs environnementaux ont une
importance majeure dans le risque de survenue d’HSA, la génétique parait quant a elle
impliquée dans la formation de I'AIC. Cette hypothése est appuyée par le groupe FIA qui
a étudié les 21 paires de jumeaux incluses dans leur étude. Parmi ces dernieres, 11 des
12 paires de jumeaux monozygotes sont tous deux porteurs d’AIC contre seulement 5

des 9 paires de jumeaux dizygotes (42).
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2. PLACE DE LA GENETIQUE DANS LA SURVENUE DES

ANEVRISMES INTRACRANIENS

Des études ont suggéré que le principal facteur d’apparition d’'un AIC était la présence
d’'un antécédent familial d’AIC (RR=4) (10). Les formes familiales représenteraient 7 a
12,5% des cas d’AIC (43)(12) et sont définies par la présence d’au moins 2 cas

apparentés au 1€ ou au 2éme degré (26).

Il est important de différencier les formes familiales d’AIC liées a des pathologies
syndromiques identifiées telles que la polykystose autosomique dominante mais aussi le
syndrome d’ElhersDanlos de type IV, le syndrome de Marfan et plus récemment décrit
les Aneurysm-OstéoarthritisSyndromes liés en particulier a la mutation du gene
SMAD3(44). Toutefois, I'ensemble de ces formes familiales syndromiques ne
représenterait que 1% des AIC (45). Il existe donc de nombreuses formes non

syndromiques d’AIC familiaux.

Dans les années 1960 - 1970, les premiers cas familiaux ont été décrits (46) mais il a
fallu attendre les progres de la génétique moléculaire et les années 2000 pour voir
apparaitre des études d’intéréts concernant ces formes familiales. A ce jour, le plus

grand nombre de patients atteints au sein d'une famille s’éleve a dix (47).
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a) Analyse de liaison génétique

Les analyses de liaison menées dans les années 2000 ont été confrontées a 2 types de

difficultés majeures :

1) L’identification de grandes familles génétiquement informatives est rendue
difficile par I'apparition tardive des AIC, la prévalence faible et par le nombre important

de déces post-rupture.

2) Les analyses de liaison paramétriques nécessitent, au préalable, une hypothese
de transmission mendelienne. Celle-ci est difficile a émettre dans le cadre des AIC car les
modes de transmission sont probablement hétérogenes. Afin de pallier ce probléme, des
analyses de liaison « sibling-pair » (paire de fréres/ sceurs) ont été utilisées

s’affranchissant ainsi du mode de transmission (voir Annexes IBD)

En 2001, Onda et al. ont identifié une liaison sur le chromosome 7q11 grace a une étude
de liaison portant sur une centaine de cas japonais (sibling-pairs) (Logarithm of odds
(LOD) score 3,22). Dans ce locus, le gene codant I'élastine (ELN) est apparu comme un
bon gene candidat, mais aucun des 14 SNP identifiés dans ce gene n’a montré
d’association allélique avec la pathologie (48). De méme, Olson et al.en 2002 puis Van
der Voet et al. en 2004 mettent en évidence un déséquilibre de liaison sur le
chromosome 19q13.3 (49)(50). En 2004, Farnham et al. confirment un déséquilibre de
liaison sur le chromosome 7q11 dans une population de I'Utah aux USA (51). Akagawa et
al. en 2006 ont identifié un haplotype en déséquilibre de liaison sur 7q11 chez des
japonais. Deux SNP déléteres dans les régions régulatrices du gene codant I’élastine ont
été retrouvés. Dans des études in vitro, I'expression fonctionnelle de ces mutations
entrainent une accélération de la dégradation de I’ acide ribonucléique messager

(ARNm) de I’élastine et une diminution de I'activité du promoteur de LKM1(52).

28



D’autres travaux réalisés sur des familles génétiquement informatives ont pu mettre en
évidence les loci2p13 (LOD score 3.55), 1p34.3-p36.13 (LOD score 4,2) et 13q14.12-
21.1 (LOD score 4.56) (47)(53). Ces loci contiennent des genes candidats, mais les

investigations de I'’époque n’ont pas abouti a I'identification d’'un gene.

En effet, les technologies actuelles de séquencage haut débit n’étaient pas disponibles et

ne permettaient pas de réaliser un criblage exhaustif des génes présents dans le locus.

En 2008, une méta-analyse de 5 études de liaison totalisait une dizaine de loci sans
qu’aucun de ces derniers ne permettent de déterminer clairement de mutation a effet

fort a I'origine des formes familiales d’AIC (54).

Enfin en 2008, la plus grande étude de liaison intitulée “Familial Intracranial Aneurysm
Study 1” (FIA 1) portant sur plus de 1100 cas familiaux issus d’'un consortium
international de 192 familles a été publiée. Cette étude a la particularité de prendre en
compte les facteurs de risque de rupture d’AIC comme le tabac et I'HTA. Celle-ci a
montré un LOD score maximal modeste sur les chromosomes 4q et 12p mais modulé
jusqu’a 4,1 sur le chromosome 7 avec l'interaction quantitative du tabagisme exprimé en
paquet/années. (55). Ces études familiales, bien que n'aboutissant pas a l'identification

de genes majeurs, montrent également |'existence de déterminants génétiques.

Au total, six régions génomiques ont montré un déséquilibre de liaison dans au moins

deux études indépendantes(1p34-36, 4q32, 7q11, 14922, 19q13, et Xp22) (56).
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b) Etudes d’association sur génome entier

i. Etudes d’association sur génome entier publiées

Les études de liaisons suggerent donc qu'’il n’y ait pas qu’une variation a effet fort dans
les familles d’AIC mais plusieurs facteurs génétiques et environnementaux contribuant
aux AIC. En effet, les variations touchent potentiellement plusieurs genes. Tout comme le
diabete de type 1, ces constatations font entrer les AIC dans le cadre des Maladies

Complexes (57).

C’est pourquoi en parallele de ces analyses familiales a la recherche de variations a effet
fort, des études ont été menées afin d’identifier des variations fréquentes pouvant

prédisposer aux AIC.

A partir de 2008, des GWAS ont été publiées, mais aucune n’est pas parvenue a expliquer
la forte héritabilité supposée de la pathologie. Les variations génétiques testées dans ce
type d’études sont caractérisées par leur forte fréquence (SNP) et leur effet faible sur la
pathologie. Au final, les loci retrouvées dans ces études n’expliqueraient que 5% de

I’héritabilité des formes familiales (58).

Les études de Bilguvar et Yasuno ont identifié 5 loci (18q11.2 proche de RBBPS,
10924.32 proche de CNNM2, 13q13.1 proche de STARD13, 8q11.23 proche de SOX17,
9p21.3 proche de CDKN2A et CDKNZ2B). (59)(58).

Les mémes auteurs ont publié en 2011 une association entre les AIC et une variation
génétique (SNP) sur le géne codant le récepteur de type A de l'endothéline, gene

candidat fonctionnel et situé sur le locus 4q31.23. (60). En 2012, Foroud et al. Ont
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comparé des résultats d'une GWAS sur cohortes d’AIC familiaux et sporadiques. Ils
confirment une modeste association avec 9p mais I'Odds Ratio reste supérieur avec le
tabagisme qu’avec les variations présents et testés dans ce locus (OR tabac (2,5)>0R
génotype SNP 8q (1,4)) suggérant ainsi que le tabagisme est un facteur de risque d’AIC
supérieur aux variations retrouvées dans ce locus. En outre, le tabagisme et la présence
de ces variations conduisent dans cette étude, a un sur-risque d'AIC attendu. Il n’y aurait

donc pas de locus de susceptibilité au tabagisme pour les AIC selon cette étude (61).

En 2012, une GWAS a de nouveau été réalisée mais sur une population exclusivement
japonaise (62). L’étude réalisée sur plus de 1300 cas et 5000 contrdles et répliquée sur
2400 cas et 13000 confirme les loci déja retrouvés dans les précédente GWAS et a
approfondi l'étude fonctionnelle d'un locus 4q31.22 proche du récepteur de
I'endothéline A. L’allele alternatif du rs6841581 situé dans ce géne conduirait a une

modification de I'affinité du Récepteur a I'endothéline.

La derniere GWAS a été publiée en 2014, et met en évidence un nouveau locus sur le
chromosome 7 (OR 1.27) dont I'association est répliquée dans la cohorte allemande. Ce

locus contient notamment le gene HDAC9 qui est associé au AVC ischémiques (63).

Enfin, une méta analyse de « candidate-gene association study » (CGAS) et de GWAS
regroupant 66 études (dont 6 GWAS) avec 41 SNP dans 29 genes a été publiées en 2013
dans Neurology(64). Au total, 33000 cas et 83000 témoins ont permis apres analyse de
I’hétérogénéité statistique et correction des biais liées aux origines géographiques des
cas et témoins de faire ressortir 19 SNP. Cette étude confirme les réles importants de

9p21:0R 1.29,8q11:0R1.21 et 4q31: OR 1.22.
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ii. Travaux ancillaires aux études de génome entier

Différentes études reprennent les résultats de ces GWAS afin de moduler les effets des
SNP en fonction de 1'dge a la rupture, des facteurs de risque en environnementaux, les

antécédents familiaux, de la localisation de I'anévrisme.

En 2010 une étude originale a montré que la localisation de I'AIC sur la circulation
intracranienne postérieure augmentait la force de l'association avec 9p21 (38). De
méme, Van’t Hof en calculant un score génétique de risque en fonction de la présence
des SNP et de leurs OR respectifs a mis en évidence une hétérogénéité génétique en

fonction de la localisation des AIC (65).

Peymani et al. ont, en 2015 dans Stroke, mis en évidence une association entre un score
similaire et la taille de I’AIC chez 120 patients. En revanche, aucun lien entre la présence
des AIC et un score construit a partir de SNP en lien avec 'HTA n’a été retrouvé chez 120

porteurs d’AIC et 5000 controles (66).

En 2013, une équipe turque a tenté de combiner in sillico les différents SNP retrouvé
dans les GWAS et les génes qui s’y rapportent pour identifier des voies de signalisation
en jeu dans la formation des AIC. Ce travail a donc utilisé les données d’interactomiques
et de protéomiques pour faire ressortir trois principales voies, celle du TGFf3, de la MAP

Kinase et du Calcium intracellulaire(67).

L’exploitation fonctionnelle la plus aboutie des résultats de ces GWAS est en lien avec le
locus 8qll (68). Ce locus contient le gene SOX 17 connu comme régulateur de
I'angiogénese et de la différenciation des cellules endothéliales artérielles. Il est tres
exprimé dans les cellules endothéliales des artéres intracraniennes humaines. Un
modele murin KO pour ce gene a été généré et étudié sous différents régimes

d’hypertension artérielle par histologie et en IRM 9,4 Tesla.

32



Sans hypertension,25% des souris KO pour SOX 17 forment des AIC contre 0% des wild
type. Avec hypertension induite par pompe a angiotensine 2,60%des souris KO pour SOX
17 forment des AIC contre 15% des wild types. Toutefois I'examen attentif des images
proposées dans cet article, montre que les dilatations décrites comme anévrismales sont
fusiformes et correspondent sans doute a des dissections plus qu’a la formation de

véritables dilatations sacculaires de bifurcations.

L’étude histologique de ce modele murin transgénique montre, en réaction a
I’hypertension, une dilatation de la lumiere et un amincissement pariétal par raréfaction
des fibres musculaires lisses. De plus les cellules endothéliales présentent une forme
irréguliére avec des jonctions cellulaires déstabilisées (VE cadhérines). Cette étude
montre enfin une nette baisse de I'expression de SOX 17 dans les arteres intracraniennes
des patients présentant des AIC multiples (mais pas si AIC unique) comparé aux témoins

autopsiques.
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Figure 6 : Résumé des principaux « hits » des études de liaison, d’association ou de type

gene candidats publiées. D’apres Tromp et al (56).
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and optimizing prognostic risk assessment.
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We still do not know why intracranial aneurysms (lA)
develop. Genetic predisposition and environmental exposi-
tion are the two etiological factors explored so far. Although,
there were already many specialized reviews in the specific
topic of human genetics applied to lAs [1-5], we propose
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in a single scientific paper a very summarized and concise
state of the art. It can help the neuroradiologists to realize
the current status and problems of genetic research for lAs.

Introduction

Detection of an intracranial aneurysm (lA) is a common
finding in MRl practice [6]. Three percent of the general
population harbors an lA [7]. Nowadays, the incidence of
unruptured [A seems to be increasing with the continuous
evolution of imaging techniques [4,8.9]. The main issue is
that it can lead to permanent neurological deficit or death
if the aneurysm ruptures (incidence de 10/100,000). How-
ever, the low incidence of subarachnoid hemorrhage (S4H)
— compared to the prevalence of unruptured |A — suggests
that the majority of |A do not rupture [10].
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Important modifiable risk factors for 5AH include
cigarette smoking (relative risk, 2.2 to 3.1), high blood pres-
sure (relative risk, 2.5 to 2.6), and heavy (> 150g/week)
alcohol consumption (relative risk, 1.5 to 2.1) [11]. Indi-
viduals aged 40 to &0 years are at highest risk for lAs, with
women affected more than men by a 3:2 ratio [12,13].

In 1999, the MARS group cleared the issue of screening
healthy relatives around a patient with an lA. Indeed, among
the 1st degree relatives, 149 patients should be screened
with MRA to prevent 1 5AH and 298 patients to prevent one
death by 5AH [14]. Furthermore, familial history of |A is the
best risk marker for the presence of A [15]. For example, the
risk of |A, as determined by magnetic resonance angiography
(MRA) screening, is about four times greater among members
of families with two or more patients presenting with 1A than
among the general population.

Mumerous heritable conditions are associated with 1A
formation, including autosomal dominant polycystic kidney
disease, neurofibromatosis type |, Marfan syndrome, multi-
ple endocrine neoplasia type |, pseudoxanthoma elasticum,
hereditary hemorrhagic telangiectasia, and Ehlers-Danlos
syndrome type Il and IV [16,17]. These syndromes account
for less than 1% of all lAs in the population and therefore
cannot explain the familial aggregation in most of A cases
[18]. Indeed, familial |A is supposed to represent 10% of
all cases [19] and it appears that a systematic research of
familial history of |A reveals familial forms more often than
anticipated. Thus, ascertaining multigenerational extended
pedigrees through affected index cases will likely lead to
identify rapidly a sizable cohort of familial cases [18].

State of art —genetics studies

Several genetic models could explain the heritability of lAs.
This condition may be attributable to the inheritance of rare
genetic variation with major effect, but incomplete pene-
trance. This category of genetic variation can be assessed
through familial investigations. Another hypothesis, which
can be tested by applying population-based approaches, is
that lAs are caused by common genetic variation with small
effect size [18].

The collective efforts of multiple international consor-
tiums have identified millions of common 5MPs and copy
number polymorphisms in DMAs from populations of vari-
ous ancestries, as well as linkage-disequilibrium patterns
[20]. This is the basis of the two main strategies applied for
the last fifteen years to identify genetic variation causally
related to l&: genome wide linkage (GWL) and genome wide
association studies (GWAS) (Table 1).

Familial investigations

The availability of large families allows to test the unusual
circumstance in which lAs are transmitted as a conse-
guence of a mutation in a single gene with a major effect.
Genome wide linkage analyses look for the chromosomal
position (loci) containing the disease gene by interrogat-
ing genetic markers, Single Nucleotid Polymorphism (5HP)
or Variable Humber Tandem Repeat (VNTR). This method
has permitted to identify disease-causing genes in com-
plex disorders such as diabetes, obesity, and hypertension

[21—23]. Furthermore, it has also shed light on the phys-
iopathology of cerebral cavernous malformations [24]. To
date, a number of studies have applied linkage analysis to |A.
The non-parametric approaches are attractive with respect
to A because the penetrance is likely incomplete, mean-
ing that each mutation carrier is not necessarily affected.
Overall, non-parametric linkage analyses have identified
multiple loci contributing to A formation and possible rup-
ture [25-31] but only 4 (1p34.3—p36.13, 7q11, 19g13.3,
and Xp22) have been replicated in different populations
[26,27,29,312].

The strongest evidence to date involves regions on chro-
mosomal arms 7q and 19gq, on which several linkage hits have
been reported in independent studies [25]. Positional can-
didate genes were tested in the relevant regions but only
moderate associations were found (PERLECAN gene, ELASTIN
gene, COLLAGEN type 1 A2 gene) [1]: no functional variant
was shown as segregating with A,

Population-based studies

GWAS provide an alternative approach to elucidate the
influence of genetic variants in complex or multi-factorial
disorders. This strategy is based on the identification of a
number of 5MPs in loci that are significantly associated with
the presence of A, independently of modifiable risk fac-
tors. Logistic regression analysis is performed to predict the
probability of lA given a specific SNP. Odds ratios (ORs) and P
values are generated to report the proportion of individuals
in the case group carrying a SMP compared to the proportion
in the control group. Significant SMPs are mapped to loci,
which can then be scrutinized to infer which genes play a
role in the pathogenesis of lAs.

GWAS on other vascular diseases, including hyperten-
sion and ischemic stroke, have already yielded insight into
new disease genes and pathways [33]. Nevertheless, the
amount of data on genetic associations with lAs remains
much smaller than for other complex diseases and only
4 large-scale GWAS (= 3000 cases and controls) have been
reported so far for A,

GWAS identified two loci —9p21 and Bgl2 — signifi-
cantly associated with lAs (P wvalue <1 =x107) [34] in
case-control populations from lceland, Netherlands and Fin-
land [35]. At the Bg12.1 locus, 50X 717 is the main candidate.
This gene required for both endothelial formation and
maintenance— an important aspect when considering the
predominant location of LA at arterial branch points and sites
of endothelial shear stress [36]. Analyses of each dataset
individually as well as jointly found that the G allele at
rs10757278 is associated with an approximately 1.29-fold
increase in the risk of |A [37,38]. Thus, this locus alone
explains only a small fraction of the genetic risk. The num-
ber of true additional genetic risk factors and the strength
of their associations with |As remain uncertain so far.

Data pooling from all genetic association studies allows
risk estimates to be determined more precisely in light
of statistical heterogeneity and differences in population
ethnicity between studies. One comprehensive review and
meta-analysis of all published GWAS of |A was reported by
Alg and al. [34]. Once again, low ORs suggest that the genetic
contribution to aneurysm development is substantial but
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Table 1  Major studies about genetics of intracranial aneurysms with results in term of loci, candidates genes and their related

functions.

Studies Type of genetic Lowci Candidate Functions

analysis genes

Yasuno et al. [32] GWAS 4q31.23 EDNRA Vasoconstriction

Yasuno et al. [32] GWAS 8q21.3 Sox17 Endothelial sprouting

Bilguvar et al. [31]

Yasuno et al. [32] GWAS 9p21.3 COKN2ZAFB Smooth muscle proliferation

Bilguvar et al. [31]

Yasuno et al. [32] GWAS 10g24.32 CNNMZ Epithelial absorption of
Mg2+

Yasuno et al. [32] GWAS 13g13.1 STARD13 Endothelial cell migration

Bilguvar et al. [31] GWAS 2q BOLL, PLCLY Homology to phospholipase
C, lies downstream of
VEGFR2

Yasuno et al. [32] GWAS 18g11.2 RBBPS Cell cycle

Onda et al. [21] GWL 7qi11, 5q22, 14q22 ELASTIN Parietal vessel elasticity

Mahed et al. [20] GWL 1p34.3—p36.13, Xp22 PERIECAN Stimulate endothelial
growth and re-generation

Yamada et al. [23] GWL 19g13, Xp22

Ozturk et al. [22] GWL 11g24, 1423

GWAS: genome wide association studies; GWL: genome wide linkage.

can't explain the estimated part of heredity in this pathol- Conclusion

ogy.

Gene expression studies

Gene expression studies use microarrays to catalog the
transcriptome of lAs in an individual. Numerous studies
have been ongoing since 2001, and demonstrate abnor-
mal transcription in proteins germane to collagens, matrix
metalloproteinases, tissue inhibitors of matrix metallopro-
teinases, and cell adhesion molecules [3%—42]. One can
easily conclude that the key actor that causes A& forma-
tion is among these genes. However, all these studies were
conducted after aneurysmal rupture. Thus, since a 5AH is
a cataclysmic and systemic event, we are not able today
to distinguish the ""chicken and egg'". The large clusters of
genes overexpressed in these conditions are probably the
consequence of the rupture [43].

Next generation sequencing (NG5): a new era
in human genetics

Mew strategies based on NG5 have permitted to discover
unknown mutations causally related to familial thoracic
aortic aneurysms and dissections or to brainstem gliomas
[44,45]. Recently, the FIA consortium has brought the genet-
ics of familial forms of IA in the era of whole-exome
sequencing [46]. Large pedigrees of American, Australian
and Mew {ealander affected by |A were recruited to analyse
all coding sequences from fifty patients, carrying LA or not.
Several relevant mutations have been identified: plans are
underway to further test the impacted genes.

Mo diagnostic test based on genetic knowledge is currently
available to identify patients who are at higher risk for
developing lAs. The discovery of genetic mutations with
large effects shared by individuals with AIC would be a
first crucial step. The existence of common risk alleles for
IA located around the same genes would then be an argu-
ment in favor of the hypothesis that the corresponding gene
products play important roles in the integrity of the cere-
bral vasculature. In the longer term, a more comprehensive
understanding of independent and interdependent molec-
ular pathways germane to lA formation and rupture may
guide the physician in developing targeted therapies and
optimizing prognostic risk assessment.
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d) Séquencage d’exome et anévrismes intracraniens

Depuis ce dernier article en 2015,quatre études ont été publiées suite a 'application du

séquencage d’exome sur des formes familiales d’AIC.

En 2013, le consortium FIA a publié un article rapportant l'usage d'une stratégie
d’exomes equencing sur des formes familiales d’AIC. Le séquencage de 50 exomes chez
des patients issus de 7 familles a abouti a la sélection de 96 genes sans plus
d’information dans cet article (69). Deux ans apres, la méme équipe publie les résultats

de cette stratégie génétique appliquée aux AIC dans ces 7 familles (70).

