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Resum

La B-amiloidosi cerebral consisteix en el diposit de $-amiloide (AB) al cervell, acumulant-
se al parénquima en la malaltia d’Alzheimer (MA) o als vasos sanguinis en I'angiopatia
amiloide cerebral (AAC). L’AAC és la principal causa d’hemorragia intracerebral (HIC)
lobar en poblacions d’edat avangada i presenta diferents aspectes fisiopatologics
representats per marcadors radiologics, com els microsagnats corticals, tot i que molts
dels mecanismes biologics subjacents encara es desconeixen. Diferents proteines
codepositen amb I'A3, entre elles I'apolipoproteina J (Apod) i 'apolipoproteina E (ApoE),
les quals estan codificades per gens (CLU i APOE) considerats factors genetics implicats
en la B-amiloidosi cerebral. L'objectiu general d’aquesta tesi és profunditzar en I'estudi
del metabolisme lipidic periféric, incloent el paper d’ApodJ i d’ApoE, en 'AAC, aixi com
valorar possibles biomarcadors i tractaments per aquesta malaltia.

Inicialment, vam realitzar un estudi multicéntric amb 126 pacients amb HIC lobar i sospita
d’AAC. L'objectiu era caracteritzar la cohort i identificar polimorfismes de nucledtids
simples (SNPs) associats a marcadors de ressonancia magnetica nuclear (RMN)
caracteristics de 'AAC, aixi com estudiar la distribucié d’ApoJ i ApoE en lipoproteines
plasmatiques en aquesta cohort. Els resultats van mostrar que diferents SNPs,
especialment de CLU, s’associaven a marcadors de RMN de manera independent. A
més, SNPs de CLU i al-lels d’APOE, previament descrits com a protectors per la MA,
s’associaven a un major contingut d’ApoJ i ApoE en lipoproteines, respectivament.
Alhora, els nivells d’ApoJ i ApoE en diferents lipoproteines també s’associaven a
marcadors de RMN, com els espais perivasculars dilatats al centrum semiovale. Aquests
resultats suggeririen que majors nivells d’Apod i ApoE a les lipoproteines poden tenir

propietats protectores en 'AAC.

Seguidament, vam pretendre comparar el perfil lipidic d’'una subcohort de pacients amb
HIC lobar associada a ’'AAC (N=51) respecte pacients amb MA (N=60) i controls (N=60).
Els resultats van mostrar que la cohort d’'HIC-AAC presentava alteracions lipidiques amb
un perfil ateroprotector, amb nivells menors de colesterol total i LDL, mentre que els
pacients amb MA no mostraven alteracions respecte els controls. A més, vam trobar
menors nivells d’ApoA-Il en plasma i una redistribucié de I'apolipoproteina C-Ill (ApoC-
1) de les lipoproteines de densitat alta (HDL) a les lipoproteines de densitat molt baixa
(VLDL), amb una ratio elevada d’ApoE/ApoC-Illl a les HDL en el grup HIC-AAC. Aquests



resultats destaquen la rellevancia del metabolisme lipidic en I'AAC, confirmant que

nivells elevats d’ApoE a les HDL podrien implicar una resposta protectora.

Finalment, vam realitzar un estudi pre-clinic en un model transgénic de B-amiloidosi per
determinar l'impacte de 'augment d’ApoJ circulant. En concret, vam administrar ApoJ
recombinant humana (rhApoJ) cronicament a ratolins APP23 envellits i vam realitzar
RMN cerebral per detectar lesions hemorragiques. Els ratolins tractats amb rhApoJ van
presentar menys lesions hemorragiques corticals que els ratolins tractats amb sali, sense
detectar-se canvis en els nivells d’AB insoluble en cervell. Per altra banda, el tractament
amb rhApoJ va promoure un augment dels nivells plasmatics de Gro-a i MIP-1a i una
reduccio en els de metal-loproteinasa de matriu (MMP)-12. Per determinar la possible
rellevancia clinica d’aquests resultats, vam analitzar mostres plasmatiques de 17
controls i 40 pacients amb HIC aguda. Vam observar una associacié entre el volum i la
irregularitat de '’hemorragia amb els nivells plasmatics de MMP-12 en mostres de
pacients amb HIC lobar. Aixi, proposem que l'increment dels nivells periferics d’ApoJ
previndrien el dany cerebrovascular associat a 'AAC, en part a través de la modulacio

dels nivells circulants de MMP-12.