Le filtrage des variations autosomiques s’est attaché a retenir les variations non
synonymes, rares (MAF<1%) dans les bases de données en ligne (1000G et EVS)
disponibles au moment ce travail et une base donnée locale de 260 exomes. Un filtrage
sur les effets protéiques supposés de la variation a aussi été appliqué (au moins
« damaging » dans SIFT ou poplyphen2). Les variations ont été retenues quand elles
étaient retrouvées chez l'ensemble des patients atteints d’AIC au sein d’'une méme
famille, c’est-a-dire que la présence d'une phénocopie conduisait a I'élimination du gene

en question.

Pour filtrer les variations et étudier la ségrégation au sein des familles, les patients ont
été considérés comme sain s’il n’était pas porteur d’AIC a 45 ans. Une étude de liaison
paramétrique a été menée dans chacune de ces familles. Chaque variation sélectionnée
suite au séquencage d’exome a été annotée par le LOD score maximal dans une fenétre
de 10Mb autour de ce dernier. Pour conclure cette stratégie complexe de filtrage, une
étude d’expression sur 22 AIC rompus, 21 non rompus et 16 contrdles (arteres piales de

régions épileptogenes) a été menée sur des patients indépendants de ces familles. A
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I'issue de ces étapes et sur les 68 geénes sélectionnés, seul TMEM132B, un géne mal

caractérisé, est surexprimé de maniere significative dans les tissus anévrismaux. (70).

Yan et al. ont publié dans stroke en 2015 les résultats de leur étude portant sur 12
familles chinoises (71). Le premier filtre appliqué est un filtre de fréquence en
population de 5% (MAF<5%). Les variations sélectionnées sont celles présentes dans
« au moins une » des 12 familles. Par la suite, des filtres de prédiction protéique et dans
Gene Ontology sont appliqués pour ne conserver que 10 variations. Ces 10 variations
retenues sont étudiées successivement dans une cohorte de réplication de 24 familles
porteuses d’AIC, de 426 cas sporadiques d’AIC et de 1500 contrdles. L’hypothése est
donc qu'une méme variation et non pas un géne puisse étre responsable de la pathologie
dans ces différentes familles. Au final, les variations présentent dans ADAMTS15 et
FILIP1L semblent significativement plus fréquente dans la population des AIC familiaux
que dans la population controle. En revanche, aucune différence n’est observée entre

cette fréquence dans la population des AIC sporadiques et dans la population contrdle.

Zhou et al. ont récemment aussi appliqué une stratégie de séquencage d'exome sur 6
familles franco-canadiennes porteuses d’AIC (72). L’étude s’est en revanche focalisée sur
la recherche de variations rares qui puissent expliquer I'agrégation de cas d’AIC au sein
de ces familles. Leur analyse révele un enrichissement en variations rares dans le gene
codant pour laring finger protein 213 (RNF213). Le criblage de ce géne dans une cohorte
plus large de cas sporadiques et I'’étude d’association supportent cette hypothese. Ce
gene serait impliqué dans le développement de la maladie Moya Moya dans les
populations japonaises (73). Tout comme dans l'article de Yan et al, les variations
sélectionnées sont celles présentes dans « au moins deux» des 6 familles, et 16 des 26
patients porteurs d’AIC atteints dans ces familles ne présentent pas de variations dans

RNF 213.
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A ce jour, I'étude qui semble la plus intéressante au sujet de la génétique et de la
physiopathologie anévrismale a été publiée dans Stroke en 2016 (74). Santiago Sim et al.
ont étudié une famille de 35 individus franco-canadiens. En 2009, une étude de liaison

avait retrouvé un locus de susceptibilité en 13 q14-21 au sein de cette famille (75).

Parmi les 9 porteurs d’AIC dans cette famille, deux individus ont bénéficié du
séquencage d’exomes. 53 variations rares (MAF < 0.01%) et non synonymes sont
partagées par ces 2 individus. De maniere tres intéressante, I'une de ces mutations
touche I'ensemble des 9 patients atteints d’AIC et épargne les 26 non porteurs d’AlC.
Cette mutation non-sens, touche le géne THSD1. Cette mutation est rare puisque absente
de la base de données ExAC (Cambridge, MA, exac.broadinstitute.org/) et dans une
cohorte de 300 contrdles recrutés dans leur étude. Ce géne a donc été passé au crible
chez 500 patients porteurs d’AIC et 7 autres variations faux sens et rares ont été mis en

évidence.

L’étude fonctionnelle de ce gene, révéle une expression dans la cellule endothéliale
vasculaire du modele murin. Les zebrafish qui ont subi une inactivation de ce géne par
injection d'un oligonucléotide ciblant un site d’épissage de THSD1 orthologue,

présentent des hémorragies intracraniennes sous 48h.

Toutefois, malgré une imagerie magnétique haute résolution 9,4 Tesla et I'étude

histologique, aucun AIC n’a été mis en évidence dans le modeéle murin ou le zebrafish.
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3. UNPRIMUM MOVENS MECONNU
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Figure 7 : Formation et rupture d'un AIC d’aprés Chalouhi et al.(76)
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La physiopathologie des AIC est méconnue, notamment en raison de l'absence de
modeles animaux pertinents. En effet, 'exploration de ces mécanismes utilise
essentiellement des modeles de fragilisation de la paroi vasculaire par injection intra
cisternale d’élastase chez le rat ou la souris, associée a une augmentation des
contraintes hémodynamiques par I'induction d'une hypertension artérielle. Si ce modeéle
résulte en une désadaptation pariétale pathologique a un stress hémodynamique et offre
un bon modeéle d’étude des traitements implantables des AIC, il permet difficilement

d’explorer les mécanismes a 'origine de la formation des AIC (77).

Les données histologiques d’AIC, rompus ou non, opérés chirurgicalement, mettent en
évidence une certaine hétérogénéité. L’élément commun est la rupture de la limitante
élastique interne (78). L’initiation de la formation des AIC serait liée a une dysfonction
endothéliale et des cellules musculaires lisses en réponse a un stress hémodynamique
(76). Les forces de cisaillements paralléles a la paroi (shear stress) peuvent induire une
surexpression du stress oxydantdans les cellules musculaires lisses par I'activation de
NF-kappaB(79). Une prédisposition a la dilatation artérielle associée a une
surexpression des voies du stress oxydant pourrait ainsi favoriser la formation
anévrismale (80). Chez I'animal, I'augmentation du stress hémodynamique au niveau
d’'une bifurcation carotidienne induit a ce niveau un remodelage de la paroi artérielle

ayant les caractéristiques initiales des AIC (81).

Cette désadaptation endothéliale dont les mécanismes physiopathologiques sont encore
inconnus, provoque une réponse de type inflammatoire et une modification des
phénotypes cellulaires de la paroi. Les jonctions serrées endothéliales sont rompues a la
phase initiale de la formation, augmentant la perméabilité de 'endothélium et favorisant
l'infiltration macrophagique(82). Les cellules musculaires lisses se dédifférencient pour

migrer, et proliférer entrainant une hyperplasie myo-intimale.
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Dans la lésion pré-anévrismale un thrombus pariétal se forme et va, tout comme dans
les anévrismes aortiques, avoir une action cytotoxique sur la paroi anévrismale (83,84).
Les protéinases comme les Métallo protéinase 2 sont secrétées par les cellules
musculaires lisses et dégradent la matrice extra cellulaire ainsi que la limitante élastique
interne, provoquant la formation d’'un sac anévrismal. Ce processus peut se poursuivre
par une apoptose des cellules musculaires lisses accentuant 'amincissement de la paroi,

pouvant alors conduire a la rupture(85).

a) Etudes des interactions environnementales avec les
anévrismes intracraniens

Il est important de noter que les facteurs environnementaux agissent sur le risque de
rupture mais aussi sur le risque de présence d’AIC. Vlak et al. ont en 2013 réalisé une
étude sur 216 AIC non rompus et 574 controles (86). IIs ont confirmé que le tabac et
I'HTA étaient d’'importants facteurs mais surtout que leur effets étaient multiplicatifs
pour atteindre un Odds ratio (OR) de 8 (alors que le tabac seul = 3 et 'HTA = 2,9). Ces
mécanismes physiopathologiques n’expliquent cependant pas, a eux seuls, pourquoi
certaines personnes présentent une dysfonction endothéliale et développent des AIC,
tandis que d’autres soumis aux mémes facteurs de risque environnementaux en sont

indemnes.

b) Epigénétique et anévrismes intracraniens

Les études transcriptomiques mettent en évidence des modulations de I'expression de
certains genes probablement dues aux facteurs environnementaux. Ces effets peuvent
étre transmis par l'intermédiaire des mécanismes d’épigénétique. Ces mécanismes
regroupent principalement I'action des miRNA, des long non-coding RNA, 'acétylations

des histones et la méthylation de '’ADN.
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Une étude récente sur 20 patients opérés d’AIC a analysé 485 000 sites de
méthylation sur micro arrays(87). Les génes d’intéréts ont été sélectionnés dans Gene
Ontology et Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome afin de réaliser une étude en
clusters. 14 genes sont apparus comme différentiellement exprimés entre les tissus AIC
et les tissus témoins (arteres temporales). Ces génes sont impliqués dans les voies NF-
kB, JAK-STAT, et ERK/JNK. Mais comme souvent dans ce type d’étude, I'absence de
vaisseaux cérébraux artériels intracraniens comme tissus témoins constitue un biais

majeur.

De nombreuses études se sont intéressées aux miRNA. Le miRNA 370 3p, miRNA
29a et 29b mais aussi les miRNA 143/145, ont montré des taux sanguins ou
d’expression tissulaire modulés chez des patients porteurs d’AIC (88-90). Sima et al. ont
trés récemment étudié des polymorphismes situés sur les promoteurs des miRNA
143 /145 sur 565 patients AIC et 622 témoins (91). Ils ont montré que les rs4703342 et
rs4703343 étaient associés a une baisse de 'expression de ces derniers liés a un plus

faible risque d’AIC (étude d’association).

Enfin, une étude récente sur 12 patients porteurs d’AIC et 12 tissus témoins s’est
intéressée aux long non coding RNA (92). Cette étude a montré une expression
différentielle entre les deux tissus sur 1,150 long non coding RNA et 286 miRNA avant
de regrouper in silico, ces derniers dans un réseau (competing endogenous RNA) grace a
Gene Ontology et Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome. Les réseaux ainsi mis en
évidence sont impliqués dans les phénomenes d’adhésion focale et de contraction des
fibres musculaires lisses. Cependant, le long non-coding RNA qui a suscité le plus
d’'intérét dans la pathologie anévrismale intracranienne reste ANRIL évoqué plus haut

au sujet des GWAS (61).
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c) Transcriptome, expression et anévrismes
intrcraniens

Les études de transcriptomique portent le plus souvent sur I'étude des AIC
rompus comparés aux AIC non rompus. Ces études se heurtent principalement a la mise
en évidence de voies de signalisation activées en conséquence de la rupture et non

I'inverse.

Pour les études qui visent a analyser I'expression des genes dans les tissus anévrismaux
non rompus, le principal probleme réside, encore une fois, dans la difficulté a obtenir un
tissu controle pertinent. En effet, la plupart de ces études se contente d’étudier les
niveaux d’expression des genes dans le tissu anévrismal comparé aux arteres
temporales (n’ayant ni la méme histologie ni la méme physiologie que les arteres

intracraniennes).

En 2012, une méta-analyse a combiné les résultats de cinq études d’expression
regroupant 30 cas d’AIC rompus et 30 cas d’AIC non rompus. Cette analyse retrouve 7
genes (BCL2, COL1A2, COL3A1, COL5A2, CXCL12, TIMP4, et TNC)dont I'expression est
modifiée dans au moins quatre des cinq études et qui pour la plupart sont liés a la

matrice extracellulaire (93).

Une récente étude de 2016 a inclus 22 AIC rompus, 22 AIC non rompus et 16
controles issus d’arteres corticales prélevées lors de chirurgies d’épilepsie. Les genes
différentiellement exprimés étaient ceux des voies lysosomales et de 'immunité entre
les AIC rompus et non rompus. D'autre part, entre AIC et controles, les genes
différentiellement exprimés étaient encore une fois en lien avec la matrice

extracellulaire (94).

Une étude a analysé le transcriptome dans le sérum (et non dans le tissu anévrismale)
de 119 patients aux antécédents d’AIC rompu comparé a 118 contrdles. L'intérét de
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cette étude réside dans le mode de recrutement des contréles (95). Ils I'ont été le méme
jour que les cas atteints et en moyenne 2 ans apres ’hémorragie. Ces témoins étaient
souvent les conjoints des cas donc sans lien de parenté mais avec méme mode de vie.

Aucun cluster surexprimé n’est apparu dans cette étude.
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II. RESULTATS ET DISCUSSIONS

A. GAIA : UNE ETUDE CENTREE SUR LES FORMES

FAMILIALES D’ANEVRISMES INTRACRANIENS

Le projet GAIA a recruté dans les régions Ouest puis Centre de la France plus de 110
noyaux familiaux répondant a la définition des formes familiales d’AIC (au moins 2
apparentés présentant un AIC certain et reliés aux 1¢'s degrés). Le réseau GAIA était

constitué des CHU de Angers, Bordeaux, Créteil, Nantes, Poitiers, Rennes, Tours.

Plus de 400 IRM de dépistage ont été réalisées autour de ces noyaux familiaux afin de
définir le phénotype des apparentés. Au final, 4 familles (cf. Figure 8), ont été
sélectionnées car elles présentaient plus de 4 porteurs d’AIC vivants sur plusieurs

générations. Le séquencage de 11 patients au sein de ces familles a été effectué.
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Figure 8 : Familles recrutées dans le cadre de GAIA et sélectionnées pour le séquencage

d’exome.

Nous avons choisi deux patients atteints d’AIC et les plus éloignés possibles pour
réaliser le séquencage d’exome. Ces patients sont entourés sur les arbres. Deux familles
particulierement informatives provenaient de la partie Ouest de la Vendée sont

représentées sur la figure 8.

1. ANALYSE DE LA FAMILLE 39548 : ANGPTL6 UN GENE
CANDIDAT EN LIEN AVEC LA FORMATION DES ANEVRISMES

INTRACRANIENS

La premiere famille (39458) était issue de la région de Challans en Vendée (85). Cette
famille présentait 5 cas d’AIC sur trois générations. L’ADN des patients indemnes d’AIC
dans cette famille a aussi été prélevé. L’analyse des variations génétiques partagées dans

cette famille a conduit a la rédaction de I’article suivant.

Peu d’équipes ont appliqué une stratégie de séquencage d’exome sur des formes
familiales d’AIC. En 2015, le consortium FIA a publié les résultats de cette stratégie
génétique appliquée aux AIC dans ces 7 familles (70). Pour filtrer les variations et
étudier la ségrégation au sein des familles, les patients ont été considérés comme sain
s’il n’était pas porteur d’AIC a 45 ans. Si on en réfere a la courbe de survenue des AIC en
fonction de I'age dans la méta-analyse publiée par Vlak et al. en 2011 dans le Lancet,
cette stratégie est tres critiquable. En effet, apres 50 ans, un nouveau pic d’incidence

s’individualise (11).

La stratégie complexe de filtrage a été enrichie dans cette étude par l'analyse
d’expression sur 22 AIC rompus, 21 non rompus et 16 contrdles (artéres piales de

régions épileptogeénes), mais sur des patients indépendants de ces familles. En effet, il
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serait sans doute tres intéressant de pouvoir confronter les résultats d'une stratégie de
filtration d’exome avec les niveaux d’expression tissulaire dans la paroi anévrismale
chez les mémes patients. A ce jour, ce travail n’a pu étre réalisé mais dans une certaine
mesure, la mise en évidence dans notre article, d’'une baisse de la sécrétion d’Angptlé6
dans le sang des patients présentant une variation du gene ANGPTL6constitue une

validation de I'’expression phénotypique de ces variations.

Dans l'article de Farlow et al. sur les 68 genes sélectionnés, seul TMEM132B, un gene mal
caractérisé, est surexprimé de maniere significative dans les tissus anévrismaux. Il est
important de noter que ce gene a passé les filtres de cette étude malgré I'absence de
variation chez un patient avec un phénotype décrit comme « incertain ». En d’autres
termes, ce patient présente un AIC de 2 mm, ce qui constituerait pour nous une
phénocopie et discréditerait fortement le gene en question. Au final, le titre de cet article
résume bien le sentiment d’échec des auteurs et la déception quant a I'usage de cette
stratégie d’exome chez les formes familiales d’AIC : “Lessons learned from whole exome
sequencing in multiplex families affected by a complex genetic disorder, intracranial

aneurysm.” (70).

Yan et al. ont publié dans stroke en 2015 les résultats de leur étude portant sur 12
familles chinoises (71). On peut noter qu'une seule de ces familles présente deux cas de
patients porteurs d’AIC chez des cousins (partageant donc seulement 1/32 de leur
patrimoine génétique). Cette configuration favorise pourtant le filtrage et la sélection
des variations d’intérét pour la pathologie. La stratégie de filtrage de cette équipe est
étonnante, car appliquant une stratégie d’exome, visant plutét a rechercher des
variations rares, elle applique des filtres de relative grande fréquence. En effet, le
premier filtre appliqué est un filtre de fréquence en population de 5% (MAF<5%).
D’autre part, les variations sélectionnées sont celles présentes dans « au moins une » des
12 familles, ce qui n’exclut pas la présence de phénocopie (ainsi seule une variation dans

GPR63coségrege parfaitement dans 2 familles). Par la suite, des filtres de prédiction
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protéique et dans Gene Ontology s’appuyant donc sur des suppositions fonctionnelles et

physiopathologiques sont appliqués pour ne conserver que 10 variations.

Ces 10 variations retenues sont étudiées successivement dans une cohorte de
réplication de 24 familles porteuses d’AIC, de 426 cas sporadiques d’AIC et de 1500
controles. L’hypothese est donc qu'une méme variation et non pas un géne puisse étre

responsable de la pathologie dans ces différentes familles.

Zhou et al. ont appliqué une stratégie similaire (72). L’étude s’est en revanche focalisée
sur la recherche de variations rares qui puissent expliquer I'agrégation de cas d’AIC au
sein de ces familles. Tout comme dans l'article de Yan et al, les variations sélectionnées
sont celles présentes dans « au moins deux» des 6 familles et 16 des 26 patients atteints

dans ces familles ne présentent pas de variations dans RNF 213.

Dans notre travail nous mettons en évidence le role potentiel d’Angptl6 dans
la formation des AIC. Angptl6 est une protéine membre de la famille des Angptl qui
posséde des propriétés pro-angiogéniques attribué a son domaine fibrinogen-like
en C terminal (96). Angptl6 (ou AGF : angiopoietin-related growth factor) appartient a
la famille des protéines angiopoietin-like constituées de 8 membres, de glycoprotéines
sécrétées, ayant une homologie de séquence avec les angiopoiétines(97). A la différence
de ces dernieres elles ne se lient pas aux récepteurs endothéliaux Tiel et Tie 2, couplés
a des protéines kinases. Elles présentent une double fonction, métabolique et
angiogénique portée respectivement par leur domaine N terminal (coiled-coiled) et
leur domaine C terminal comportant un domaine fibrinogene-like(98). Le rdle
angiogénique de I'extrémité C terminale a notamment été mis en évidence chez Angptl

3, par son interaction avec les intégrines a5f33, stimulant la migration cellulaire (99).

Chez 'homme, Angptl6 est une protéine circulante secrétée par le foie. Son taux

sérique varie en fonction du métabolisme lipidique et glucidique, il est notamment
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corrélé a l'insulino-résistance (100). Son taux serait également augmenté au cours de la

pré-éclampsie ou du syndrome des ovaires polykystiques(101,102).

Angptl6 aurait un roéle pro-angiogénique. Elle stimulerait la migration
endothéliale et augmenterait la perméabilité vasculaire par sa liaison au intégrines
grace a son domaine RGD-binding integrin situé a son extrémité C terminale
(96,103,104). Dans un modele animal d’ischémie des membres inférieurs, Angptl6
favorise I'angiogenese par la voie de signalisation ERK1/2-eNOS-NO (103). Enfin les
souris knockout n’exprimant pas Anptl6 présentent une mortalité in utero de 80% par
agénésie cardiovasculaire et les souris survivantes présentent une obésité associée a

une insulino-résistance (105).

Les résultats obtenus montrent qu’il existe un taux sérique d’Angptl6
significativement inférieur chez les membres porteurs hétérozygotes. Or, nous
remarquons que les taux sériques moyens sont diminués de moitié dans ce groupe
de sujets. Cela souleve donc I’hypothése de I'absence de sécrétion de la protéine
Angptl6K460*chez ces patients. Au sein du segment tronqué de 11 acides aminés
se trouve une proline en position 468. Du fait de sa structure moléculaire, cet acide
aminé peut jouer un role dans la conformation et le repliement de la protéine. Ainsi
la perte de cette proline par la troncation pourrait modifier la structure de la

protéine et la rendre sensible aux processus de dégradation.

I semble donc que Angptl6 K460* soit absente du sérum de membres
porteurs d’une variation génétique, les modifications fonctionnelles endothéliales
seraient donc liées uniquement a une haplo insuffisance. Le modéle murin de type
Knock-in permettra de réaliser une analyse in vivo de la vascularisation artérielle
cérébrale chez la souris mutée sur les effets développementaux d’une telle haplo

insuffisance.

55






2. MANUSCRIT EN RELECTURE A L’AMERICAN
JOURNAL OF HUMAN GENETICS :

Rare Coding Variants in ANGPTL6 and Familial Forms of
Intracranial Aneurysm

Romain Bourcier?, Solena Le Scouarnec?, Stéphanie Bonnaud®*, Matilde Karakachoff**,
Emmanuelle Bourcereau®, Sandrine Heurtebise Chrétien, Céline Menguy?, Christian Dina”**,
Floriane Simonet®*, Alexis Moles®, Cédric Lenoble!, Pierre Lindenbaum?, Stéphanie
Chatel**, Bertrand Isidor®, Jean-Jacques Schott**, Hervé Le Marec**, ICAN Study Group,

Gervaise Loirand®*®, Hubert Desal*®”", Richard Redon**®",

! Department of Neuroradiology, CHU Nantes, France

2 INSERM, CNRS, UNIV Nantes, l’institut du thorax, Nantes, France
3 Department of Neurosurgery, CHU Nantes, France

4 CHU Nantes, ['institut du thorax, Nantes, France

> Department of Medical Genetics, CHU Nantes, France

® These authors contributed equally to this work

*Correspondence: hubert.desal@chu-nantes.fr (H.D.), richard.redon@inserm.fr (R.R.)



mailto:hubert.desal@chu-nantes.fr
mailto:richard.redon@inserm.fr

Abstract

Intracranial aneurysms (IA) are acquired cerebrovascular abnormalities characterized by a
localized dilation and wall thinning in intracranial arteries. The main IA complication is the
rupture, resulting in subarachnoid haemorrhage and possibly leading to severe outcome. 1A
pathogenesis is still largely unknown, with no reliable risk marker available so far. Here we
have identified one rare nonsense variant (1617A>T) in the last exon of the Angiopoietin-Like
6 (ANGPTL6) gene, shared by the 4 tested affected members from a large pedigree with
multiple 1A carriers. We have showed a reduction by half of ANGPTL6 serum concentration
in heterozygous 1617A>T careers compared to their non-carrier relatives, due the inability of
the truncated protein (K460*-ANGPTL6) produced by the transcripts carrying the 1617A>T
variant to be secreted. By extending genetic screening to 94 additional index cases with
familial 1A, we then identified 3 other rare missense or frameshift variants in ANGPTLSG,
carried by 5 patients. We observed a significant enrichment (p=0.0004) in rare coding variants
within this gene among the 95 index cases with familial 1A, compared to a reference
population of 63,339 Non-Finnish European individuals. In total, among the 6 corresponding
families, 12 out of 13 (92%) individuals carrying IA also carry such variants in ANGPTLS,
versus 15 out of 41 (37%) unaffected ones. At last, we noticed a higher rate of individuals
with a history of high blood pressure among affected versus healthy carriers of ANGPTL6
variants, suggesting that ANGPTL6 could trigger lesions in the cerebral arterial wall when
challenged by risk factors such as hypertension. Altogether, our results indicate that rare

coding variants in ANGPTLG6 are causally related to familial forms of 1A.



Introduction

Intracranial aneurysms (IA) are acquired cerebrovascular abnormalities affecting 3% of the
general population [mean age 50 years] (1). They are characterized by a localized dilation
and wall thinning in typical locations in intracranial arteries (2). The most notorious and
deleterious complication of an IA is the rupture, resulting in subarachnoid haemorrhage that
can lead to severe disability and death (3). Neither reliable biomarkers nor diagnostic tools are
currently available to predict IA formation or evolution. Current treatments are mostly
invasive and rely on microsurgical or endovascular treatment with a risk of procedural
morbidity or mortality (4).

Although the pathogenesis of 1A has been the subject of several studies for many years, the
mechanisms underlying their formation, growth and eventual rupture remain largely unknown
(5). 1A are mostly acquired lesions resulting from a defective vascular wall response to local
hemodynamic stress (6). The structural deterioration of the arterial wall involves
inflammation and tissue degeneration with degradation of the extracellular matrix and smooth
muscle cell apoptosis (7). Risk factors such as hypertension, female sex, increasing age,
cigarette smoking, excessive alcohol consumption and familial history of aneurysm
predispose to IA formation and rupture (8). Furthermore, increasing evidence suggests a
genetic component of 1A formation (9). Genome-wide association studies and subsequent
case-control replication analyses have identified common risk alleles for IA formation, in
particular on chromosome 9 within the cyclin-dependent kinase inhibitor 2B antisense
inhibitor gene, on chromosome 8 near the SOX17 transcription regulator gene, and on
chromosome 4 near the endothelin receptor A gene (10). However, these loci altogether may
only explain c. 5% of familial risk in Europe and Japan (11).

Whole-exome sequencing approaches have recently been applied to families with multiple 1A



carriers, leading to the identification of new susceptibility genes for 1A pathogenesis, such as
RNF213 (12) or THSD1 (13). While the Ring Finger Protein 213 had been previously
involved in vascular-wall construction (14,15), inactivation of the Thrombospondin Type 1
Domain Containing Protein 1 has been reported to impair the adhesion of endothelial cells to
the extracellular matrix, and to cause cerebral bleeding and increased mortality in zebrafish
and mice (13). These recent advances provide new insights into the pathophysiology of IA,
and demonstrate the usefulness of familial approaches based on whole-exome sequencing to
improve knowledge on the molecular mechanisms underlying IA formation and rupture.

In the present study, by combining whole-exome sequencing, identity-by-descent (IBD)
analysis, gene burden testing and functional investigations, we identified rare coding variants

in the Angiopoietin-Like 6 gene (ANGPTL6) as causally related to familial forms of 1A,



Material and Methods

Clinical recruitment

Familial cases of IA are defined as at least two first-degree relatives both diagnosed with
typical 1A (defined as a saccular arterial dilatation of any size occurring at a bifurcation of the
intracranial vasculature), without any age limitation. Index cases and their relatives were
recruited following the French ethical guidelines for genetic research, and under approval
from the French Ministry of Research (n°® DC-2011-1399) and the local ethical committee.
Informed written consent was obtained from each individual agreeing to participate in the
genetic study, to whom MRI screening and blood sampling were proposed.

The full recruiting process has been described previously (16). Briefly, neuroradiological
phenotyping was performed in each recruiting center by interventional neuroradiologists,
neurologists and neurosurgeons in order to recruit only the typical saccular bifurcation 1A.
Mycotic, fusiform-shaped or dissecting IA were systematically excluded, as well as IA in
relation with an arteriovenous malformation and IA resulting from syndromic disorders such
as Marfan disease or vascular forms of Elhers Danlos. Eye fundus, transthoracic
echocardiography, non-invasive analysis of endothelial dysfunction, and echography Doppler
analysis of peripheral arteries (sub clavians, radials, femorals, renals, and digestives) were
carried out to check for any other vascular malformation or variation potentially linked to the

presence of 1A, thus constituting a syndrome yet unknown.

Whole Exome Sequencing (WES)

Genomic DNA was extracted from peripheral blood lymphocytes using the
NucleoSpin® Blood kit XL (Macherey Nagel, Germany). Briefly, coding exons from 3 pg of
genomic DNA were captured using the SureSelect Human All Exon V4+UTR Kit (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA), following the manufacturer’s protocol. DNA was sheared by



acoustic fragmentation (Bioruptor Diagenode) and purified with the magnetic beads
Agencourt AMPure XP (Beckmann Coulter genomics), and fragment quality was assessed
(Tapestation 2200 Agilent). Exome-enriched genomes were paired-end sequenced (100-bp
reads) on Illumina HiSeq 1500 (Illumina Inc, San Diego, CA) to mean depth coverage above
30x. Sequence reads were mapped to the human reference genome (Broad Institute
human_glk v37) using the Burrows-Wheeler Aligner (17). Duplicates were flagged using
Picard software. Duplicates Reads were realigned and recalibrated using the Genome
Analysis Toolkit (GATK) (18). Variant detection was performed with GATK Hapcaller.
Functional annotation of high-quality variants was performed using SnpEff 3.4 and Ensembl
VEPV7.4. The sequencing quality was determined with the Depth Of Coverage Walker
provided in GATK. Knime4Bio (19) was used for all merging and filtering steps. Variants
with a sequencing depth of less than 10 or a genotype quality below 90 were excluded, as well
as synonymous variants with no predicted effect on splicing sites. At last, from the resulting
set of ‘functional’ variants (as reported in Figure 1), we filtered out any variant with a minor
allele frequency (MAF) higher than 0.1% in the non-Finnish European (NFE) population from
the EXAC database, as well as few remaining variants reported with a minor allele frequency
(MAF) higher than 10% in our in-house database of 260 whole-exome sequences from

patients with various cardiac phenotypes.

Identity-by-descent analysis

SNP genotyping was performed on population-optimized Affymetrix Axiom Genome-Wide
CEU 1 array plates following the standard manufacturer's protocol. Fluorescence intensities
were quantified using the Affymetrix GeneTitan Multi-Channel Instrument, and primary
analysis was conducted with Affymetrix Power Tools following the manufacturer's

recommendations. After genotype calling, all individuals had a genotype call rate above 97%.



SNPs with an MAF < 10%, a call rate < 95% or with P < 1 x 10~ when testing for Hardy-
Weinberg equilibrium were excluded. IBD estimation was performed with IBDLD v3.34,
NoLD method (20). Shared regions were obtained by analyzing a set of independent SNPs
(R?<0.2) using genotypes from French individuals (21) as a reference panel. The IBD status at
every SNP locus was obtained for each pair of individuals, based on a hidden Markov model

implemented in the IBDLD program.

Capillary sequencing and burden testing

Validation experiments for each selected variant, familial segregation analyses and further
screening for ANGPTL6 coding mutations were performed by capillary sequencing on an
Applied Biosystems 3730 DNA Analyzer, using standard procedures. Sequences analyses
were performed with Segscape v2.5. Burden test was performed by comparing the proportion
of alleles with rare coding variants within the ANGPTL6 gene carried by Al cases versus

gnomAD individuals of NFE ancestry (22), through the use of Fisher's exact test.

Expression analyses of ANGPTL6

HEK293 cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% penicillin-streptomycin. Stable HEK293
cell lines were obtained by transfection of pcDNA3.1 vector encoding WT-ANGPTL6 and
K460*-ANGPTL6 (G418 selection). Recombinant proteins are expressed as Nter-FLAG
fusion proteins. In HEK293, recombinant human proteins were detected by both anti-flag and
anti-ANGPTLG6 antibodies (Adipogen, AB_2490340) and ELISA (kit supplied by Adipogen).
In human subjects, serum ANGPTLG6 levels were measured by ELISA. For transcript analysis,
total RNA from stably transfected HEK293 cells was purified using Trizol (Life technology)

according to the manufacturer’s instructions then reverse-transcribed. Real-time quantitative



PCR was performed using the TagMan 7900 Sequence Detection System (Applied
Biosystems). Primers used to assess ANGPTL6 mRNA expression were designed using the

Primer Express 3.1 software (sequences available on request).



Results

A non-sense variant in ANGPTLG6 shared by family members with 1A

The index case of family A (individual 111-1; Figure 1A) was diagnosed after a subarachnoid
hemorrhage. This event revealed a ruptured anterior cerebral artery aneurysm and a second
middle cerebral artery aneurysm (Fig. 1B). She completely recovered from the subarachnoid
hemorrhage and because of known familial history of ruptured 1A (l1-2, 1I-5), a systematic
screening was performed among relatives. This screening diagnosed two IA in his cousins
(1-5) and one IA in their niece (IV-1). Individual 11-4 had an episode suggestive of
aneurysmal SAH at the age of 36, but she died before a CT scan or angiography could be
performed. The mother (11-1) of the index case, who carries an ectasia measuring less than
2mm and diagnosed as uncertain (16), was classified as phenotype unknown.

Clinical information was collected for 28 individuals in family A, and DNA was available for
27 of them (DNA was unavailable for I1-5 who died in 1974 after a rupture of 1A). Individuals
with 1A (11-2, 1I-5, 111-1, 111-5 and 1V-1) were all female and 1A was diagnosed on a CT
angiography or conventional angiography. Details of the family members are shown in
Supplemental Table: noteworthy, all 1A carriers except V-1 suffered from high blood
pressure.

We combined WES and IBD analysis to identify any rare genetic variant likely explaining
this familial case. Whole-exome sequencing applied to the first cousins Il1-1 and I11-5 led
respectively to the detection of 25,674 and 23,456 functional sequence variants in comparison
to the human reference genome assembly (Figure 1C). After filtering out genetic variants
reported with an MAF above 0.1% in the non-Finnish European (NFE) population from the

EXAC database, we ended up with 29 rare variants shared between the first cousins, which



were all manually reviewed by visual inspection of sequence reads using the Integrative
Genomics Viewer (23).

In parallel, IBD analysis of the complete pedigree identified 12 haplotypes shared by the 4
affected relatives. Within these chromosomal intervals, individuals I11.1 and I11.5 shared 10
rare, non-synonymous variants (Figure 1C). By capillary sequencing, we determined that the
4 affected relatives share 8 of these variants (Table 1), among which one nonsense variant,

1617A>T (K460%), in the ANGPTL6 gene.

Reduced ANGPTLG6 secretion among heterozygous carriers

ANGPTLS6 is one of the eight members of the secreted glycoprotein ANGPTL family, which
share a common structure consisting of an amino-terminal coiled-coil domain, a linker region
and a carboxy-terminal fibrinogen-like domain. In human, ANGPTL6 is described as a
circulating pro-angiogenic factor mainly secreted from the liver (24,25). The 1617A>T
ANGPTLS6 variant leads to the occurrence of a premature stop codon in the last exon. The
corresponding transcript may thus escape the nonsense-mediated mRNA decay and is
predicted to result in a protein truncated by only the last 11 amino acids (K460*-ANGPTLS6).
To analyze the functional properties of K460*-ANGPTLS6, we first aimed at producing the
full-length and the truncated protein by establishing stable cell lines expressing wild-type
(WT-ANGPTLG6) and K460*-ANGPTLSG. Cells transfected with plasmids encoding for the
WT- and K460*-ANGPTL6 expressed similar levels of transcripts (Fig. 3A). Western blot
using anti-flag antibody showed that WT-ANGPTL6 was secreted in the culture medium
while K460*-ANGPTL6 was almost not detected in the supernatant of cells transfected with
the variant (Fig. 3B). Quantification of ANGPTL6 concentration by ELISA confirmed the
significant reduction of the secretion of K460*-ANGPTL6 compared to WT-ANGPTLS6 (Fig.

3B). In agreement with this defective secretion, immunofluorescence labeling and



quantification in permeabilized cells clearly showed the retention of K460*-ANGPTLS6 in the
cytoplasm (Fig 3C). Altogether, these data strongly suggest that the 1617A>T ANGPTL6
variant leads to the expression of the truncated K460*-ANGPTL6 that is not secreted.
Accordingly, subjects heterozygous for the 1617A>T ANGPTLG6 variant are expected to have
a decreased level of circulating ANGPTL6. To assess this hypothesis, we performed Elisa to
compare the serum concentration of ANGPTLG6 in subjects from the same family found to be
homozygous for the WT-ANGPTL6 (n=5) and heterozygous for the 1617A>T ANGPTL6
(n=7). Results show a 50% reduction in the serum level of ANGPTL6 in heterozygous

subjects compared to controls (Fig 3D).



Enrichment in rare coding variants within ANGPTL6 among IA carriers

We then extended genetic screening on the coding portion of ANGPTL6 to 94 additional
index cases with familial IA, and identified five additional patients carrying rare, non-
synonymous variants in ANGPTL6 predicted as damaging in silico by PolyPhen-2 and/or
SIFT (Table 1): two patients with the same missense mutation in exon 1 leading to the E131V
substitution in ANGPTLG6, one patient with a missense mutation in exon 4 leading to the
L348F substitution, and two patients carrying the same CGCGCTGAGCCTCGGCGGA-bp
insertion leading to one premature STOP codon in exon 2.

Overall, 17 individuals were diagnosed with certain IA among these six families (Table 1 and
Supplemental Table). In total, 12 out of the 13 (92%) family members carrying 1A and
agreeing to participate in genetic research also carry such variants in ANGPTLSG, versus 15 out
of 41 (34%) unaffected ones. The only affected individual who does not carry any rare coding
variant in ANGPTL6 (I11-5, family F) is a young male born in 1963 and presenting with an
aneurysm on the anterior communicant artery, with no reported history of smoking, high
blood pressure or any relevant associated disease.

Among the remaining 12 patients (median body mass index = 24), 7 (58%) were female, and
7 (58%) carry multiple 1A (with a maximum of three). IA is located on the middle cerebral
artery bifurcation in 7 cases (58%), on the anterior communicant artery, the anterior cerebral
artery and the internal carotid artery in 3 cases (25%), and on the posterior communicant
artery in 2 cases (17%). Eight (67%) of these patients had a history of smoking or were
current smoker before the 1A was discovered, with a median pack/years quantification of 31.
Five out of 10 for whom we had the information (50%) have a history of high blood pressure.
None are affected by diabetes mellitus, while 4 (33%) were treated by statins for

dyslipidemia. Of note, 4 (33%) have reported a weekly alcohol intake above 150g.



To further test the association of ANGPTLG6 rare variants with susceptibility to familial 1A, we
also compared the proportions of alleles carrying rare, non-synonymous variants across this
gene among the 95 index cases enrolled in the present study (6/190 allele counts; 3.16%)
versus 63,369 NFE individuals included in the gnomAD database (630/126,738 allele counts;
0.50%), and found a significant enrichment in non-synonymous variants with an MAF below

0.1% in the NFE reference population, among Al cases (p=0.0004; OR=6.52).



Discussion

In the present study, we identified one rare nonsense variant, 1617A>T, in the last exon of the
Angiopoietin-Like 6 (ANGPTL6) gene, which was carried by the 4 tested affected members
from a large pedigree with multiple IA carriers. Because (i) the 1617A>T nonsense variant is
the only loss-of-function variant shared by all affected members in the family, (ii) it is carried
by only 5 out of the 22 unaffected relatives, and (iii) ANGPTLS6 is a functionally relevant
candidate for playing a role in 1A pathophysiology, we thereafter focused our investigations
on this particular gene.

Indeed, members of the ANGPTL family have been reported as regulators of angiogenesis
through their carboxyl terminus (26). ANGPTL6 has been identified as a positive mediator for
angiogenesis that increases endothelial permeability and stimulates endothelial cell migration
(25). Although members of the ANGPTL family have also been described as regulators of
glucose and lipoprotein metabolisms through their amino terminus (13), a recent large-scale
population study showed that ANGPTL6 does not affect lipoprotein profile (27).

Interestingly, it is known that genes associated with vascular malformations of the brain have
demonstrated or plausible roles in angiogenesis and vascular remodelling (28). The
development of the vasculature involves both vasculogenesis during embryogenesis and
angiogenesis. Vasculogenesis of the cerebral vasculature occurs outside the brain, followed by
capillary sprouting from the perineural plexus to penetrate the neural tube. Growth of the
cerebral vasculature then entirely results from angiogenesis that requires vascular endothelial
cell proliferation and migration, then vascular stabilization, corresponding to the formation of
capillary tubes by endothelial cells and the recruitment of pericytes, the smooth muscle cell
precursors, to their walls. All these timely organized events are tightly controlled by

angiogenic factors and aberrant expression or function of these mediators, including



ANGPTL6, may lead to abnormal cerebral artery wall formation. For example, defective
recruitment of pericytes leads to vessel dilation and microaneurysm (29).

We then extended our genetic screen on ANGPTL6 to 94 additional index cases with familial
IA, and identified additional rare missense or frameshift variants in this gene carried by index
cases from five other families (Figure 2 and Table 1). In total, among the 6 families, 12 out of
13 (92%) family members carrying IA also carry such variants in ANGPTLS6, versus 15 out of
41 (37%) unaffected ones. The only affected individual who does not carry any rare coding
variant in ANGPTL6 (I11-5, family F; Figure 2) presents with an IA in the anterior
communicant artery, a location where 1A have been reported with probably weaker
hereditability (30,31).

By burden test, we showed a significant enrichment in rare coding variants within this gene in
our population of 95 index cases with familial 1A, compared to a reference population of
63,339 NFE individuals. This result confirms that rare coding variants in ANGPTL6 are
associated to familial forms of IA.

In human, ANGPTLS6 is described as a circulating protein mainly secreted from the liver and
acting as an endocrine factor in the peripheral tissues (32). Here we showed a 50% reduction
of ANGPTL6 serum concentration in heterozygous 1617A>T careers compared to their non-
carrier relatives. We demonstrated that this reduction results from the inability of the
truncated protein lacking the last 11 amino acids (K460*-ANGPTL6) produced by the
transcripts carrying the 1617A>T variant to be secreted. These results thus show that the
1617A>T ANGPTLG variant leads to ANGPTL6 haploinsufficiency, due to the inability of the
truncated protein to be secreted.

In this study, we have found a remarkable number of patients (n=15) carrying possibly
deleterious variations in ANGPTL6 but without 1A at the moment of the study. Since all

affected individuals in our study have been subjected to at least one environmental risk factor,



it is possible that familial rare variants in ANGPTL6 require additional inauspicious factors to
trigger 1A development. A prominent and well established environmental factor associated
with the IA formation is the history of high blood pressure (8). Indeed, we found in our study
a significant difference in the rate of patients with a history of high blood pressure in affected
versus healthy carriers of ANGPTL6 variants (Table 2). We hypothesise that ANPTL6 variants
render cerebral arterial wall vulnerable to deformation, thus promoting lesion formation
and/or progression, when challenged with other deleterious genetic or environmental factors
such as high blood pressure, either through direct mechanical effects on vessel walls or by
triggering inflammation. In the present study, we have identified rare coding variants in
ANGPTL6 causally related to IA in six families with multiple affected relatives. Our results
point a novel pathogenic pathway for a disease whose etiology is still poorly understood.
Currently no blood test has been established to help the diagnosis of IA. Since a circulating
form of ANGPTLS6 can be detected, determining a blood level of ANGPTLG6 that can favor 1A
formation could be of great interest. Developing biomarkers could undoubtedly facilitate early
detection and risk assessment of 1A. A knock-in mouse model is currently under development
in order to address these prominent questions about ANGPTL6 and IA susceptibility.
Discovering genetic risk factors and better understanding the molecular mechanisms
responsible for 1A formation will be prerequisites for the identification of new therapeutic

targets.
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Supplemental data include one table.
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Figure 1: Genetic investigations in a large family with multiple IA carriers

(A) Pedigree of family A showing the segregation pattern of the variant ANGPTL6
1617A>T (Filled, empty boxes and boxes with question marks indicate IA carriers, non-
carriers and individuals with unknown status; signs ‘+’ indicate the presence of the
ANGPTL6 variant, signs - its absence; the arrow indicates the index case, the asterisks
indicate the patients included in WES analysis). (B) Digital substracted angiographies
showing two intracranial aneurysms carried by the individual IlI-1, one on the Middle
Cerebral Artery (left panel) and one on the Anterior Cerebral Artery (right panel). (C)
Summary of the filtering steps applied to genetic variant detected by WES in individuals

lII-1 and I1I-5 (MAF: minor allele frequency, IBD: identity by descent, LOF: loss of function).