Considerem que aquesta tesi doctoral aporta informacio clinica i biologica rellevant sobre
el rol del metabolisme lipidic periféric en I'AAC, aixi com del paper d’ApoJ i MMP-12 en

la preséncia d’hemorragies cerebrals en un context de -amiloidosi cerebral.
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Resumen

La B-amilodosis cerebral consiste en el depésito de B-amiloide (AB) en el cerebro,
acumulandose en el parénquima en la enfermedad de Alzheimer (EA) o en los vasos
sanguineos en la angiopatia amiloide cerebral (AAC). La AAC es la principal causa de
hemorragia intracerebral (HIC) lobar en poblacién de edad avanzada y presenta distintos
aspectos fisiopatoldégicos representados por marcadores radioldgicos, como
microsangrados corticales, aunque muchos de los mecanismos biol6gicos subyacentes
siguen siendo desconocidos. Distintas proteinas codepositan con AR, como la
apolipoliproteina J (ApoJ) y la apoliporoteina E (ApoE), que estan codificadas por genes
(CLU y APOE) considerados factores genéticos implicados en la B-amilodosis cerbral.
El objetivo de esta tesis es el estudio del metabolismo lipidico periférico, inluyendo los
roles de ApoJ y ApoE, en la AAC, asi como volarar posibles biomarcadores y

tratamientos para esta enfermedad.

Primeramente, realizamos un estudio multicéntrico con 126 pacientes con HIC lobar y
sospecha clinica de AAC. El objetivo era caracterizar la cohorte e identificar
polimorfismos de nucleétidos simples (SNPs) asociados a marcadores de resonancia
magnética nuclear (RMN) caracteristicos de la AAC, asi como estudiar la distribuciéon de
ApoJy ApoE en lipoproteinas plasmaticas. Los resultados mostraron que distintos SNPs,
especialmente de CLU, se asociaban a marcadores de RMN. Ademas, SNPs de CLU y
alelos de ApoE, previamente descritos como protectores para la EA, se asociaban a un
mayor contenido de ApoJ y ApoE en lipoproteinas. Los niveles de ApoJ y ApoE en
distintas lipoproteinas también se asociaron a marcadores de RMN, como espacios
perivasculares dilatados en el centrum semiovale. Estos resultados sugeririan que
mayores niveles de ApoJ y ApoE en lipoproteinas pueden tener propiedades protectoras
en la AAC.

Seguidamente, comparamos el perfil lipidico de una subcohorte de pacientes con HIC
lobar associada a la AAC (N=51) respecto pacientes con EA (N=60) y controles (N=60).
Los resultados mostraron que la cohorte HIC-AAC presentaba alteraciones lipidicas con
un perfil ateroprotector con niveles menores de colesterol total y LDL, mientras que
pacientes con EA no mostraron alteraciones respecto controles. Ademas, observamos
menores niveles plasméticos de ApoA-Il y una redistribucion de la apolipoproteina C-Ii
(ApoC-lIl) de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) a las lipoproteinas de densidad
muy baja (VLDL), con unaratio elevada de ApoE/ApoC-lll en las HDL de HIC-AAC. Estos
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resultados destacan la relevancia del metabolismo lipidico en la AAC, confirmando que

niveles elevados de ApoE en las HDL podrian implicar una respuesta protectora.