Figure 2: Familial cases of IA in the presence of rare coding variants in ANGPTL6

Filled, empty boxes and boxes with question marks indicate IA carriers, non-carriers and
individuals with unknown status; signs +’ indicate the presence of the ANGPTL6 variant,

signs “-‘its absence; black arrows indicates the index cases.

Figure 3: Expression of WT- and K460*-ANGPTL6 in cultured cells and patient sera

(A) Analysis by qPCR of ANGPTLG6 transcripts in HEK293 cells expressing WT- and K460*-
ANGPTLG6. (B) Analysis by Western-Blot (anti-flag Ab) and Elisa of the expression of WT-
and K460*-ANGPTL6 in culture media and lysates from stably transfected HEK293. (C)
Immunofluorescence labeling with anti- ANGPTL6 Ab and corresponding quantification in
permeabilized HEK293 cells expressing WT- and K460*-ANGPTL6. (D) Analysis of serum
level of ANGPTL6 in controls (WT-ANGPTL6) and individuals expressing the K460*-

ANGPTLG6 (heterozygous).



MAF in EXAC Predicted Functional Impact Carriers / Total

Family Genomic position Gene AA change GERP score
(NFE) SIFT Polyphen 2 Affected Unaffected
chr6:52701135C>A GSTA5 M571 0,00002 2.63 deleterious benign 4/4 5/22
chr10:73046467G>A UNC5B D192N 0,00001 5.43 deleterious possibly _damaging 4/4 10/22
chr11:64756981G>A BATF2 L125F 0,00002 3.54 tolerated probably damaging 4/4 6/22
A chr11:65113459G>T DPF2 G41v 0,00013 -7.09 tolerated unknown 4/4 6/22
chr11:65746304C>T SART1 T765I 0,00000 4.76 deleterious probably damaging 4/4 6/22
chr19:10610439C>T KEAP1 A91T 0,00013 4.68 tolerated benign 4/4 5/22
chr19:14001265G>A  C19orf57 A135V 0,00025 -3.41 deleterious benign 4/4 5/22
chr19:10203300T>A  ANGPTL6 K460* 0,00001 4.39 LOF 4/4 5/22
B+C chr19:10206848T>A  ANGPTL6 E131V not found 4.03 deleterious benign 4/4 4/10
D chr19:10204205G>A ANGPTL6 L348F not found 3.67 tolerated probably_damaging 1/1 0/1
E+F chrl9:10206782G>GC+ ANGPTL6 A153VfsX65 0,00060 4.36 LOF 3/4 6/8

Table 1: Rare coding variants shared by all affected members in family A, and rare coding variants in ANGPTLS6 carried by affected members

from other families

GERP: Genomic Evolutionary Rate Profiling, MAF: Minor Allele Frequency, LOF: Loss Of Function, EXAC (NFE): Exome Aggregation

Consortium (Non-Finnish Europeans), SIFT: Sorting Intolerant From Tolerant



Healthy individuals Healthy individuals IA carriers
No ANGPTLQ variant ANGPLT®6 variant ANGPLT®6 variant
(n=16) (n=15) (n=12)
Median age 57 56 59
Female sex 56 % 53 % 58 %
. . 56 % 73 % 67 %
History of smoking”
Y : (8p.y) (10p.y.) (31p.y.)
High blood pressure® 7% 9% 50 %
Alcohol intake > 150 g/w 19 % 13 % 33 %
Median BMI 22 24 24
Diabetis - Dyslipidemia 19 % 18 % 33%

Table 2: Clinical characteristics and exposition to risk factors for 1A carriers and unaffected relatives, according to ANGPTLS6 status

" Healthy individuals aged over 35 years, without ANGPTL6 variant
*p. y.: median consumption in pack/years among smokers

¥ Significant difference between affected versus healthy individuals carrying ANGPTL6 variants; P=0.013 (Chi-squared test)
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3. ANALYSE DES AUTRES FAMILLES RECRUTEES

a) Analyse de la famille 39423 :
CTSO un autre géne candidat

La seconde famille (39423) était issue de la région du Sud Vendée et de la Rochelle. Dans
cette famille, 6 cas d’AIC sur deux générations ont été authentifiés et I’ADN de ces
patients pour ces derniers était disponible. De plus, trois autres cas d’AIC atteignant une
troisieme génération étaient probables mais 'ADN de ces patients décédés n’était pas

disponible, leur phénotype est donc incertain.

Trois patients sélectionnés ont bénéficié du séquencage d’exome et sont entourés en

rouge sur la figure 8.

Une analyse de liaison s’est intéressée aux 6 patients atteints de cette famille. Ces
analyses ont été réalisées avec l'algorithme « Identity By Descent Linkage
Desequilibrium » et a calculé un nombre de pairs d’atteints de 15 au maximum dans
cette famille. Chaque paire d’individus a été comparée en utilisant le seuil de probabilité

IBDO de 0.2.

Les comparaisons des régions partagées par les individus atteints de la famille (paires
concordantes) mais non partagées avec les individus sains (paires discordantes) sont

présentées dans la figure 9.
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Le tableau 1, résume les étapes de filtrage des variations a partir du séquencage

d’exome.
nombre de variations filtrées
variations non synonymes 14000
MAF <0,1% dans ExAC 900
MAF <10%dans base de
données locale 400
partagées par les 3 patients
séquencés H
dans un haplotypes partagés .

par les 6 atteints en IBD

Table 1: Analyses combinées des données de séquencage d’exome et des régions IBD

identifiées.

Au final, une seule des 11 variations partagées par les 3 patients séquencés en exome se
trouve dans un des intervalles partagé par un nombre maximal de patients atteints. La
confrontation avec les paires discordantes a mis en évidence un haplotype partagé en

regard du locus 4q32 (figure 10).

La variation chr4 : 156847208 C>T est située dans le gene CTSO. Cette variation est
connue (rs374282693) mais reste rare car elle présente une MAF dans la population
européenne non finlandaise de GnomaD de 0.00001734. Le score de conservation inter
espece GERP est haut(5,68). Cette variation est prédite par Polyphen 2 comme

«probably damaging». Elle change une Valine en position 316 en Isoleucine (118 seq).
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Figure 11: Pedigree de la famille 39423 et ségrégation de la variation génétique

chr4:156847208 C>T au sein de celle-ci.

Au total dans la famille 39423, 6 patients sont porteurs de la variation génétique et d'un
AIC, 4 patients ne présentent pas d’AIC et sont non porteurs de la variation mais3
patients présentent la variation génétique mais ne sont pas porteurs d’AIC. (pénétrances
incompletes). L’ensemble de ce gene a été séquencé, dans la population de 95 patients

présentant des antécédents familiaux.

Une autre variation non synonyme a été retrouvée (chr4 156874872 G>A). Cette
variation reste rare car elle présente une MAF dans la population européenne non
finlandaise de GnomaD de 0.0002667. Le score de conservation inter espece GERP est
haut(3,67). Cette variation est prédite par Polyphen 2 comme «probably damaging».

C’est aussi une variation faux-sens qui change une Alanine en Valine en position 43.

Malheureusement, nous n’avons pas été en mesure d'étudier la ségrégation de la
pathologie et de cette variation génétique chez les apparentés de ces patients pour le

moment.
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Il est important de remarquer que CTSO se trouve dans un des seuls locus (4q32) qui
apparait en déséquilibre de liaison dans la plus grande étude de liaison parue a ce jour

incluant plus de 300 formes familiales d’AIC (43).

De plus deux publications récentes ont fait le lien entre les cathepsines et la formation
des AIC. Aoki et al. ont étudié I'effet de la Cystatin C, un inhibiteur des cathepsines, sur la
formation des AIC dans un modele murin hypertendu. IIs ont montré que les cathepsines
étaient surexprimées lors de la formation anévrismale et que la Cystatin C limitait
I'incidence des AIC chez les rats. L’expression de cathepsine dans le tissu d’AIC humain
aussi été retrouvée dans cette étude. Particulierement, CTSO présenterait une
expression cérébrale prédominante. Les auteurs suggerent que les cathepsines sont
impliquées dans le déséquilibre de formation/dégradation de la matrice extracellulaire

de la paroi artérielle intracranienne qui conduit aux AIC (128).

Une autre équipe a étudié les cathepsines sur le méme type de modele murin. Ils ont
montré une nette majoration de la densité de cellules musculaires lisses par diminution
de l'apoptose dans la paroi anévrismale apreés l'injection de siRNA bloquant les

cathepsines (129).

Nous allons poursuivre trés prochainement I'étude de l'implication des mutations
retrouvés dans CTSO avec la physiopathologie anévrismale par des études fonctionnelles

in vitro sur HUVEC dans un premier temps.
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b) Analyse du séquencage d'exomes de 95 propositus
issus de formes familiales d'AIC

Parmi les formes familiales d’AIC recrutées dans le projet GAIA, 95 propositus porteurs
d’AIC ont bénéficié du séquencage d’exome. Nous allons donc rechercher si un
enrichissement en variation rare et non synonymes apparait dans certains génes en
comparaison a des bases de données témoins (FREX, PREGO). En effet, un balayage de
I'ensemble des régions codantes sera ainsi effectué a la recherche de genes pouvant
présenter un taux de variation chez des porteurs d’AIC supérieur a celui des témoins

sans AIC.

Si un enrichissement significatif est mis en évidence, la ségrégation de ces variations

sera étudiée au sein des familles en question.

A ce jour, le séquencage par exome d’'une telle bio-collection de formes familiales d’AIC

n’a jamais été publié et pourrait s’avérer tres informatif.
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4. ARTICLE PUBLIE: IS THERE AN INHERITED ANATOMICAL
CONFORMATION FAVORING ANEURYSMAL FORMATION OF

THE ANTERIOR COMMUNICATING ARTERY?

[s there an inherited anatomical conformation favoring aneurysmal formation of the

anterior communicating artery? (126)

Cet article constitue la premiere exploitation clinique et épidémiologique de la bio-
collection constituée. Pour ce travail réalisé en 2015, nous n’avions pu inclure qu’'une
centaine de formes familiales d’AIC. C’'est donc I’équivalent d’'une étude pilote qui laisse

entrevoir ce que nous pourrions aujourd’hui réaliser sur plusieurs centaines de familles.

Existe-t-il une transmission de prédisposition anatomique favorisant la survenue d’AIC
dans les familles ? Les conformations du polygone de Willis se transmettent-elles chez
I'humain ? Les contraintes hémodynamiques sont-elles seules responsables de la
formation des AIC ? Malgré un échantillon de petite taille, toutes ces questions au sujet

de la physiopathologie des AIC sont abordées dans cet article.

Grace a au projet ICAN, nous disposons d’images natives pour chaque patient inclus et
pouvant donc bénéficier de reconstructions complexes ou de mesures complémentaires
semi-automatisées. Nous avons ainsi calqué sur les formes familiales, la méthodologie
d’étude des AIC de l'artere communicante antérieure des formes sporadiques publiée

dans Stroke en 2014 par Kaspera(130).

Nous avons étudié différents parametres anatomiques du complexe antérieur dans trois

populations différentes.

Tout d’abord des [1] patients porteurs d’AIC et ayant des antécédents familiaux d’AIC,
[2] les freres et sceurs de ces patients qui ne sont pas porteurs d’AIC et enfin des

[3]porteurs d’AIC mais qui n’ont pas d’antécédent familiaux d’AIC.

Les parameétres étudiés sont; I'angle entre le segment Al et le segment A2 de chaque

coté et les diametres des segments A1 de maniere comparative (Figure 12).
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Figure 12 : Représentation schématique du complexe communicant antérieur du

polygone artériel de Willis et des mesures réalisées.

Les AIC dit de « la communicante antérieure » sont bien des AIC de bifurcation et se
développent préférentiellement a la bifurcation entre ACom-A2 d’un c6té ou de l'autre

(Figure 13).

Dans notre travail, nous confirmons les résultats de Kaspera et al. en montrant que les
AIC de I'artere communicante antérieure se développent préférentiellement lorsqu’une
asymétrie est présente entre les deux segment A1 (figure 13 A) et quand 'angle entre A1
et A2 est plus petit (figure 13 B). Cette géométrie et cette conformation anatomique

majorent en effet les contraintes hémodynamiques sur la bifurcation ACom -A2.
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Figure 13 : A représentation d'une asymétrie de calibre des segments Al, B

représentation d’'une angulation inférieure d’A1-A2.

Notre travail est original car cette constatation est faite au sein méme de familles
présentant une agrégation de cas d’AIC. Nous montrons donc que, méme dans un
contexte familiale, il existe une conformation anatomique particuliere chez les patients

qui présente des AIC comparé a leurs apparentés sains.

Ce résultat a deux implications. Tout d’abord, dans la recherche des genes impliqués
dans les formes familiales d’AIC, il est judicieux de préter attention aux genes en lien
avec le développement du polygone de Willis. Ensuite, la surveillance des apparentés qui
ne présente pas encore d’AIC mais ces conformations anatomiques a risque doit étre

plus rigoureuse.
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Is there an inherited anatomical conformation favoring
aneurysmal formation of the anterior communicating

artery?
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OBJECTIVE The pathophysiclogical mechanisms responsible for the formation of intracranial aneurysms (lAs) remain
only partially elucidated. However, current evidence suggests a genetic component. The purpose of this study was to
investigate the specific anatomical variations in the arterial complex that are associated with the presence of anterior
communicating artery (ACoA) aneurysms in the familial forms of LAs.

METHODS This multicenter study investigated bifurcation |As in patients who had a sporadic ACo® 1A without a fam-
ity history of 1A (SACAA group), in patients who had an ACod |A with a family history of 1A (FACAA group), and in their
healthy first-degree relatives (HFDRs). Through the use of MR angiography (MRA) reconstructions, the symmedry of the
A, segments and the angle between the A, and A, segments were analyzed on 3D models for each group. These mea-
surements were then compared among the 3 groups.

RESULTS Twenty-four patients with SACAA, 24 patients with FACAA, and 20 HFDRs were included in the study. Asym-
meetrical configuration of the A, segments was more frequent in the FACAA group than in the HFDR group (p = 0.002).
The aneurysm-side A,-A, angle was lower in the FACAA group (p = 0.003) and SACAA group (p = 0.007) than in the
HFDR group. On the contralateral side, there was no difference in A,-A, angles between groups.

CONCLUSIONS The anatomical shape of the ACoA complex seems to be similarly associated with the presence of
ACOA 1As in both the FACAA and SACAA groups. This highlights the role played by hemodynamic constraints in aneu-
rysm formation and questions the hypothesis of the hereditary character of these anatomical shapes.
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KEY WORDS aneurysm; genetics; hemodynamics; anterior communicating artery; vascular disorders

ETeECTION of incidental infracranial aneurysms (LAs)

seems to be rising because of the increased acces-

sibility and evolution of imaging techniques *'*
The prevalence of 1As in a middle-aged population is
3% * Many hypotheses about the acquired risk factors and
the hemodynamic stress responsible for mggernng their
formation and evolution have been proposed but have not
been wnanimously accepted.”®

Recently, other factors, such as congenital and genetic
abnormalities, have been recognized to play an important
role since a family history of LA is the most significant risk
factor for an IA diagnosis in any individual #*¢ The pres-
ence of at least 2 first-depree relatives with 1As is defined
as familial form aneurysms, which represent 7%—12 5% of
the LA population 4

The exact nature of this possible genetic predisposition

ABBREVIATIONS ACoA = anterior commumicating artery; CTA = computed tomography angiography; CW = cirdle of Willks; FACAA = familial anterior communicating artery

aneurysm; FIA = famiial intracranial aneurysm; GALA = gencfics of infracranial aneurysm; HFDOR = healthy Srst-degree relafive; LA = infracranial aneurysm; MIP = maximum

intensity projecion; MRA = magnebc resonance angiography; PACS = picture archiving and communication system; SACAA = sporadic anterior communicating artery aneu-
coeflicient.

rysm; VAC = vascular asymmefry
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leading to aneurysm formation has vet to be discovered s
Familial aneurysms are usually detected at specific loca-
tions for each family, which assumes a focal pathological
process.™

The interactions among organ development, angio-
genesis, cell-mattix adhesion, and inflammatory or he-
modynamic response in this process are as yet unknown.
However, m patients with sporadic aneurysms, the ef-
fect of spemﬁc anatomical variations within the circle of
Willis (CW) on the formation of IA has been well estab-
]jshed_lﬁ—&:lﬁ

The purpose of this study was to investigate specific
anatomical variations within the anterior commumicat-
ing artery (ACoA) complex that may be significantly as-
sociated with the presence of IAs. For this purpose we
compared anatomical and structural characteristics of the
ACoA complex, such as asymmetry and angle measure-
ment, in 3 groups: patients with a familial ACoA aneu-
rysm (FACAA), patients with a sporadic ACoA aneurysm
(SACAA), and healthy first-degree relatives (HFDRs) of
FACAA patients.

Methods

Study Population

Between April 2013 and June 2015, we prospectively
included in our study 63 patients from nmltiple centers.
These patients were divided into 3 groups: 1) patients
with an aneurysm occurring within the ACoA or the A -
A, junction and at least 1 first-degree relative harboring
anIA ie. familial (FACAA), 2) first-degree relatives be-
longing to the same generation as the FACAA patients
and having no aneurysm (HFDR), and 3) patients with
an aneurysm within the ACoA or A,-A., junction with-
out a first-degree relative harboring an IA, ie., sporadic
(SACAA).

We used the following inclusion criteria: 1) all pa-
tients had to be age 20 or older; 2) patients with FACAA
and SACAA had to have a saccular bifurcation IA in the
ACoA and a measured major axis of at least 2 mm; and 3)
FACAA patients and their HFDRs had to have at least 2
first-degree relatives (including the FACAA patient) suf-
fering from an IA.

We excluded patients suffering from syndromie dis-
eases known to have IA occurring therein: Marfan syn-
drome, Type II or IV Ehlers-Danlos syndrome, autoso-
mal dominant polyeystic kidney disease, and movamoya
syndrome. Dissecting aneurysms, mycofic aneurysms, or
aneurysms associated with arteriovenous malformation
were likewise excluded from the study.

Patients with SACAAs were included in the study in
the order in which they were admitted to the Diagnos-
tic and Therapeutic Neuroradiology Department of the
Nantes University Hospital Center. The recruitment of
patients with FACAAs and their HFDRs was performed
by the Genetics of Intracranial Aneurysm (GAIA) clinical
network In France (MNantes, Angers, Bordeaux, Rennes,
Tours, Poitiers, and Créteil). Syndromic disorders and
“atypical” 1A phenotypes were ruled out by consultation
with both a medical geneticist and an experienced inter-
ventional neurcradiclogist In each recruifing center.

Inherited formation of the ACoA aneurysm

Patient information was gathered on history of smok-
ing, alcohol consumption, and cardiovascular risk factors
such as diabetes, high blood pressure, and high choles-
terol. Patients were considered hypertensive if they were
being treated with an antihypertensive drug or if they had
systolic blood pressure of at least 140 mm Hg or diastolic
blood pressure of at least 90 mm Hg. Patients were con-
sidered diabetic if they were being treated with oral anti-
diabetic medication or insulin. Patients were considered to
have dyslipidemia if they were being treated with a lipid-
lowering drug or had a history of dyslipidemia.

Thas projeect received a favorable ethical rating from the
Nantes Health Field Ethics Group (GNEDS) on July 18,
2013. This nonintervention research was approved by the
French Committee for Personal Protection (CPF) on July
3, 2013. The protocol was submitted and accepted by the
French Advisory Committee on Information Processing
i Matenial Research in the Field of Health (CCTIRS) on
Amgust 1, 2013, and then by the French National Commit-
tee for Data Pmrtechun and Liberties (CINIL).

3D Model Reconstruction

Each patient’s imaging was performed at the coordi-
nating center (Wantes University Hospital Center) using a
Siemens AERA 1.5-T machine (Sonata, Siemens). The 3D
reconstructions were generated from images belonging to
a time-of-fiight MR angiography (MRA) sequence having
the following parameters: TE 7 msec, TR 24 msec, flip
angle 20°, FOV 180 mm, slice thickness 0.7 mm. Patients
who were recnuted to the study from associated recrut-
ing centers had time-of-flight sequences performed on the
University Hospital Center machines, which were deemed
to be of sufficient quality to be usable and suitable for re-
quired measurements.

All of the images were recorded in DICOM format
and transferred to a picture archiving and communication
system (PACS) station (Carestream Health). The vascular
compartment was isolated by automatic thresholding, and
the vascular and aneurysmal contours were reconstructed
by means of algorithmic smoothing. The 3D surface mod-
el of the aneurysm and the vessels of the anterior complex
of the CW could then be manipulated freely within the
PACS software. Diameters and angles were measured us-
ing the vascular study software from the PACS.

Definition of Morphological Parameters

‘We bilaterally studied the mean diameter and angles of
the vessels within the anterior complex of the CW, includ-
ing the A, and A, sepments. The A, segment begins at the
junction of the carofid artery and ends at the junction of
the ACoA. The A, segment begins at the ACoA junction
and ends at the rosttum-genn junction of the corpus cal-
losum.

The A, and A, sepments were automatically reconstruct-
ed on a 3D model, making the baryeenter of the vessel vis-
ible (Figs. 1 and 2). Diameter measurements for the A, seg-
ment were performed on a cross-section of the vessel at a
point equidistant from the carotid artery and A,-A, junctions
(Fig. 3). The PACS software automatically calculated maxi-
mum and mininmm diameters. We used this information to
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- Maziream Dismeter
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FIG. 1. Three-dimensional model of an ACoA aneurysm, frontal view,
showing the diameter measurements. L = left; R = right.

calculate mean diameter, which is necessary for assessimg
the vascular asymmetry coefficient (VAC). The VAC corre-
sponds to the difference between the mean diameters of the
right and left segments and is expressed as the highest mean
diameter percentape. When the VAC was less than 10%, the
A, sepments were classified as symmetrical When the VAC
was between 10% and 40%, the A, sepments were classified
asasymMualWhenlhﬂVﬁCwasgmalﬂmandﬂ% the
A, sepments were classified as hypoplastic. The A, segment

FIG. 2. Three-dimenszional model of an ACoA aneurysm, frontal view,
showing the angular analysis of vessels from the anterior complex of
the CW. The barycenter of the section of greatest curvature along the A,
segment (A), of greatest curvature along the A, segment (B), and of the
A-A, junction (C) are shown.
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was described as “aplastic” when not detectable. This clas-
sification scheme and these measurements were based on
the report by Kaspera et al '

The A-A, angle measurements were performed with re-
consiructions from maximum intensity projection images
by using the plane spanning the distal portion of A, (from
the greatest curvature) through the A -A, junction and the
proximal portion of A, (up to the preatest curvature). The
arms of the angle were drawn from the points of preatest
curvature along the A, and A, segments, located on the
barycenter of the vessel. The apex of the angle was placed
at the A -A, netion and on the baryeenter of the vessel.
When there was aplasia of the A, segment, measurements
were performed only on the contralateral segment.

We also measured the morphological parameters of
the 1A, including the major axis, the neck diameter, and
its lateralization. The major axis was defined as the wid-
est diameter on a cross-section of the 1A, measured from
the base of the IA. Lateralization of the IA was classified
according to the side on which it grew and in relafion to
the A-A, junction. The A -A, angles were studied accord-
ing to the side where the aneurysm was located. Given the
lack of IAs in the HFDR group, we chose the narrower of
the 2 angles for the purpose of conducting a comparative
analysis of the 3 groups.

All measurements were performed by the same opera-
tor (CL).

Statistical Analysis

Descriptive analyses made it possible to compare the
clinical and demographic characteristics of the 3 groups.
Qualitative variables were tested using the chi-square test
and Fisher’s exact test. Quantitative variables were com-
pared among the 3 groups with the Kruskal-Wallis test.
Two-by-two comparisons were performed with the Mann-
Whitney U-test. A Spearman correlation was used to ana-
lyze the correlation between 2 quantitative variables. The
p < 0.05 threshold was considered significant. Statistical
analyses were performed using SPSS software (SPS5 Inc ).

Results

A total of 24, 20, and 24 individuals were included
from the FACAA, HFDR, and SACAA groups, respec-
tively. C]Jmc'.alanddﬂmﬂg;rap]uc information is shown in
Table 1. The mean age overall was 53 = 13 years. There
was no difference in age (p = 0.58) or sex ratio (p =022)
among the 3 groups. Likewise, we found no significant
difference among the 3 groups for cardiovasenlar risk fae-
tors, such as smoking (p = 0.94), diabetes (p = 090), and
d}rs]jpidemia{p:ﬂ.d?}.

Morphological characteristics of the aneurysms are
shown in Table 2. The intrinsic characteristics of the IA
(e.g., major axis, neck) were similar between the FACAA
and SACAA groups. The VAC values were statistically
different among the 3 groups (20.5% vs 79% vs 14.7% for
the FACAA, HFDR, and SACAA groups, respectively;
p = 0.045) and favored more frequent asymmetrical for-
mation in the FACAA group. The aneurysm-side A-A,
angles were also different among the 3 groups. Indeed,
these appeared lower in the groups of patients with aneu-
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FIG. 3. Diameter measurements of the A, zegment of the right and left anterior cerebral arteries.

rysms than in the HFDR group (10569 and 105117 for
the FACAA and SACAA proups, respectively, vs 121 .03°
for the HFDR group; p = 0.005). On the other hand, the
3 groups had no difference in A-A, angle on the side op-
posite from the IA In the FACAA and SACAA proups,
there was no correlation between IA size and A -A, angle
(p=055).

Paired comparisons between groups are reported in
Table 3. The VAC was significantly higher in the FACAA
group than in the HFDR group (20.5% vs 79%, respec-
tively; p = 0.002). Conversely, there was no sigmficant dif-
ference m VAC values between the FACAA and SACAA
eroups (p = 0.17) or the SACAA and HFDR groups (p =
015). The A,-A, angles on the IA side were significantly
lower for both IA groups than those in the HFDR. group.
Indeed, we found this difference between the FACAA and
HFDR groups (10569 vs 121.03° respectively; p = 0.003)
and between the SACAA and HFDR groups (105117 vs
121.03°, respectively; p = 0.007). The A,-A, angles on the
aneurysm side were not different (p = 0.95) between the
FACAA and SACAA proups.

Discussion

Our work shows that anatomical formation of the ante-
rior complex in patients with FACAA was different from
that in their HFDRs. It has been previously demonstrated
that the geometry of the affected arteries can contribute to
the formation of the 1A, independent of famalial contribu-
tions 261015185 Specifically, the anatomy of the anterior
complex of the CW can create a trend toward the forma-
tion of 1As m the ACoA ' Indeed, 1As form preferentially

at arterial bifurcations and on fight vascular curvatures
(having a low radius of curvature) ® Recent studies inves-
tigating the antenior complex of the CW using 3D com-
puted tomography angiography (CTA) models foumd that
the incidence of ACoA IA 1s linked to A-A, angles and
the asymmetry between the A, segments'>*¥ Kaspera et

TABLE 1. Clinical and demographic data for patients in the
FACAA, HFDR, and SACAA groups

FACAA HFDR SACAA  p
Parameter Group Group Group Value
No. of patients 24 20 M MA
No. of women (%) 1354) 1385 938 022

Mean age in yrs (S0) S+13 55+15 51+=11 058+

Smoking status, no. (%) 0.94*
Still smoking 625 B(E0 629
Quit smoking <3 yrs Ing 1(5) 1)
Quit smoking =3 yrs AN 529 1)
Never smoked B33 B3¢0y 938
Alcohol consumption, ra. (%) 0.06*
=150 giwk M6y 0BG 0
=150 giwk 2(8) 2000 303
High blood pressure, no_ (%) 11460  6(30) 90370 05
Diabetes, no. (%) 114) 0 0@ 090
Dyslipidemia, no. (%) 625 B0 3INY 04

NA = not apphicable.
* Chi-square test or Fisher's exact test.
1 Kruskal-Wallic test.
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TABLE 2. Measurements of the anterior complex of the CW for patients in the FACAA, HFDR, and SACAA groups

Parameter FACAA HFDR SACAA p Valus

No. of patients 24 20 2 NA
Major axis of aneurysm in mm"® 43(32-1) J4-64) 041
Aneurysm neck in mm* 3(2-33 312233 051+
Aneurysm side on It} 13 (54%) 11 (46%)
Total no. of ancurysmet 0194

1 13 (54%) 20 (83%)

2 T (29%,) 3(13%)

3 3 (13%) 1(4%)

4 1 (4%) 0 (0%)
VAC in % 20.5(10.6-29.5) 79(5.2-15.6) W7 i72-211) 0.0458
Configuration of A segmentst 0.038

Symmetry 4 [17%) 12 (60%) 6 (29%)

Azymmetry 12 (50%%) 8 (40%) 14 (58%)

Hypoplasia 4 (17%) 0 (0%) 0 (%)

Aplasia 4 (17%) 0 (0%) 4 (17%)
A-A. angle in degress®

Aneurysm side 10569 (9546-116.98) 121103 (1M3.83-12799) 10511 (B6.21-121.42) 0.0058

Side opposie from aneurysm  113.51 (979912919 121.03 (M3.63-127499) 12080 (%4.65-12981) 057§

* Value expressed as median (interquartile range).
1 Mann-Whitney U-test.

1 Value expressed as numiber (%),

§ Kruskal-Wallis fest.

al. have shown that an A-A, angle = 100° and A, seg-
ment asymmetry > 40% were the main risk factors associ-
ated with the development of an ACoA IA ' Numerous
studies using 3D finid mechanics models have shown that
an increase in the asymmetry of the A, segments would
cause a significant increase In hemodynamic stress and
wall-shear stress at the junction of the A, segment and
the ACoA *%< Abnormal wall-shear stress induces an en-
dothelial response mediated by proinflimmatory factors,
from metalloproteinase activation to smooth muscle cell
death to extracellular matrix degradation to vascular re-
mﬁng_lﬁl&:m.ﬁ

Our results show that the angle of the A-A. sepment is
narrower in the FACAA group than in the HFDR group;
furthermore, the FACAA proup also had a higher VAC
than the HFDR group. These findings suggest 2 hypoth-
eses. The first is that, for patients with FACAA, the ana-
tomical form of the anterior complex of the CW may be
inherited and thus favor the clustering of IA cases within
families. For patients in our study, this anatomical form
would favor ACoA [A formation. Previous studies have

shown cases of identical aneurysm location in members of
the same family or in twins '*'™***" Indeed, the Familial
Intracranial Aneurysm (FLA) study reported a high apree-
ment of aneurysm location among TA patients belonging
to the same family * These observations may thus sugpest
that anatomical vulnerability to aneurysm formation is he-
reditary. The FIA study did not draw conclusions regard-
ing ACoA TAs because this agreement was not observable
for ACoA IA location in the FIA study *® This hypothesis
will be the subject of future work studying the CW in sub-
sequent generations of families with 1A,

The second hypothesis suggested by our results is
that familial ACoA IA development may have no innate
origin. Only hemodynamic factors are responsible for
aneurysm development, and the anatomical form of the
anterior complex of the CW would not be heritable. He-
modynamic forces would thus have a direct, mechanical
effect on ACoA 1A formation. Within the same family,
ACoA TA formation could be related to other aneurysm
locations (e.g., middle cerebral artery, posterior com-
mmmicating artery, and so forth) that, on the other hand,

TABLE 3. Comparison of the VAC and A,-A, angle on the aneurysm side for patients in the FACAA, HFDR, and SACAA groups®

Parameter

FACAA HFOR

FACAAve FACAAv: SACAAws
HFDR, SACAA, HFDR,
SACAA p Value p Value p Value

VAC in % 205 (10.6-29.5)

79(5.2-15.6)

W7 ({72-211) 0.002+ 017+ 015+

B-A; angle on |A side (degrees)

105,69 (35.46-116.98) 121.03 M3.83-12799) 10511 86.2112142y  0.003+ 0.95¢ 0.007+

* Walues expressed as medians (interquartie range).
1 Mann-\Whitney U-test.
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may be penetically determined However, it does seem
that hereditary transmission of the CW shape occurs in
animals. Mongolian gerbils were used as animal models
for cerebral ischemia because of their spontaneous varia-
tions in the CW* Indeed, Du et al. noticed that the CW
shapes in gerbils are transmittable from 1 generation to
another, and that there is a close relationship between the
anterior vascular complex of the mothers and that of their
offspring '** In generating transgenic mice in which the
Notch signaling pathway was eliminated, Proweller et al.
observed anomalies in the cerebrovascular sttuctures of
the mice, including interruption of the CW, particularly
within the anterior complex *44

However, given studies performed at a premature em-
bryonic stage, it has also been suggested that anatomical
variations in the CW are genetically determined in hu-
mans ** Indeed, the frequency of different CW shapes
varies according to ethnic group'” But at this time, there
15 no evidence regarding any gene that may be linked with
CW shape in humans.

ME.A was the testing and measurement tool used for
this study. Preexisting data confirm its validity as a tool for
screening 1As Indeed, there is excellent agreement among
observers regarding its IA characterization ***™# In our
study, experienced interventional neuroradiologists from
each center phenotyped the 1As in order to exclusively
identify patients with saceular bifurcation 1A The major
asset of our study was having access to imaging data for
each patient. This allowed us to analyze specific anatomi-
cal variations in patients with or without IAs.

Onr study focused on IAs of the ACoA , but our strategy
could be applied to all other bifurcation 1A locations as
well. Nonetheless, the clinical interest of our stmdy is to
help practiioners recognize the importance of carefully
examining the shape of the CW in patients tested for IAs.
Monitoring these patients will undoubtedly have to be tai-
lored to whether the CW has any high-risk shape.

Onur resulis suggest that, for patients with FACAA | he-
modynamic factors are just as important as heritable fac-
tors if there is no link to these latter factors. More fim-
damentally, for studies of familial IA the selection of
candidate genes or pathways could be oriented toward the
different developmental pathways of the CW. We sugpest
a novel approach to understanding the physiopathology of
1As We also agree with the conclusions made by Lee et al.
in their study of over 200 mirror-like IAs ® They showed
that the frequency of mirror-like IAs varies depending on
the location, with mirror-like 1As being overrepresented
among iniracavernous 1As, for example. It sugpests that
different pathophysiological mechanisms may be at the
oot of the different anewrysm locations. Genome-wide
association studies undoubtedly need to focus further on
particular TA phenotypes.

Our work entailed certain limitations. To limit irradia-
tion while also considering spatial resolution, we chose
MRA for our GAIA protocol for testing familial forms
of IA. To maximize comparability among the groups, the
MRA images of the SACAA group were also chosen. In
any case, most morphological studies of the same type as
ours use CTA, whose spatial resolufion is apparently better
than MRA_ This constitutes a limitation more applicable

Inherited formation of the ACoA aneurysm

to measurement of the A -A, angles than to measurement
of the A, diameter ratios, which is, by definition, compara-
tive and relative.

‘We did not observe any significant difference between
the anatomical shapes of the anterior complex of the CW
for patients in the FACAA or SACAA groups. This could
be attributed to a lack of statistical power from the small
mumber of patients. Furthermore, heritability cannot be
totally excluded in sporadic cases. Likewise, among the
HFDRs, certain individuals with small aneurysms could
have been unidentified and thus not properly classified.
Moreover, although the HFDR group members did not
present with any IAs during the study period, we cannot
rule out the possibility of an IA developing later on.

Another limitation was our inclusion of patients with
previously formed IA. Consequently, hemodynamic pa-
rameters at the start of 1A formation may have been slight-
ly different from those measured during the time of the
study. At this ime, no study has shown how the presence
of an TA can influence affected arteries. However, in the
FACAA and SACAA groups, there was no correlation be-
tween IA size and A;-A. angle.

The selection of the SACAA and HFDR. groups con-
stitutes a limitation of this study. We made an effort to re-
cruit patients with SACAA as they came into our medical
center from among the patients listed as having TA.

Conclusions

Our work points out the importance of the anatomi-
cal shape of the anterior complex of the CW i ACoA TA
formation. In particular, we have shown that, even within
the context of familial IA, the angular (A-A,) shapes and
asymmetry of the A, segments are associated with the
presence of ACoA TA. This leads us to raise 2 novel hy-
potheses: either susceptbility to IA formation is linked
to anatomical shape inherited within a given family, or
within the particular context of the ACoA, 1A formation
1s not inherited and 15 mostly induced by he: 1
constraints. Either hypothesis should be verified by smdy-
ing larger samples and more IA locations.
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5. APPROCHE EPIDEMIO-GEOGRAPHIQUE

Les fichiers fournis par les départements d'informations médicales (DIM) nous ont
permis d’obtenir les villes de naissances de 2088 patients porteurs d’AIC. Celui de
CEPIDC, nous a donné le lieu de résidence de plus de 700 patients décédés d'une cause

liée a un AIC.

Un cas d’AIC défini comme un sujet décédé qui présente parmi les causes initiales ou
associées de déces un des codes CIM10 relatifs aux AIC. Le nombre de déces observés
(CEPIDC) ou d’hospitalisations (DIM) (O1i) est calculé dans toutes les zones postales. Les
cas attendus pour la zone i (Ei)sont calculés en appliquant a la structure de population
de la zone en question les taux d’hospitalisation spécifiques par age d’'une population de
référence (hospitalisation-type), dans notre cas la population régionale (internal
standardization). Pour le CEPIDC, le taux de mortalité considéré pour la standardisation
et le calcul des cas attendus est calculé au niveau national. L’indice comparatif de
morbidité Standardized Morbidity Ratio (SMR) est une mesure de comparaison calculé
comme le rapport entre les effectifs (Oi) les cas attendus (Ei). Un SMR supérieur a 1
indique un nombre d’hospitalisations ou de déces dus a la maladie plus élevé dans la
zone étudiée par rapport a la population de référence (moyenne régionale dans notre

analyse).

Dans les figures 14 et 15, les zones avec un SMR significativement supérieur a la

moyenne régionale sont indiquées par leur nom.
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Figure 14 : Indice comparatif (SMR) de personnes décédées pour AIC, par groupe de

communes de domicile
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Figure 15 :Indice comparatif (SMR) de personnes hospitalisées dans les DIM

avec un diagnostic d’AIC, par groupe de communes de naissance
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Figure 16 : Mise en commun des clusters issus des fichiers DIM et CEPIDC
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nomGeo Nombred’AIC |p_value ORest
LE LONGERON 5 0.0095 4.38
LA ROCHE SUR YON 107 0 5.9

L HERMENAULT 8 2.00E-04 6.59
ROCHESERVIERE 7 0.0013 5.03

Table 2 : Clusters AIC significatifs pour le fichier DIM

nomGeo Nombred’AIC |p_value ORest
LA TURBALLE 5 0.004 10.44
ST CALAIS 6 0.0027 7.34
JARD SUR MER 3 0.0635 5.75

Table 3 : Clusters AIC significatifs pour le fichier CEPIDC

Dans les tableaux 1 et 2, les clusters déterminés dans le scan test sont indiqués (tous
significatifs au moins a 0,05), ainsi que leur résultat au test exact (p-value et OR estimé)
pour les principales communes repérées. La figure 16 présente la mise en commun de

ces clusters DIM et CEPIDC.

Cette approche a été rendue possible par la relative sédentarité des populations
observées, notamment dans les zones rurales jusqu’il y a quelques années. Ceci étant,
une telle approche est encore possible a ce jour mais perdra en efficacité dans les années
a venir. En effet, la plupart des patients de nos fichiers sont nés il y a au moins 50 ans. A
cette époque, on pouvait encore espérer, dans des départements comme la Vendée
retrouver des cousins dans une zones géographique limitée (la paroisse d'a c6té). Ce
projet pourrait toutefois étre étendu a '’ensemble du territoire francais dans le cadre du
projet ICAN. Il devra faire l'objet d’'une demande CNIL préalable afin de régler les

problémes d’anonymisation des données médicales inhérentes a ce travail.
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Des « hot spots » semblent présents en Vendée (85), ce territoire rural est le siege
d’isolats génétiques relativement conservées au cours des époques. En effet, et comme
cela a été vérifié dans des pathologies telles que le rétrécissement aortique et les
troubles de conduction (131,132), ce territoire rural est le siege d’isolats génétiques

relativement conservées au cours des époques.

Nous allons maintenant utiliser ces cartographies afin d’optimiser le recrutement de

larges familles d’AIC.
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B. ARTICLE PUBLIE:
UNDERSTANDING THE PATHOPHYSIOLOGY OF

INTRACRANIAL ANEURYSM : THE ICAN PROJECT

Le but du projet ICAN est l'identification des voies de signalisation biologiques
d’intéréts, pour mieux comprendre la physiopathologie des AIC et proposer une prise en
charge personnalisée des formes non rompues d’AIC (familiaux mais aussi sporadiques).
Il nous est apparu essentiel de constituer une bio-collection nationale permettant de
valider les résultats de nos travaux génétiques et fonctionnels initiés par le projet GAIA
sur un large échantillon de malades porteurs d’AIC. Grace a nos résultats préliminaires,
nous avons obtenu un financement ANR-PRTS en 2015 pour mettre en place cette bio-
collection nationale. Le projet, initialement centré sur les formes familiales et la
génétique, s’est déployé pour inclure aussi les cas sporadiques d’AIC. Nous sommes la
seule équipe francaise travaillant sous cet angle génétique et fonctionnel sur la
physiopathologie des AIC et nous avons donc rassemblé un réseau national comptant la
quasi-totalité des centres ou des AIC sont pris en charge en France (27 centres). Les CHU
de Angers, Besancon, Bordeaux, Brest, Clairval, Clermont Ferrand, Colmar, Dijon, La
Fondation Rothschild, Grenoble, Le Kremlin Bicétre, La Pitié Salpétriere, Lille, Limoges,
Montpellier, Nancy, Poitiers, Reims, Rennes, Rouen, Saint Anne, Toulouse et de Tours
assurent le recrutement des cas sporadiques et familiaux d’AIC. Nous avons impliqué
des neuroradiologues, des neurologues, des neurochirurgiens mais aussi des généticiens

et des biologistes vasculaires dans le projet.

En Juillet 2017 et en moins de 10 mois, plus de 1200 patients ont été inclus dans la

biocollection nationale ICAN. A terme, nous espérons atteindre les 3000 inclusions

La définition des phénotypes anévrismaux est un élément fondamental de notre
protocole. Comme Krings et al, nous pensons qu'une lésion anévrismale au simple sens

de dilatation vasculaire peut étre le symptome de différentes maladies (133).
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Dans nos projets GAIA puis ICAN, le sujet est bien la physiopathologie des dilatations
sacculaires développées au niveau des bifurcations intracraniennes chez des patients a
priori indemne de toute autre pathologie systémique. C’est donc une maladie pariétale
qui implique la media (134). Ce type d’AIC est sans doute le plus commun et réellement

le cas typique face auquel nous sommes confrontés dans notre pratique clinique.

Cette définition exclut donc en premier lieu, les dissections intracraniennes. Une
dissection intracraniennes correspondant a la survenue d’'un hématome dans la paroi de
I'artére (135). Parfois, cet hématome qui s’insinue entre la media et 'adventice, conduit
a la formation d’une dilatation sacculaire trés semblable a un AIC dit "typique". Un des
points forts de notre protocole réside dans I'expertise des recruteurs qui sont tous des
spécialistes de la pathologie neurovasculaire, capables dans les cas difficiles, de

différencier un AIC typique d’une dissection.

Il a toutefois été nécessaire de proposer un phénotype intermédiaire. Malgré le progres
des modalités d’imagerie, il reste difficile d’authentifier un AIC typique devant une lésion

de moins de 2 mm (24).

De plus, afin de préciser au mieux le phénotype de certains patients, nous avons établi
une collaboration avec des spécialistes en Cardiologie, Ophtalmologie et Médecine
vasculaire. En effet, les patients porteurs d’AIC et issus des familles qui agregent plus de
4 cas bénéficient d’examens complémentaires non invasifs pour rechercher des
anomalies vasculaires associées et asymptomatiques. Il est possible que nous
découvrions des associations syndromiques encore ignorées mais qui orienteraient vers
une voie physiopathologique. C’est pourquoi nous proposons aux patients en questions,
un fond d’ceil, une échographie trans-thoracique et des arteres digestives, et une mesure

de la fonction endothéliale.