Finalmente realizamos un estudio preclinico para determinar el impacto del aumento de
ApoJ circulante en un modelo transgénico de B-amilodosis. Concretamente,
administramos ApoJ recombinante humana (rhApoJ) crénicamente a ratones APP23
envejecidos y realizamos RMN cerebral para detectar lesiones hemorragicas. Los
ratones tratados con rhApoJ presentaron menos lesiones hemorragicas corticales que
ratones tratados con salino, sin detectarse cambios en los niveles de AR insoluble
cerebrales. Ademas, el tratamiento con rhApoJ promovié un augmento de niveles
plasmaticos de Gro-a y MIP-1a y una reduccion en los de la metaloproteinasa de matriz
(MMP)-12. Para determinar la relevancia clinica de estos resultados, analizamos
muestras plasmaticas de 17 controles y 40 pacientes con HIC aguda. Observamos una
asociacion entre el volumen e irregularidad de la hemorragia con los niveles plasmaticos
de MMP-12 en muestras de pacientes con HIC lobar. Proponemos que el incremento de
niveles periféricos de ApoJ previenen el dafio cerebrovascular asociado a la AAC, en

parte por la modulacion de niveles circulantes de MMP-12.

Consideramos que esta tesis doctoral aporta informacion clinica y biolégica relevante
sobre el rol del metabolismo lipidico periférico en la AAC, asi como del papel de ApoJ y
MMP-12 en la presencia de hemorragias cerebrales en un contexto de B-amilodosis

cerebral.
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Abstract

Cerebral B-amyloidosis is characterized by the deposition of amyloid 3 (AB) in the brain,
in parenchyma in Alzheimer’'s Disese (AD) or in blood vessels in cerebral amyloid
angiopathy (CAA). CAA is the main cause of lobar intracerebral hemorrhage (ICH) in the
elderly. Furthermore, CAA is associated with common radiological markers, such as
cerebral microbleeds, that reflect distinct pathophysiologic aspects of the disease even
though the biological mechanisms underlying their occurrence and topography are still
under investigation. Several proteins codeposit with AB, among them apolipoprotein J
(ApoJ) and apolipoprotein E (ApoE), which are codified by the genes CLU and APOE
respectively, considered genetic factors involved in cerebral 3-amyloidosis. The main aim
of this thesis is to further understand peripheral lipidic metabolism, including ApoJ and
ApoE, in CAA, as well as assess possible biomarkers and treatments for this disease.

Initially, we performed a multicentric study with 126 patients that presented lobar ICH and
clinical suspicion of CAA. The objective was to characterize the cohort and identify
potential single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with common magnetic
resonance imaging (MRI) markers of CAA, as well as to study ApoJ and ApoE distribution
in plasma lipoproteins in the beforementioned cohort. Our results showed that different
SNPs, especially from CLU, were independently associated with MRI markers. In
addition, CLU SNPs and APOE alleles, previously described as protective factors for AD,
were associated with a higher ApoJ and ApoE content in lipoproteins, respectively.
Concurrently, ApoJ and ApoE levels in different lipoproteins were also associated with
MRI markers, such as enlarged perivascular spaces in the centrum semiovale. These
results suggest that higher ApoJ and ApoE lipoprotein levels could have protective
properties in CAA.

In a second study, we compared the lipidic profile of a subcohort of patients with lobar
ICH associated with CAA (N=51) with AD patients (N=60) and controls (N=60). Our
results showed that the ICH-CAA cohort presented lipidic alterations with an
atheroprotective profile with lower total and LDL cholesterol levels, while AD patients did
not present alterations in the lipidic profile from controls. In addition, we found lower levels
of plasma ApoA-Il and a redistribution of apolipoprotein C-11I (ApoC-I1ll) from high-density
lipoproteins (HDL) to very low-density lipoproteins (VLDL), with an elevated ApoE/ApoC-
Il HDL ratio in the ICH-CAA group. These results highlight the relevance of lipidic
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metabolism in CAA, confirming that high ApoE levels in HDL could entail a protective

response.

Finally, we conducted a preclinical study in a transgenic model of 3-amyloidosis to
determine the effect of increasing the circulating levels of ApoJ. In particular, we
chronically administered recombinant human ApoJ (rhApoJ) to aged APP23 mice and
performed cerebral MRI to detect hemorrhagic lesions. Mice treated with rhApoJ showed
fewer cortical hemorrhagic lesions than saline-treated mice, without noticeable changes
in insoluble AB brain levels. On the other hand, rhApodJ treatment induced an increase of
Gro-a and MIP-1a and a reduction of matrix metalloproteinase (MMP)-12 levels in
plasma. To determine the potential clinical relevance of these results, we analyzed
plasma samples from 17 controls and 40 patients with an acute ICH. We observed an
association between the volume and irregularity of the hemorrhage with MMP-12 plasma
levels in patients presenting a lobar ICH. In conclusion, we propose that increasing ApoJ
peripheral levels could prevent the cerebrovascular damage associated with CAA,
partially through the modulation of MMP-12 circulating levels.