Nous nous sommes attachés a recueillir de maniére trés précise les éléments cliniques
en lien avec les facteurs de risques environnementaux déja décrits dans la littérature
(11,86). En particulier une quantification précise du tabagisme des patients inclus est
demandée et mise en lien avec la date de découverte de I’AIC. Pour I'’hypertension

artérielle la démarche est plus difficile et nous avons renoncé a une quantification de
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'intensité de celle-ci. Ainsi, seul le statut du patient et son éventuel traitement de ce

facteur de risque majeur des AIC sont colligés dans notre étude.

Afin de ne pas alourdir le processus d’inclusion et pour faciliter les extractions de
données, nous avons privilégié les questions fermées dans notre CRF. Nous avons donc
di choisir quels étaient les traitements pertinents a recueillir dans notre CRF chez les

patients inclus dans ICAN.

Au vu de l'implication bien documentée des processus d’inflammation au sens large
(76,136), il était essentiel de savoir si ces patients avait été traités au long cours par des
anti-inflammatoires. De méme, une littérature assez contradictoire mais riche fait le lien
entre les statines et la formation d’AIC (137-139). Enfin compte tenu de la prévalence de
la maladie chez la femme ménopausée et des effets des cestrogenes sur la
physiopathologie des AIC, les patientes recevant un traitement hormonal substitutif de

la ménopause ont été colligées (11,140,141).

Nous avons aussi choisi, toujours dans un souci de simplicité pour les médecins
recruteurs, de ne pas colliger d’éléments quantitatifs morphométriques précis sur les
AIC des patients inclus. Dans notre CRF, nous leur demandons simplement de préciser la
localisation et le grand axe de I'AIC. Ces deux éléments sont facilement accessibles au
meédecin sans mesure ou manipulation supplémentaires sur les images. Nous comptons
sur I'ensemble des imageries natives, transférées sur le serveur SHANOIR, pour réaliser
des mesures précises et spécifiques des AIC et des arteres porteuses. Nous détaillons ces
éléments dans le projet d'imagerie ICAN et du modéle murin ANGPTL6 KI (cf:

Développement du volet imagerie des anévrismes intracraniens).
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Notre projet a trois atouts majeurs, comparé aux projets concurrents :

Tout d’abord, nous nous appuyons sur un recrutement de grande ampleur mais national
qui limite I'hétérogénéité génétique et permet de constituer de grande famille dans des

zones sédentaires.

Ensuite, le recrutement est effectué par des experts de la pathologie anévrismale
intracranienne dans des centres référents de neuroradiologie interventionnelle et nous

disposons de I'ensemble des données d’imagerie pour vérifier les inclusions.

Enfin, nous colligeons des données cliniques, biologiques et d'imagerie quantitative, qui

pourront faire 'objet d’un traitement croisé.

Le principal concurrent de notre projet est conduit depuis 2005 par le consortium FIA
(142). Ce consortium regroupe des équipes de Nouvelle Zélande, des Etats Unis,
d’Allemagne, des Pays Bas et d’Australie. De nombreuses publications ont été produites
par ce groupe tres actif (43,55,61,63,69). Leurs modalités de recrutement, different par
certains aspects des notres (142). Tout d’abord, en raison des contraintes économiques,
le dépistage des apparentés au 1¢r degré ne s’effectue que chez patients de plus de 30
ans, tabagiques ou hypertendus. De notre c6té, nous pouvons nous appuyer sur des
publications validant en Europe l'intérét, en terme de colit, d'une démarche de
dépistage. Cette démarche est validée chez des patient apparentés au 1¢r degré quand
deux ruptures d’AIC sont survenues dans une famille (37). D’autre part, FIA suit une
cohorte et un recueil d’information est fait par téléphone tous les ans chez les
participants. Pour le moment, ICAN est une biocollection mais nous avons I'ambition de

la faire évoluer rapidement en cohorte nationale.
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Understanding the Pathophysiology of Intracranial
Aneurysm: The ICAN Project

BACKGROUND: Understanding the pathophysiologic mechanism of intracranial
aneurysm (lA) formation is a prerequisite to assess the potential risk of rupture. Nowadays,
there are neither reliable biomarkers nor diagnostic tools to predict the formation or the
evolution of IA. Increasing evidence suggests a genetic component of 1A but genetics
studies have failed to identify genetic variation causally related to IA.

OBJECTIVE: To develop diagnostic and predictive tools for the risk of |1A formation and

rupture.

METHODS: The French ICAN project is a noninterventional nationwide and multicentric
research program. Each typical IA of bifurcation will be included. For familial forms,
further 1A screening will be applied among first-degree relatives. By accurate phenotype
description with high-throughput genetic screening, we aim to identify new genes
involved in 1A. These potential genetic markers will be tested in large groups of patients.
Any relevant pathway identified will be further explored in a large cohort of sporadic
carriers of 1A, which will be well documented with clinical, biclogical, and imaging data.

EXPECTED OUTCOMES: Discovering genetic risk factors, better understanding the patho-
physiology, and identifying molecular mechanisms responsible for 1A formation will be
essential bases for the development of biomarkers and identification of therapeutic

targets.

DISCUSSION: Our protocol has many assets. A nationwide recruitment allows for the
inclusion of large pedigrees with familial forms of IA. It will combine accurate phenotyping
and comprehensive imaging with high-throughput genetic screening. Last, it will enable
exploiting metadata to explore new pathophysiological pathways of interest by crossing
clinical, genetic, biological, and imaging information.
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Mantes, 8 Quai Moncousu, 44000 Nantes, France, 02 28 08 01
13, particularly director Richard Redon, PhD, ensures the genetic
analysis. The codirector of the unit, Gervaise Loirand, PhD, is
responsible of the functional analysis for candidate genes.

The ICAN study group is constituted in France of 1 coordi-
nating center (Centre Hospitalier Universitaire of Nantes), 1
genotyping center (Uinstitut du thorax, INSERM Unit 1087,
CMRS, Centre Hospitalier Universitaire of Mantes), and 22
clinical centers of recruitment.

RATIONALE AND BACKGROUND INFORMATION

Intracranial aneurysms (IA) are acquired cerebrovascular
abnormalities affecting 3% of the general population (mean age
50 years).! They are characterized by a localized dilation and wall
thinning in typical locations in intracranial arteries.” The most
notorious and deleterious complication of an IA is the rupture,
resulting in subarachnoid hemorrhage that can lead to severe
disability and death.” Unfortunately, there are neither reliable
biomarkers nor diagnostic tools to predict the formation and/or
the evolution of an IA in any given individual. Current treat-
ments are more or less invasive {microsurgical or endovascular
treatment) with a risk of procedural morbidity/mortality.?

Although the pathogenesis of 1A has been the subject of
several studies for many years, the mechanisms underlying their
formation, growth, and eventual rupture are largely unknown.’
1A are mostly acquired lesions resulting from a defective vascular
wall response to local hemodynamic stress.® The structural deteri-
oration of the arterial wall involves inflaimmation and tissue
degeneration with degradation of the extracellular matrix and
smooth muscle cell apoptosis.” Risk factors such as hypertension,
female sex, increasing age, cigarette smoking, excessive alcohol
consumption, and familial history of aneurysm predispose to
IA formation and rupture® Furthermore, increasing evidence
sugpest a genetic component of 1A formation.” Genome-wide
association studies and subsequent replication case-control studies
identified variants on chromosomes 4q31-23, 8ql1, and 9p21.3
that were strongly associated with [A formation.'” However, these
loci explain only 5% of the familial inheritance cases."

STUDY GOALS AND OBJECTIVES

Owr project addresses the urgent and obvious need to develop
diagnostic and predictive tools of risk of IA formation and
rupture. Discovering genetic risk factors, better understanding the
pathophysiology and identifying molecular mechanisms respon-
sible for IA formation will be essential bases for the development
of biomarkers and identification of therapeutic targets.

STUDY DESIGN

For this global project including observational and basic science
research, we have developed a nationwide collaborative project
gathering neuroradiologists, neurologists, neurosurgeons, geneti-
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cists, cardiologists, ophthalmologists, vascular specialists, and
biologists.

IA Phenotype Definition

A typical IA is defined as a saccular arterial dilatation occurring
at a bifurcation of the intracranial vasculature. Neuroradiological
phenotyping is performed in each center by experienced inter-
ventional neuroradiologists, neurologists, and neurosurgeons, in
order to exclude other [A types and to recruit only the typical
saccular bifurcation TA.

1A are recorded as follows for all the cases included in the study:

“Certain”

if an imaging exam demonstrates a typical IA of bifurcation
whatever the measurement,

or

if medical records document the presence of a typical IA of
bifurcation on cerebral angiogram, operative report, or autopsy.

“Uncertain™

if an imaging exam demonstrates an ectasia measuring
< 2 mm,

or

if medical records document the presence of a subarachnoid
hemorrhage without traumatism on cerebral angiogram,
OpErative report, or autopsy.

Inclusion and Exclusion Criterla
Inclusion Criteria

o Familial cases of [A: subject carrying a certain LA and at least 1
first-degree relative with a certain 1A (no ape limit).

o Healthy first-depree relatives: subject of 20 years or more and
having at least 2 first-degree relatives with a certain 1A, For
these, a magnetic resonance imaging (MRI) screening will be
proposed.

« Sporadic cases of 1A: subject aged 20 years or more with a certain
1A,

Exclusion Criteria

s A mycotic, fusiform-shaped, or dissecting [A, an [A in relation
with an arteriovenous malformation.

e A family history of polycystic kidney disease, Ehlers—Danlos
syndrome, Marfan’s syndrom, fibromuscular dysplasia, or
Moyamoya disease.

o A failure to obtain informed consent.

METHODOLOGY

Recrultment Process
Recruitment of Familial Cases and Relatives

Once a potential family is identified, the proband is asked
to complete a family history questionnaire; study information
sheets and recruitment letters are provided for later distribution
to additional family members. Each relative expressing his/her
interest to the proband is then contacted by phone.



If he/she meets the inclusion criteria, MRI screening and blood
sampling are proposed. In order to optimize the recruitment of
large families, only clinical centers with extensive experience in
clinical manapement and 1A imaging were selected as recruitment
sites.

For each family selected for primary genetic investigations (ie,
exome sequencing), the IA phenotype will be further assessed.
First, a medical penetics consultant will check whether IA
occurrence may result from any syndromic disease (such as
Marfan disease or vascular forms of Ehlers—Danlos). Then eye
fundus, transthoracic echocardiography, noninvasive analysis of
endothelial dysfunction, and echography Doppler analysis of
peripheral arteries (subclavians, radials, femorals, renals, dipes-
tives, etc.) will be carried out in order to test any other vascular
malformation or variation potentially linked to the presence of
A, thus constituting a syndrome yet unknown.

Recruitment of Sporadic Cases

A patient with a certain and typical LA of bifurcation seen in
consultation will be included, regardless of a history of rupture or
treatment.

Data Recorded
Clinical Data

Drata related to environmental risk factors are collected for each
included patient. Smoking history is recorded as:

» never smoked,
» stopped smoking for more than 3 years,
» stopped smoking for less than 3 years or current smoker.

If the patient was a current or former cigarette smoker, the
number of pack-years prior to diagnosis of LA is evaluated.

Parameters as high blood pressure defined as a past history of
hypertension prior to the diagnosis of LA, diabetes mellitus, hyper-
cholesterolemia, alcohol consumption, body mass index, history
of mipraine (according w the International Headache Society)
or of cryprogenic cephalalpia, medical teatment by statins,
antiplateler agents, vitamin K antagonists, long-term intake of
anti-inflammatory drugs and hormone replacement therapy are
recorded.

History of ruptured LA, stroke, carotid stenosis, ischemic heart
disease, lower limbs occlusive arterial disease, cancer, hematologic

disorder is also recorded.

Biological Data

The bio collection will consist of blood sampling taken from
each incuded patient; 2 mbes for DMNA analysis and 2 wbes for
SEMIM eXtraction.

Imaging Data

[A imaping in first-degree relatives is assured by MRI/MR
angiography with the following protocol: MR angiography time
of flight, fluid arenuated inversion recovery (FLAIR), gradient
echo T2-weighted imaging. The sensitivicy of MRI in detecting

NEUROSURGERY

THE ICAN PROJECT

IA ranges from 81% to 95%.'2-™ The interobserver consistency,
particularly for [A = 3 mm, is good to excellent (kappa 0.59-
{}.82}.13'] -17.19.21

Angiographic imaging will allow recording all parameters
regarding the aneurysm form (height, width, neck size, the
presence of lobulation, or wall irregularities) and the parent artery
diameter.

Any cervical loop of the carotid artery, hypoplasic first sepment
of the anterior cerebral artery, basilar or vertebral fenestration, and
fetal type of posterior cerebral artery will also be registered.

On the FLAIR imaging sequences, the presence of vascular
white matter disease (graded according to the Fazekas classi-
fication™), territorial ischemic sequelae, inflammatory white
matter disease, atypical white matter disease evocative of Coldal
mutation, or Fabry disease will be noted.

On gradient echo T2-weighted imaging, we will quantify
the presence of microbleeds in the deep or superficial brain
parenchyma.

Some patients, particularly the sporadic cases of [A, that had
independently underpone MRI, computed tomography angiop-
raphy or digital subtraction angiography for their standard clinical
care will be reviewed in a blinded manner by neuroradiclogists
from the coordinating center. Imaging files will be uploaded ona
global server for each included patient (SHANOIR).

DISCUSSION

National Recrultments in France

Because populations living in rural areas of western France
have been sedentary for centuries, this peopraphical area is a
preferred location to detect and recruit large families with hered-
itary diseases. By a systematic research of familial history of
IA, we have already recruited more than 100 families. We have
then selected 4 larpe families with 4 or more relatives harboring
IA for primary genetic investigations based on whole exome
sequencing (Figure). In relation with our nerwork, we will also
ensure the recruitment of sporadic IA (without familial screening)
to constitute a collection of clinical, biological, genetic, but also
imaging dara of patients with IA.

Whole Exome Sequencing

Whole exome sequencing allows systematic detection of
penetic variation across the whole coding portion of the human
penome. By this method, one can list the rare penetic variants that
are shared berween several related individuals affected by IA. The
coding portion of the genome is captured, then sequenced. After
read alignment and variant calling, a series of filters is applied.

Further Testing of Candidate Genes

In a second step, any candidate penes selected through whole
exome sequencing on familial cases are further tested on an
extended group of unrelated familial IA carrier, which is currently
under construction through our clinical nerwork. In order to test
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the presence of rare variants associated with [A in this cohort,
rare-variants association studies will be performed.

In addition, the most promising candidates are subjected to
preliminary functional investigations, to check whether their
biological activity is relevant to the pathophysiology of [A.

Exploiting Diverse and Massive Datasets

Discovering or validating novel risk factors in IA relies in the
setup of a data infrastructure capable of jointly exploiting diverse
and possibly massive darasets (whole exome sequencing, multi-
modality imaging, and clinical data). Based on such a linked data
infrastructure, we can imagine in silico validation scenarios, ie,
alporithms, querying and combining diverse clinical features (ape,
hypertension, and smoking habits) with circulating or quanti-
tative imaging biomarkers. Following the FAIR (Findable, Acces-
sible, Interoperable, and Reusable) data principle and techni-
cally adopting a Linked Data approach (structured metadata,
reference controlled vocabularies, or ontologies) will allow: (i) to
query, filter, and join these heterogeneous darasets from multiple
viewpoints, and (ii) to open data reuse perspectives, beyond the
project timeframe and beyond its initial objectives.

Conclusion

We launch an ambitious multicenter project (ICAN)
addressing the pathophysiology of IA. To date, no transmitted
variation related to familial forms of IA has been published. Our
protocol has many assets. First, our nationwide recruitment allows
for the inclusion of larpe pedigrees with familial forms of TA.
Second, it will combine accurate phenotyping and comprehensive
imaging with high-throughput genetic screening. Last, it will
enable exploiting metadata to explore new pathophysiological
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pathways of interest by crossing clinical, genetic, biological,
and imaging information. This should lead us to identify the
biological pathways involved in the formation of IA. Currently,
no blood test has been established to help in diagnosing 1A,
and there is still no way to predict the natural history of an TA.
Discovering relevant biomarkers would undoubtedly facilitate

early detection, risk assessment, and therapeutic monitoring of
1A

TRIAL 5TATUS

This is an ongoing study.

SAFETY CONSIDERATIONS

No adverse event is expected in this noninterventional study.

FOLLOW-UP

We are building a biocollection but in the close follow-up
and depending on the grants obtained, this project will probably
become a cohort study with a follow-up corresponding to the

recommendation for LA management.

EXPECTED OUTCOMES OF THE STUDY

Discovering biomarkers correlated with the presence of 1A
should allow better detection and prevention of IA rupture.
In the longer term, our systematic nationwide collection of
each typical LA of bifurcation together with the registration of
clinical, biological, genetic, and morphological data will allow



deciphering the pathophysiolopy of this orphan, frequent, and

serious cerebrovascular disease.

DURATION OF THE PROJECT

We have initially scheduled a recruitment period of 3 years
(May 2016 to May 2019), but according to the evolution of the
project, we can move towards a cohort study making the project
more sustainable.

PROJECT MANAGEMENT

The project management is ensured by Dr. Romain Bourcier,
MD, and Pr. Hubert Desal, MD, PhD, from the Department of
Meuroradiology of the Centre Hospitalier Universitaire of Mantes,
8 Quai Moncousu, 44000 Nantes, France.

Linstitut du thorax, INSERM Unit 1087, CNRS, Centre
Haospitalier Universitaire of Nantes, 8 Quai Moncousu, 44000
Mantes, France, 02 28 08 01 13, particulary director Richard
Redon, PhD, ensures the genetic analysis. The codirector of the
unit, Gervaise Loirand, PhD, is responsible of the functional
analysis for candidate penes.

The ICAN smdy group is constituted in France of 1 coordi-
nating center (Centre Hospitalier Universitaire of MNantes), 1
genotyping center (Linstitut du thorax, INSERM Unit 1087,
CMRS, Centre Hospitalier Universitaire of Nantes), and 22
clinical centers of recruitment.

ETHICS

The ICAN project is a noninterventional clinical research,
approved by the Institutional Review Boards (Comité consultartif
sur le traitement de I'information en matiére de recherche dans le
domaine de la santé, Commission Mationale de I'Informatique et
des Libertés) and Ethics Commirttees of Wantes. Informed written
consent has been obtained from all patients and the biobank
called Génétique et biomarqueunrs des pathologies cardiovascu-
laires, respiratoires et leur facteur de risques is approved by the
French Ministry of Research (n® DC-2011-1399) and by the
Comité de Protection des Personnes.
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III. CONCLUSION

A ce jour, aucun test biologique ou génétique ne permet d’identifier des patients
présentant une majoration du risque relatif de formation d’AIC. Grace a I'application de
stratégie de séquencage d’exome sur les formes familiales d’AIC, THSD 1, RNF213, ADAM
TS1 voir TMEM132Bsont récemment apparus comme de potentiels candidats. Pour le
moment, les modeéles murins ne confirment pas leur implication dans Ia
physiopathologie des AIC. De plus, la formation des AIC est certainement un mécanisme
polygénique ce qui implique entre autre, des disparités en fonction des populations

étudiées.

Pour tenter de comprendre la physiopathologie anévrismale, notre travail prend comme
« porte d’entrée » la génétique et les formes familiales. A l'aide d’approche de
séquencage d’exomes sur des formes familiales et grace a un travail de description
phénotypique le plus précis possible, nous faisons émerger des génes candidats
(ANGPLT6 et CTSO) mais aussi des voies de signalisation (développement du polygone

de Willis) novateurs.

L’étude du modele murin transgénique pour ANGPLT6 et |’étude fonctionnelle in vitro de
CTSO pourront étayer ces premiers résultats. Grace a la mise en place d'une collection
nationale et multimodale de données unique au monde, un travail de grande échelle sur
I'imagerie des arteres porteuses de patient porteurs d’AIC sera aussi bientot conduit. Ces
données et métadonnées cliniques, génétiques, biologiques et d'imageries bénéficieront
des stratégies de traitement de « Big Data » afin de faire émerger de nouvelles voies de

recherche dans la physiopathologie des AIC.
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IV. PERSPECTIVES

A.DOSAGE SERIQUE D’ANGPTL6DANS UNE LARGE

POPULATION DE PORTEURS D'AIC ET DE TEMOINS

Afin de valoriser et confirmer l'implication d’ANGPTL6dans la formation des AIC, nous
devons envisager un screening a large échelle du taux de cette protéine dans une
population de porteur d'AIC et de témoins (Etablissement frangais du sang). Une
approche de génétique inverse pourra ensuite nous permettre de rechercher des
variations génétiques d’ANGPTL6 chez les patients dont les taux sanguins sont

perturbés.

B. AUTRES EXPLOITATIONS DE LA BIOCOLLECTION ICAN

Nous avons intégré a ICAN une biocollection de cas pédiatriques d'AIC unique au monde.
Le "potentiel génétique" des cas pédiatriques est évidemment énorme dans la mesure ou

ces enfants sont peu ou pas exposés aux facteurs de risques environnementaux d'AIC.

Parmi les patients recrutés dans ICAN, environ 100 patients sont des cas familiaux
parfois reliés entre eux. Ainsi l'approche qui a mis en évidence ANGPLT6et CTSO par
séquencage d'exome doit étre appliquée afin de mettre en évidence de nouvelles

variations génétiques dans ces familles.

Nous avons été contactés par un consortium international (ISGC), afin de mettre en
place une collaboration sur une approche de type GWAS. Le génotypage de I'ensemble
des patients porteurs d'AIC recrutés dans ICAN nous permettrait de "peser" dans ce

consortium.
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Nous disposons aussi de données cliniques de grandes valeurs chez les porteurs d'AIC
recrutés dans ICAN (quantitatives et précises). Celles-ci peuvent étre comparées a une
base de données de population. C'est l'occasion de mettre en place des stratégies de

« machine learning » et de prédictions tres novatrices dans cette pathologie.

C. DEVELOPPEMENT DU VOLET IMAGERIE

Pour les patients porteurs d’AIC inclus dans ICAN, nous disposons d’'une imagerie de la
vascularisation cérébrale « native » au format DICOM permettant des reconstructions
multiples. Selon les cas, un angioscanner, une angioRM ou une artériographie cérébrale
sont disponibles. Celles-ci peuvent étre comparées a des bases de données d'imagerie en
cours de constitution afin d'évaluer des particularités angio-architecturales qui

pourraient favoriser la formation d'AIC

Par ailleurs, le modele murin KI va aussi étre étudié sur le plan angioarchitectural. Le
micro-scanner constitue la modalité d’imagerie adéquate afin d’observer la
vascularisation intracranienne de notre modéle murin. Une collaboration avec 'UMR
1229 (RMeS, RegenerativeMedicine and Skeleton) nous permet d’obtenir des images de

micro-scanner injecté présentant une bonne résolution spatiale (Figure 17).
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Figure 17 : Vue caudale de la vascularisation encéphalique d’'un modele murin en micro-

scanner injecté au baryum.

L’analyse de ces imageries de la vascularisation cérébrale n’est actuellement pas
automatisée et reste limitée a une interprétation visuelle et dépendante de
I'observateur. Il semble important de s’intéresser a la reproductibilité et a

I'automatisation des mesures. La mise en place d'une stratégie d’analyse semi-
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automatique ou automatique des images de micro-scanner injectés murins mais aussi
des patients porteurs d'AIC recrutés dans ICAN permettrait des mesures fiables,
reproductibles et objectives de différents parametres (tortuosités, angulations des

bifurcations, diametres des arteres).

Cette analyse automatisée et reproductible rendra possible la production de données
quantitatives pour un recoupement avec les données génétiques, biologiques et

cliniques.

Nous disposons en effet d'une infrastructure capable d'exploiter conjointement les
données massives recueillies mais aussi d'évaluer l'intérét de scénarios in-silico,
I'interrogation et la combinaison des caractéristiques cliniques avec celles des
biomarqueurs biologiques ou d'imagerie. Une telle biocollection de données
multimodales est donc une ressource inédite qui propulse la recherche au sujet des AIC

dans I'ere des « Big data ».
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Le projet ICAN : Comprendre la physiopathologie des anévrismes intracraniens.

Bourcier R, Chatel S, Bourcereau E, Jouan S, Le Marec H, Daumas-Duport B, Sevin-Allouet
M, Guillon B, Roualdes V, Riem T, Isidor B, Lebranchu P, Connault] , Le Tourneau T,
Gaignard A, Loirand G, Redon R, Desal H and the ICAN Investigators. Société Francaise de

Neuroradiologie 24 éme congres - Paris - Avril 2016

Is there an inherited anatomical conformation favoring aneurysmal formation of the

anterior communicating artery?

Bourcier R, Lenoble C, Guyomarch-Delasalle B, Daumas-Duport B, Papagiannaki C,
Redon R, Desal H. European Society of NeuroRadiologie 18th congress - Belgrade -
September 2016

Génétique des formes familiales d’anévrismes intracraniens.

R.Bourcier, R.Redon, H.Desal. Société Francaise de Neuroradiologie - 23 éme congres -

Paris - Avril 2015.

Genetics of familial form of intracranial aneursyms.

R.Bourcier, R.Redon, S.Chatel, MP.Garnier-Viarouge, B.Isidor, B.Daumas-Duport, A.Lintia-
Gaultier, E.Auffray-Calvier, F.Toulgoat, H.Desal. American society of Neuroradiology XXV
congress - Montréal - April 2014
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C. MATERIELS ET METHODES

1. GAIA HISTORIQUE ET LANCEMENT

Notre projet de recherche a débuté en 2013. Il était alors centré sur les formes familiales
d’AIC et a été imaginé par les Pr.Hubert Desal et Pr.Hervé Le Marec, alors Directeur de
I'Institut du Thorax et de I'Unité Inserm 1087. Hubert Desal avait bénéficié d’'un premier
financement afin de lancer le projet. Il avait été baptisé « Génétique des formes

fAmiliales d’Aic » (GAIA).

L’étape initiale de ce projet visait au recrutement de familles présentant des porteurs
d’AIC (>4 atteints). Nous avons donc initié ce recrutement des cas familiaux colligés
depuis des années par le Pr. de Kersaint-Gilly puis par le Pr. Desal dans le service de
Neuroradiologie Diagnostique et Interventionnelle. Pour cette étape passionnante mais
tres chronophage qui nécessite un contact direct ou téléphonique avec les patients et les
familles des patients, j’ai rapidement été aidé par une assistante de rechercher clinique,
puis par une infirmiére de recherche clinique. Nous avions identifié les patients atteints
d’anévrismes intracraniens avec antécédents familiaux d’AIC, puis nous avons réalisé
une enquéte exhaustive afin d'apprécier le caractere informatif de la famille (nombre

significatif d'individus atteints sur plusieurs générations).

Les propositus des familles sélectionnées ont bénéficié d'une consultation de génétique
meédicale afin d’écarter une forme syndromique d’AIC. Un prélevement sanguin a
ensuite été transmis au laboratoire de génétique moléculaire de 'UMR 1087 afin d’y

réaliser I’extraction d’ADN et les analyses moléculaires.

Au préalable, et avec 'aide de la DRCI, I'ensemble des formalités réglementaires eu
égard a une recherche non interventionnelle (mais ayant attrait a la génétique) ont di
étre remplies. Le protocole a été soumis a I'avis du CCTIRS, et le traitement informatisé a

recu 'autorisation de la CNIL.
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En me placant a l'origine du processus de mise en place d’'un projet de recherche
translationnelle, j'ai pu participer a toutes les étapes qui menent du patient (sa
rencontre en consultation, le recueil de son consentement), du phénotypage clinique et
I'imagerie, vers le travail de génétique moléculaire pure (PCR, séquencage de I'exome)
en passant par I'ensemble des formalités nécessaires au financement et au respect des
conditions légales de la recherche en génétique (avis éthique, déclaration CNIL,

validation CCTIRS).
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2. ASPECT TECHNIQUES DU SEQUENCAGE D’EXOMES

Les ADNs utilisés font partie de bio-collections gérées par 1'équipe Bio-collection de
l'institut du thorax et par le Centre de Ressources Biologiques du CHU de Nantes Les
prélévements, sanguins ou salivaires, ont été réalisés chez les patients ayant signé un
consentement éclairé et validé par un comité d’éthique. Le séquencage nouvelle
génération (NGS) nécessite deux étapes distinctes. Dans un premier temps, le
séquencage d’exome complet et le séquencage d'un set spécifique de geénes cibles
nécessite la préparation des librairies spécifiques de la méthode de séquencage Illumina.
Dans un second temps les librairies subissent des étapes successives de séquencage haut

débit.

a) Séquencage d’exome complet

Pour la capture des parties codantes du génome, nous avons utilisé le kit Sure Select
Human All Exon commercialisé par Agilent Technologies. Au cours de cette these,
plusieurs versions de ce kit ont été utilisées. Il permet de capturer 45 Mb de séquences

génomiques comprenant 21 522 genes.

Pour cette technique 3 ug d’ADN sont nécessaires par échantillon. La fragmentation de
I’ADN génomique est réalisée par sonication (Bioruptor- Diagenode, Denville, NJ, USA)
afin d’obtenir des fragments compris entre 150 et 200 paires de bases. L’efficacité de la
sonication est vérifiée par migration électrophorétique (TapeStation 2200, Agilent). Une
fois fragmenté, I’ADN subit une premiere étape de purification sur billes magnétiques
SPRI (Solide Phase Reversible Immobilisation). Ces fragments purifiés correspondent a
la librairie de départ. Les fragments d’ADN subissent ensuite plusieurs étapes

successives qui permettent : - de réparer les extrémités des fragments, -de phosphoryler
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les extrémités 5’, -d’ajouter un nucléotide A en 3’ de chaque brin et d’ajouter les
adaptateurs Illumina P5 P7 a chaque extrémité des fragments. Chaque étape est suivie
d’'une phase de purification. La librairie est ensuite amplifiée et quantifiée a I'aide de la
Tape Station 2200 Agilent. Les fragments obtenus doivent alors avoir une taille entre

225 et 275 pb (Figure 18).

Fragments d'ADN
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Figure 18 : Schéma de la préparation de la librairie pour un séquencage d’exome

Modifié d’aprés des documents issus du site internet d’Illumina (www.illumina.com/)
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Les préparations d’ADNs sont ensuite lyophilisées puis re-suspendues dans de l'eau
ultra pure afin d’obtenir 3.4 uL. d’ADN a 221 ng/uL. Les régions codantes vont alors étre
capturées (a 65°C pendant 24h) a I'aide de sondes d’ARN biotinylées complémentaires
des régions codantes de 'ADN (Sure Select Human All Exon V5 Agilent). La capture est
ensuite réalisée grace a des billes magnétiques couplées a de la streptavidine. Une série
de 3 lavages est ensuite réalisée puis les billes resuspendues dans 30 pL d’eau ultra
pure. Les étapes d’amplification suivantes vont permettre l'ajout des index. Ces index
correspondent a des séquences nucléotidiques spécifiques de chaque échantillon afin de
pouvoir multiplexer plusieurs échantillons pour le séquencage. A la fin du séquencage,
chaque « read » sera attribué a I'échantillon correspondant. Enfin, aprés une derniere
purification, les librairies sont contrdélées par TapeStation 2200 (Agilent) pour vérifier
que la taille des fragments de la librairie est comprise entre 300 et 400 paires de bases.
La librairie est quantifiée par PCR quantitative a I'aide du LightCycler 480 (F. Hoffmann-
La Roche, Bale, Suisse). Cette derniére étape de quantification est cruciale pour injecter,
lors de I'étape de séquengage, une quantité équivalente de chaque échantillon et assurer
I'obtention homogene des données de séquencage générées pour les différents

échantillons.
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Figure 19: Représentation du principe de capture des régions codantes avant

séquencage haut-débit.

Les sondes d’ARN biotinylées permettent de capturer les fragments qui contiennent des
séquences d’intérét, ici les séquences codantes du génome. L’utilisation de billes
magnétiques couplées a de la streptavidine permet ensuite d’isoler les fragments

d’intérét. Des séries de lavages et une PCR finale permettent d’obtenir une librairie préte
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a étre séquencée. Modifié d’aprés des documents issus du site internet d’Agilent

http://www.genomics.agilent.com/article.jsp?pageld=3083
g g g

b) Séquencage haut débit

Une fois les librairies générées (pour le séquencage d’exome ou la capture de régions
cibles) le séquencage est effectué sur la plateforme de séquencage HiSeq 2500 (Illumina,
San Diego, CA, USA) disponible a la plateforme de séquencage de Nantes (Figure 20B).
Les librairies produites sont injectées dans une « flow-cell », lame de verre sur laquelle

va se dérouler le séquencgage (Figure 20.A).

Figure 20 : Matériel utilisé pour le séquencage haut-débit
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La flow-cell (A) est composée de huit canaux dans lesquelles vont se dérouler les étapes
d’amplification par ponts ainsi que les étapes de séquencage. Le séquenceur haut débit
HiSeq 2500 (B) est commercialisé par Illumina (San Diego, California, USA)

http://www.bioopticsworld.com/articles/print/volume5/issue06 /features/

La « flow-cell » est tout d’abord introduite dans une « cBot ». Cette étape permet
I'amplification par ponts de 35 cycles. Cette amplification a lieu suite a une hybridation
et permet la formation de « clusters » (groupes d’un seul et méme fragment). Un cluster
correspond a environ 1000 amplicons identiques regroupés. Cette multiplication clonale
permet d’amplifier le signal qui sera nécessaire a sa détection. Lors de I'amplification
par ponts, environ 800 000 clusters sont générés par mm? au sein de la « flow cell ».
Génération des « clusters » L'injection des librairies dans la « flow-cell » est réalisée en
suivant un flux régulé qui permet une répartition homogene des fragments. La flow-cell
est recouverte de sondes complémentaires des adaptateurs P5 P7 des librairies. Une
premiére étape d’amplification et de lavage permet d’obtenir des brins hybridés et

répartis de maniere homogene sur toute la flow-cell(Figure 21 A. B.)
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Figure 21 : Génération des clusters lors du séquencage Illumina
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La premiere étape permet la fixation des fragments de la librairie sur la « flow-cell » (A)
Lors du premier cycle d’amplification, les sondes complémentaires des fragments P5 et
P7, vont permettre la formation d'un pont. (B) Ainsi, un brin complémentaire est
synthétisé (C). La fin du cycle permet de séparer les deux brins (sens et anti-sens) (D)
Les étapes précédentes sont répétées 35 fois jusqu’a la formation de clusters d’environ
1000 brins identiques (E, F, G). Enfin, les fragments anti-sens sont clivés pour ne
conserver que les brins sens pour le séquencage. Modifié d’apres des documents issus

du site internet d’lllumina (www.illumina.com/) Suite a la fixation des fragments de la

librairie sur la flow-cell, les brins vont se courber et par complémentarité de leur
extrémité libre avec les sondes fixées sur la flow-cell, elles forment un pont (Figure 21B).
Une étape d’amplification permet la génération d’'un brin complémentaire a partir du
brin original. Les deux brins sont ensuite séparés et ces étapes d’amplification par ponts
se répetent 35 fois jusqu’a la formation complete d’un cluster d’environ 1000 copies des
brins initiaux. La derniere étape consiste a ne garder que les brins sens et a cliver les
brins anti-sens. Séquencage haut débit Le séquencage débute suite au retrait de la flow-
cell de la cBot et a son insertion dans I'HiSeq2500. Chaque cycle de séquencage
correspond a I'ajout d’'un nucléotide. Pour cela, les quatre nucléotides bloquant couplés
a des fluorochromes, sont injectés simultanément dans la flow-cell. A chaque cycle,
chaque fragment va incorporer un nucléotide puis une étape de lavage permet
d’éliminer I'excédent de nucléotides non incorporés (Figure 22). Plusieurs images de la
flowcell sont prises a chaque fin de cycle et permettent la lecture de la base incorporée
pour chaque cluster. Une fois la lecture achevée, les fluorochromes sont clivés et vont
permettre l'incorporation du nucléotide suivant. La succession de cent cycles, va ainsi
avoir lieu et la séquence des clusters va étre obtenue par l'acquisition d'images

successives.
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Figure 22 : Réaction de séquencage de la technologie Illumina.

Lors d'un cycle, '’ADN polymérase incorpore un nucléotide marqué par un fluorochrome
bloquant. La fluorescence est ensuite détectée puis le fluorochrome est clivé permettant
ainsi la fixation du nucléotide suivant. Cent cycles sont ainsi effectués pour obtenir la
lecture des séquences des fragments de 100 bases. Modifié d’apres des documents issus

du site internet d’'lllumina (www.illumina.com/) Les séquences ont été réalisées en «

paired-end ». Cela signifie que les fragments d’ADN constituant la librairie sont
séquencés dans un sens lors des 100 premiers cycles puis dans l'autres sens. Ce
changement nécessite une nouvelle étape d’amplification par ponts, ce qui permet de
produire pour chaque brin sens, un brin anti-sens complémentaire (Figure 23). Les brins
sens sont ensuite clivés. Cette étape, dite de «flip-flap», a pour conséquence d’inverser
les brins. Ainsi, le séquencage de 100 nouveaux cycles reprend comme décrit
précédemment. Cela permet, pour un fragment de 300 pb de séquencer 100 pb en 3’

puis 100 pben 5.
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Figure 23 : Etape de « flip-flap » qui permet le séquencage des brins anti-sens par la
technologie Illumina. Modifié d’apres des documents issus du site internet d’Illumina

(www.illumina.com/)

Chaque fichier image généré lors du séquencage va étre converti a chaque cycle en
fichier BCL permettant d’identifier la base ajoutée au niveau de chaque cluster en y

associant un score de qualité. Par la suite, ces fichiers vont étre convertis en fichiers
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FASTQ grace au logiciel CASAVA (logiciel du fournisseur Illumina). Ces fichiers FASTQ
comportent les séquences de tous les reads séquencés et un score qualité associé a
chaque base. Chaque séquence obtenue (« read ») est ensuite alignée sur le génome de
référence humain hg19/GRCh37. Cet alignement est facilité par le fait que les reads

soient couplés deux a deux grace a la méthode de séquengage en « paired-end ».

c) Alignement et annotation des variations

L’outil BWA-MEM permet d’aligner chaque read sur le génome humain de référence
(hg19/HGRC37) et va générer des fichiers SAM qui colligent de nombreuses
informations relatives a tous les reads appariés (identifiant, séquence, scores de qualité,
position sur le génome etc.). Ces fichiers SAM sont volumineux et vont donc étre

compressés en fichier

BAM (fichiers binaires). Les reads sont ensuite triés et hiérarchisés sur le génome. Les
reads issus d'un méme fragment d’ADN sont ensuite annotés avec Picard /
MarkDuplicates. Dans le cas du séquencage de régions génomiques cibles par la
technologie HaloPlex, décrite précédemment, la fragmentation de ’ADN par les enzymes
de restriction n’est pas aléatoire. L’outil Picard/Mark Duplicates est donc désactivé lors
de I'analyse de ces données. Les reads sont ensuite réalignés autour des insertions /
délétions spécifiquement dans les régions d’intérét. Une re-calibration des reads BAM
est ensuite effectuée grace a GATK. Cela permet d’affiner les scores qualité. La détection
des variations a été realisée grace un algorithme : GATK Hapcaller (version 2.8). Le
calling permet la genese de fichiers VCF (« Variation génétique Call Format ») (143). Les
fichiers VCF sont des fichiers tabulaires listant 'ensemble des variations détectées par
rapport a la séquence de référence du génome humain pour chaque patient séquencé et
pour chaque algorithme. Chaque ligne correspond a une variation génétique et chaque
variation génétique est annotée avec de nombreuses informations relatives a ce
variation génétique. On retrouve, la position génomique du variation génétique, son
identifiant « rs » (si ce variation génétique est référencé dans la base de données dbSNP

(NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)), I'allele de référence, I'allele alternatif observé, la
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qualité de « calling » attribuée a ce variation génétique, I'état du variation génétique
(hétéro- ou homozygote) et une grande quantité d’informations relatives a celui-ci
(score de conservation, fréquence allélique etc.) regroupées dans une méme colonne.
Les variations sont ensuite annotées en utilisant l'algorithme VEP (« Variation
génétiqueEffectPredictor »). Cette annotation, basée sur la base de données
Ensembl(144), permet de connaitre I'effet prédit du variation génétique nucléotidique
sur 'ensemble des transcrits référencés. L’utilisation de bases de données publiques
contenant des données de séquencage de nombreux individus controles et patients
atteints de pathologies diverses de différentes populations, va permettre d’estimer la
fréquence des variations recherchés. Les bases de données utilisées sont surtout EXAC et

GnomAD.

d) Filtrage des variations

Suite aux étapes successives de séquencage, traitement des données de séquencage,
alignement et annotation, I'analyse génétique des fichiers VCFs est réalisée grace a I'outil
Knime4bio développé au laboratoire (117). Cet outil permet de contourner la difficulté
du code informatique pour analyser ces fichiers contenant de nombreuses informations
ne pouvant étre gérées par des tableurs classiques. L’enchainement de commandes est

appelé «work flow».

Dans un premier temps, les fichiers ‘variation génétique calling format’ (VCF) générés
par GATK Hapcaller sont traités et introduits dans le work flow. L’étape suivante
consiste a conserver les variations ayant un effet fonctionnel potentiel sur la fonction de
la protéine sur les bases des transcrits ENSEMBL et des annotations VEP (Variation
génétique Effect Predictor) (145). Nous gardons ainsi les variations ayant des
annotations non-synonymes et/ou impliquées dans les sites d’épissage des catégories
suivantes (http://www.sequenceontology.org/) : (splice_donor_variation génétique
(S0:0001575), splice_acceptor_variation génétique (S0:0001574), stop_gained
(S0:0001587), frameshift_variation génétique (S0:0001589), stop_lost (S0:0001578),
initiator_codon_variation génétique (S0:0001582), inframe_insertion (S0:0001821),
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inframe_deletion  (S0:0001822), missense_variation génétique (S0:0001583),
transcript_amplification (S0:0001889), splice_region_variation génétique (S0:0001630),
transcript_ablation (S0:0001893), incomplete_terminal_codon_variation génétique

(S0:0001626), coding_sequence_variation génétique (SO:0001580).

Les variations sont considérées rares de maniére empirique si la MAF est inférieure a
1%. Ainsi, nous utilisons successivement les bases de données externes puis des bases
de données «internes». Nousutilisons la base de données de ExAC du Broad Institute
(http://exac.broadinstitute.org) qui regroupe les données de 17 bases de données
réanalysées. Ainsi, elle contient les données de séquencage d’exome de 60 706 individus
non apparentés de différentes origines. Nous avons choisi un seuil de 0,1% dans la sous

population européenne non finlandaise (33 300 individus).

Nous utilisons ensuite une base données interne. Le but est de filtrer nos variations en
excluant les erreurs de séquencage fréquentes (faux positifs récurrents). Ainsi cette base
de données contient 100 exomes de patients nantais séquencés sur la plateforme de
séquencage de Barcelone (Centre for GenomicRegulation) et 160 exomes de patients

séquencés sur la plateforme génomique de Nantes (http://www.pf-genomique.univ-

nantes.fr/). Le seuil de fréquence choisi pour ces deux bases est de 10% car elles
contiennent des individus apparentés ainsi que des individus atteints de pathologies

cardiaques diverses.

Dans le cas d’analyses familiales, nous focalisons notre analyse sur les variations
partagés par les individus atteints séquencés. Filtrage des données de séquencage ciblé.
Le filtrage des données de séquencage ciblé suit exactement les mémes étapes d’analyse,

a I'exception de la derniere étape car les patients séquencés ne sont pas apparentés.

Suite aux analyses des données NGS les variations d’intéréts identifiés ont été vérifié par
alignements des reads grace a l'outil IGV « Integrative Genome Viewer » (119). Cette
étape constitue une vérification visuelle de la qualité et de I'alignement des reads a
partir des fichiers BAM, avant le séquencage capillaire qui validera définitivement la

présence de la variation génétique.
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Figure 24 : Exemple de visualisation de l'alignement des reads de séquencage haut-débit

grace a l'outil IGV.
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3. SEQUENCAGE CAPILLAIRE

La validation des variations et les analyses de co-ségrégation ont été réalisées par
séquencage capillaire (méthode de Sanger). Le choix des amorces de PCR et de
séquencage a été réalisé grace au logiciel Primer3web version 4.0.0
(http://primer3.ut.ee/) en se basant sur les séquences génomiques obtenues sur I'outil
« Genome Browser » Université de Californie, Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu/). Le
séquencage a été réalisé en utilisant le kit BigDyeTerminator v3.1, puis une migration
électrophorétique sur séquenceur automatique 3730 DNA Analyzer 48-capillaires (Life
technologies). Les séquences ont été analysées avec le logiciel SeqScape v2.5

(AppliedBiosystems) par une inspection visuelle.

4. GENOTYPAGE HAUT DEBIT

Le génotypage haut débit a été effectué sur les puces AxiomGenome-Wide CEU 1
commercialisées par Affymetrix (Santa Clara, CA, USA) par la plateforme de génomique
de Nantes (http://www.pf-genomique.univ-nantes.fr/) ou sur puces 250K par
Affymetrix (Santa Clara,CA,USA) en suivant les recommandations du fournisseur
(http://www.affymetrix.com/support/technical/ ). Les puces AxiomGenome-Wide CEU
1 permettent le génotypage de 567 097 variations fréquents (SNPs) (contre 250 000
pour les puces 250K) sur I'ensemble du génome grace a des puces composées de 1,2
Millions de sondes. Les signaux fluorescents ont été mesurés grace au « Gene Titan
Multi-channel » (Affymetrix) et I'analyse primaire a été réalisée a partir de l'outil «
Affymetrix Power Tool » en suivant les recommandations du fournisseur. Les
échantillons ayant un pourcentage de génotypage inférieur a 97 % ont été éliminés de
'analyse ainsi que ceux présentant un taux d’hétérozygotie anormalement différent de
la valeur attendue. Les SNP présentant une fréquence de MAF inférieure a 10 % ont été
exclus tout comme ceux ayant un taux de génotypage inférieur a 95 % ou étant en

déséquilibre de Hardy-Weinberg (P < 10-5).
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5. ETUDES D' IDENTITY BY DESCENT

Les analyses d’identité par descendance ont pour but d’identifier des blocs
haplotypiques partagés par des paires d’individus apparentés hérités d'un ancétre
commun sans évenement de recombinaison. Ces analyses ont été réalisées avec
'algorithme « Identity By Descent Linkage Desequilibrium » qui permet le calcul de
probabilités d’identité par descendance (IBD) a partir de données de génotypage haut-
débit décrites ci-dessus sans incidence de la taille ou de la complexité de la famille
étudiée en tenant compte du déséquilibre de liaison (118). Les probabilités d’'IBD sont
calculées pour chaque « état d’'IBD ». En effet, trois états d’'IBD sont définis : -I"état IBD 0
qui correspond a I'absence de partage d’'un haplotype -1'état IBD1 qui correspond au
partage d’'un haplotype par une paire d’individus -1'état IBD2 qui correspond au partage

de deux haplotypes par une paire d’individus.

Dans le cadre de nos analyses familiales, nous recherchons des zones haplotypiques
partagées entre individus d’'une méme famille. Ainsi, nous allons rechercher les régions
génomiques ayant une tres faible probabilité d’étre IBDO (ne partageant aucun
haplotype) et donc une plus forte probabilité d’étre IBD 1 ou 2. Chaque paire d'individus
a été comparée en utilisant le seuil de probabilité IBDO de 0.2. Ainsi, chaque SNP, est
comparé en prenant en considération le déséquilibre de liaison au sein du bloc
haplotypique, et le nombre de paires d’individus partageant ces SNP, est attribué. Les
données sont représentées sous forme de graphique représentant en abscisse la position
chromosomique et en ordonnée le nombre de paires d’individus partageant ce SNP. Ces
analyses peuvent étre réalisées pour lidentification de régions partagées par les
individus atteints de la famille (paires concordantes) mais aussi en comparant les
individus sains et atteints d’'une méme famille (paires discordantes). Si une région
haplotypique est partagée par toutes les paires concordantes, mais aussi par les paires
discordantes, la région ne semblera pas intéressante vis-a-vis du trait phénotypique
étudié (dans le cadre d’'une pathologie a pénétrance complete). L’ensemble de ces
analyses a été réalisé au sein de I'équipe « Génétique des maladies héréditaires » par les

biostatisticiens (Floriane Simonet et Christian Dina).
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6. APPROCHE EPIDEMIO-GEOGRAPHIQUE

Nous avons aussi mis en place une démarche visant a améliorer I'efficacité de notre
recrutement de familles. Elle se fonde sur I'expérience des cardiologues qui ont utilisé
un principe similaire afin de recruter des familles atteintes de troubles de la conduction
cardiaque (131). Cette approche est basée sur I'hypothese selon laquelle, dans une zone
ou la population est géographiquement stable, les descendants d’'un ancétre atteint

d’'une mutation restent dans cette zone sur plusieurs générations.

Deux fichiers regroupant des informations relatives aux dix derniéres années sont
considérés. Tout d’abord, celui des Départements d'Information Médicale(DIM) des CHU
de Nantes, la Roche-sur-Yon, Cholet, Saint-Nazaire et Ancenis. A partir de ce dernier,
nous déterminons le lieu de naissance des patients ayant été hospitalisé dans ces centres
pour une pathologie en lien avec un AIC (ex : codes 160.3). Ensuite, nous utilisons le
fichier du Centre d’épidémiologie sur les causes médicales de déces (CEPIDC) qui
recense au plan national les causes de mortalité et indique les lieux de domicile des

personnes.

Afin de vérifier la robustesse des résultats obtenus pour chaque fichier, un test exact de
Fisher réalisé autour des zones concernées par les clusters. Pour cela nous considérons
chaque cluster individuellement et comparons la proportion des cas observés dans le
cluster et la proportion des cas observés dans les zones géographiques limitrophes du

cluster.
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7. ICAN EN PRATIQUE

Une réunion de lancement du projet s’est déroulée le 30 mars 2016 lors de la réunion de
la société frangaise de Neuroradiologie. Nous avons proposé aux centres quatre niveaux
de participation afin d’inclure I'ensemble des patients porteurs d’AIC typiques de

bifurcations, rompus ou non, traités ou non:

Niveau 1.0 : Recrutement d’'un patient porteur d’'un AIC par famille pour analyse

génétique
Niveau 1.A : Recrutement de tout porteur d’AIC pour analyse génétique

Niveau 1.B : Recrutement de tout porteur d’AIC pour analyse génétique et dosage des

protéines circulantes
Niveau?2 : Dépistage des apparentés au ler degré des formes familiales d’AIC.

Le Niveau 1.0 différe du niveaul.A par la fréquence des inclusions possible. En effet, les
formes familiales représentent globalement 10% des cas. Le niveau 1.B (biocollection)
nécessite un support paramédical (IRC ou TEC) et un équipement nécessaire a
centrifugation, puis a la congélation du sérum. Enfin le niveau 2 nécessite une
organisation de secrétariat pour offrir des plages IRM de dépistage.
Un circuit de données et d’échantillons complexe mais tres efficace a été mis en place
afin d’assurer la sécurité, la tracabilité mais aussi 'anonymisation des patients et de leur

prélévements.

Le volet imagerie est venu enrichir cette bio-collection. En effet, les échanges dans le
cadre du projet SyMeTRIC ont fait émerger 'absolue nécessité de compléter notre base
de données (cliniques, génétiques, biologiques) avec la collection des images des AIC
inclus. Le projet de gestion et de stockage des images a été discuté avec nos
collaborateurs du CHU de Rennes qui ont mis a notre disposition leur serveur d’'imagerie

(SHANOIR). La centralisation, la gestion et la coordination des données d’imageries en
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lien avec Rennes est assurée par une ARC du Centre d'Investigation Clinique de

radiologie nantais (Soléne Jouan).

L’ARC/TEC a en charge la vérification des consentements, la prise de sang, le transfert
des données cliniques vers I'e-CRF, le téléchargement des images, le techniquage des

tubes prélevés et I'expédition des consentements et de ces tubes a Nantes.

Nous avons proposé deux modalités d’inclusions, la premiére en consultation qui
semblait un moment opportun pour informer le patient et remplir le CRF. Ce CRF peut
en effet servir de trame a une premiere consultation ou de suivi d’'un patient. Nous
proposons donc aux secrétariats une lettre d’information type sur le projet ICAN a
joindre a la convocation informant le patient que, s’il le souhaite et pour une
participation optimale, il doit se rendre a jeun a cette consultation. D’autre part les
inclusions sont possibles lors d’artériographies cérébrales, mais les prélevements
doivent étre rapidement pris en charge par I’ARC/TEC qui est prévenu au préalable.

Dans ce cas le recueil du consentement et CRF papier se fait « au lit du malade ».

Une fois la convention signée avec la direction de la recherche des centres associés. Nous
sommes convenus d’une mise en place pour chacun des centres. Nous avons choisi de les
réaliser a distance par conférence téléphonique. Notre discours s’articule de maniére

systématique autour de :

1- Une introduction générale et un rappel rapide au sujet du projet ICAN

2- L’explication du role du médecin en détaillant les points clefs du CRF
L’explication du rdéle de I'ARC/TEC notamment pour les prélevements
biologiques

3- L’explication des modalités de transferts d’'images

Au total cette réunion d'une heure environ a été tenue 27 fois et trois nouvelles mises en
place sont prévues prochainement. Suite aux mises en place et afin de dynamiser la
participation des centres, nous avons aussi un important réle de communication et
d’animation du projet. Ainsi, 'équipe ICAN a diffusé a ce jour 4 newsletters qui rendent

compte du recrutement, passent des informations pratiques et donnent un caractere
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conviviale et chaleureux au projet (utilisation bulles de bandes dessinées, photos,
témoignage des participants). (cf. annexe). De méme des affiches destinées aux patients

dans les salles d’attente des centres associés ont été proposées (cf. annexes).

La négociation financiere avec les centres associés a parfois été difficile. En effet, il s’agit
bien d’'un projet de recherche académique et relativement fondamental. Nous sommes
ainsi bien loin des niveaux de rétribution proposés par les industriels. Notre
argumentaire s’est appuyé sur l'intérét scientifique du projet et nous avons a cceur de
faire d’ICAN, un projet ouvert. Déja deux études ancillaires, s’appuyant sur ICAN et
bénéficiant du support 1égal et administratif établi vont démarrer. La premiére sur les
cas pédiatriques d’AIC menée par les équipes de Necker et de Saint Anne. La seconde
menée par le Kremlin Bicétre traitera des dispositifs de diversion de flux et de leurs

conséquences biologiques.

Les conventions signées avec les centres associés stipulent clairement que :

« Les praticiens des centres investigateurs qui seront a l'origine des idées conduisant a
la publication pourront figurer dans les places de choix c’est-a-dire en premier ou

dernier auteur de I'article en question. »

« Avec 'accord des investigateurs nantais, les données cliniques biologiques génétiques
et d'imagerie de I’étude seront disponibles pour chacun des centres investigateurs ayant

inclus des patients afin de produire des publications scientifiques ».

Nous nous sommes efforcés de proposer aux centres une organisation pratique et
efficace en nous placant dans notre role de médecin afin de proposer une organisation
fluide de l'inclusion. Notre souci permanent a été de limiter au maximum le role du
médecin aux taches qui requiert son expertise, c’est-a-dire la vérification des criteres
d’inclusion et le remplissage des données médicales d’'un Case Report Form (CRF)
optimisé. La faisabilité de notre projet a été un souci permanent et notre réflexion s’est
appuyée sur notre expérience quotidienne de clinicien. La balance entre exhaustivité des
données recueillies et contraintes pour les médecins recruteurs a parfois été difficile a

équilibrer. C’est sans doute une des clefs du succes de notre bio-collection.
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Devant le succes du recrutement, un financement complémentaire a ’Agence Nationale
de la Recherche (ANR PRTS) était requis afin de pouvoir atteindre les objectifs fixés de
recrutement (1500 patients/an). Nous avons ainsi obtenu un financement interne au
CHU de Nantes destiné aux bio-collections en 2016. Nous rédigeons actuellement un
accord de un consortium visant a clarifier les modalités de publications, de propriété

intellectuelle et qui bénéficiera de la mise en place d'un conseil scientifique ICAN.
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D.NEWSLETTER ICAN

X% ICAN

Comprendre la physiopathologie anévrismale

Mewsletter” 4
mai 2017

Chersco-investigateurs, chersARCs,

Juste avant |I'été, voici les derniéres actualités du réseau ICAN : des infos nombreuses, des solutions pratiques, des
modifications importantes, quelques points de vigilance et une arrivée dans notre équipe nantaise ! Voila le
sommaire de cette 4% newsletter pour laquelle nous partageons le témoignage de I'équipe ICAN de Rouen.

Bonne lecture et a trés bientét,
L'équipe projetICAN

Veillsz o bien inclure, si possible, I'ensemble des patients atteints au sein d'une méme
famille : si vous étes face a un patient avec ATCD familial, il est important de l'inclure, mais
il est tout oussi important, afin ds rechercher s géne dans cstte famills. dinclure les autres INFO
patients atteints dans cette famille (voire de propossr un depistage oux apparentss majeurs

: : T : : PRELEVEMENTS
sains ou premisr degre, inclusions 1b uniquement dans ce cas).

par Emmanuelle

Deux modifications cu protocols ICAN, ont été gjoutées. Elles traduisent notre souhait quiCAN
serve de evaisseau amiral » ¢ des studss specifiques dont vous serez les investigotsurs
principaux. Les formulaires d'information ont te adaptés et vous les recevrez rapidement

INFOS =» [ es enfants porteurs d’AIC sont maintenant incluables dans ICAN. Ainsi Olivier Noggara de
INCLUSIONS Sointe Anne et Necker, auquels‘associe Laurent Spelle du Kremiin Bicétre, va lancer un travail sur
parRomain les cas pédiatriques dont l'informativité génégtique est évidemment grande.

= « BioFlow », studs mense parlildoz Caroff et ls Kremlin Bicétre et s'intérsssant oux effets
biologiques des flow diverters va bientét démarrer. Pour plus dinformations. vous pouvez le
contacter mais pour ls moment cstte Stude ne conceme que quelques centres.

Nous avons apports 5 modifications simples au CRF que nous vous
détaillons dans une notice jointe aux nouveaux documents.

Ces modifications ont fait l'objet de courriers d'information auprés
du CCTIRS et de lo CNIL : nous vous demandons de bien vouloir en
prendre note et d'utiliser DES MAINTENANT ce nouveau CRF ICAN.
Ces nouveaux items sont effectifs sur I'eCRF.

% ® vese Jeom B ONR Y @D omem@_ U &

RO amamm AN
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S% ICAN

INFO
IMAGERIE
parSoléne

Etat des lieux

900

Je m'oppelle Aurélie Thollet, nouvelle arrivée dons I'équipe projet ICAN
a Nantes.
Je prends le relais de Stéphanie Chatel en tant que chef de projet ICAN,

Jje pourrai répondre @ vos questions organisationnelles et géngrales. INFO
Abientot ! PROJET
parAurélie

Merci car la qualite des images transférées s'améliors depuis
l'snvoide notre tutorisl.
Bravo @ Rennes et Brest, ¢'est toujours trés compist !

Toutsfois, 4 centres n'ont encore transféré aucune image
(Dijon. Colmar, Montpellier et Clermont).

De maniére génerale, attention aux centres qui accumulent
duretard sur les transferts par rapport au rythme des
inclusions. Les inclusions ne seront complétes qu'opres envoi
desimages.

N'hésitez pas o me contacter si vous avez des questions
techniques sur la plateforme Shanoir.

ICAN inclusions

800

700
600

500
400

300

200

100

Bravo 3 Bordeaux, Reims

et Tours qui demarrent

surle tard mais tres fort !

(=1
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1.une équipe restreinte facilitant |a coordination
2.des parcoursclairement identifiés
3.desprocéduressimples, connues de tous

4. desintervenants motivés !

‘ I cAN Laméthode ICAN de Rouen

Partage

Léquipe ICAN de Rouen

Deéslapremiéreinclusion, en septembre 2016, une équipe « ICAN»
faisant intervenir des membres de différentes unités a été
constituée afin de faciliter lesinclusions et d’optimiser la qualité
desdonnéesrecueillies:

-une Neuro-Radiclogue Interventionnelle, aidée par les
manipulateurs du service d'Imagerie Neuro-vasculaire,
-2techniciennesde laboratoire de notre Centre d'Investigation
Clinique,

-2Techniciensd’'Etude Clinique du Péle Imagerie.

Cesintervenants gerent les différentesetapes du protocole :

* Lesscreeningsetlesinclusions sont exclusivement réalisés par la NRI qui rencontre 'ensemble desvaolontaires. Elle
se charge de renseigner les documents sources et réalise les prélévements artériels pendant les artériographies.

+ Lespatients vus en consultation sont prélevéspar lesTEC, qui préparent également I'ensemble des prélevements,
envoientlestubes EDTA aNantes et transmettent lestubessecsau CIC.

« LestechniciennesduCIC se chargant du techniquage, du stockage 3-20° C et de I'envoi groupé dans la carbo-
glace.Le contréle des documents sources, |a saisie des donnéeset la numérisation des documents dans Integralis,
ainsique I'upload desexamens d'imagerie surShanoir sontréalisés par lesTEC. Et si besoin, ilsrépondent aux
queriesd Emmanuelle Bourcereau -}

LesaffichesICAN en salle d'attente suscitent la curiosité de futurs volontaires qui, pour certains, se proposent

spontanément. La majorité des patients sont trés enthousiastes et donnent facilement leur accord, satisfaits de faire
avancerlarecherche dansce domaine.

Prochaine newsletier ICAN septembre 2017

Vos contacts projet

% ™ vose Jewe RONR P @ smsem@ UL
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E. AFFICHE GAIA

Antécédents familiaux
d’anévrismes intracr@niens ?

Sl vous étes porteur d’un anévrisme intracranien ET qu’un membre de votre famille
a été victime d’'une hémorragie cérébrale, d’'une rupture d’anévrisme ou d’un déces
brutal inexpliqué : parlez-en au neuro-radiologue qui vous recoit.

Il vous proposera de participer au projet de recherche GAIA dont 'objectif est d’identifier
les génes responsables des formes familiales d’anévrismes intracraniens.

Cette recherche consiste en une simple prise de sang et un dépistage par IRM des
membres de votre famille. Elle est menée par le service de neuro-radiologie diagnostique
et interventionnelle du Pr Hubert Desal du CHU de Nantes et le laboratoire de recherche
de l'institut du thorax, en collaboration avec les centres hospitaliers d’Angers, Bordeaux,
Créteil, La Roche sur Yon, Poitiers, Rennes et Tours.

w(tbml )E‘AVSDELALD\RE IIII !nserm @ [

UNIVERSITE DE NANTES .
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Geénétique et physiopathologie des formes familiales

d’anévrismes intracraniens

Résume

Les anévrismes intracraniens [AIC) se définissent par une
hernie acquise de la paroi artérielle survenant
préférentisllement 3 une bifurcation artériells aver une
predilection topographique caractéristique au niveaun des
vaizseaux de la base du crine, Peu d'érudes clinigues

et /ou moléculaires ont abordeé la place de la susceptibilite
genetique dans des formes familiales d’AIC. Nous avons
ici initié le recrutement de grandes familles atteintes
d’AIC afin didentifier les anomalies génétiques
prédisposant aux anévrismes intracraniens par une
approche de séquencage d'exomes. Ce projet, nommeé
GAIA, a permis de recruter 4 familles présentant une
forte agrézation de cas d'AIC. An sein d'une famille, nous
avons mis en évidence une variation génétigue rare et
délétére - partagée par les 5 membres atteints d"AIC -
dans un géne codant pour une protéine circulante en lien
avec I'angiogénése, Cing awtres variations rares dans ce
géne ont été mises en évidence dans une population de
cas familiaux d"AIC, ce qui constitue un enrichissement
significatif comparé aux bases de dennées en population
genérale. Le dosage de la protéine circulante montre des
niveaux abaissés chez les patients de ces familles
porteurs de ces variations compares  leurs apparentés
non portenrs. Nous poursuivens nos investigations
genetiques sur les 3 autres grandes familles, ainsi gue sur
une centaine de noyaux familiaux d’AIC. En paralléle, afin
d'identifier des voies de signalization biologiques
d'intérét dans les formes familiales mais aussi
sporadiques d AIC, nous coordonnons dans le cadre du
projet ICAN une bio-collection incluant déja 1100 cas
index, associée 3 une banque de données cliniques et

d'imagerie,
Mots clés

GEMETIGQUE —-ANEVRISME—INTRACRAMNIEN-—
FAMILIALE—PHYSIOPATHOLOGIE

Abstract

Intracranial Anenrysms ([4]) are defined by an acquired
hernia of the arterial wall arising on arterial bifurcations.
There is a characteristic topographical predilection for the
vessels of the skull base, Few studies have addressed the
role of genetic factors in the familial forms of [A. We have
condueted an original study thanks to biscellection built to
identify one or more genetic variations cansally related to
[A formation. Our stndy used a high-threughput exome
sequencing approach,

The GAIA project has enabled the recruitment of 4 families
with a high burden of [A cases. In the 39458 family, a rare
and deleterious genetic variaton was shared by all 4
carriers in a gene encoding for a circulating protein related
to angiogenesis [ANGPTLE). In this gene, five other rare
and deleterions variations have been found in a population
of familial [A cases, which constitute a significant
enrichment compared to general population databases,
Furthermaore, blood level of Angptlé circulating protein is
lowered in patients with these variations compared to
their relatives with the wild-type allele.

We are currently analyzing the other 3 major families, as
well as about 100 small cores of LA family. Furthermore, in
order to identify biclogical signaling pathways of interest
in the familial but also sporadic forms of [4, we have
launched a naticnwide bio-collection which has already
included 1100 index cases.

Key Words
GENETICS ——ANEURYSM-—INTRACRANIAL-—
FAMILIAL—PATHOPHYSIOLOGY ——————