We think this doctoral thesis provides relevant clinical and biological information about
the role of peripheral lipidic metabolism in CAA, as well as the potential involvement of
ApoJ and MMP-12 in the presence of cerebral hemorrhages in a cerebral -amyloidosis

context.
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1. B-amiloidosi cerebral

La B-amiloidosi cerebral és un procés patologic que consisteix en 'acumulacié de la
proteina B-amiloide (AB) al cervell. Hi ha diferents tipus de proteina amiloide, que poden
causar diferents tipus d’amiloidosi. Tanmateix, I'amiloidosi pot succeir de manera
localitzada a un organ especific o0 de manera sistemica tenint una afectacié més geneérica
(2). En el cas de la B-amiloidosi cerebral, aguesta pot océrrer en el parénquima, sent un
dels trets caracteristics de la malaltia d’Alzheimer (MA) o en els vasos sanguinis

cerebrals causant angiopatia amiloide cerebral (AAC) (2).

1.1 Produccio d’AB

El péeptid B-amiloide (AB) és el resultat del processament sequencial de la proteina
precursora amiloide (PPA), sent expressada majoritariament per les neurones. Tot i que
la funci6 fisiologica de la PPA encara no esta clara, s’ha suggerit que podria estar
implicada en diferents processos com el desenvolupament neuronal, homeostasi i
senyalitzacié neuronal, sinaptogénesi, transport intracel-lular i processos d’adhesio
cel-lular (3). La PPA és una glicoproteina transmembrana amb un domini extracel-lular
gran i el seu processament es pot dur a terme de manera fisiologica seguint la via no

amiloidogénica, o bé per la via amiloidogéenica desencadenant processos patologics (4).

En condicions fisioldgiques, la PPA és processada per la a-secretasa resultant en un
fragment soluble (sPPAa) N-terminal que és alliberat de forma extracel-lular, i un
fragment C-terminal de 83 aminoacids (C83) que es queda ancorat a la membrana. Ara
bé, aquest processament també es pot dur a terme per la via amiloidogénica. En aquest
cas, la PPA és processada per la B-secretasa, resultant en un fragment soluble (sPPAR)
N-terminal i un fragment C-terminal de 99 aminoacids (C99) que es queda ancorat a la
membrana. En les dues vies hi ha un segon processament dut a terme per la y-secretasa.
La y-secretasa és un complex enzimatic format per presenilina 1 o 2 (PS1 o PS2), APH-
1 (de I'angles, anterior pharynx defective-1), nicastrina i PEN-2 (de I'angés, presenilin
enhancer 2). La y-secretasa és I'enzim que hidrolitza els fragments C-terminals que
s’havien quedat ancorats a la membrana. En la via no amiloidogénica, la hidrolisi del
péptid C83 resulta en l'alliberacié extracel-lular del péptid p3, mentre que en la via
amiloidogénica s’allibera el péptid patoldgic AB. En els dos casos també es genera el

péptid AICD (de I'anglés, amyloid precursor protein intracellular domain) (Figura 1) (3—
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6). Segons per on es produeixi la proteolisi per part de la y-secretasa a la via
amiloidogénica es generaran péptids AR de diferent longitud, entre 36 i 43 aminoacids,
sent els peptids ABa4o i AB42 els més freqlients i de més importancia patologica. El peptid
AB es produeix en forma de mondmer, perd tendeix a formar estructures de fulles  que
promouen que s’agregui amb altres péptids AR generant oligdmers i posteriorment fibres
insolubles que tendeixen a dipositar-se (3). L’AB4o té€ una major tendéncia a dipositar-se
en forma de fibres insolubles a la vasculatura cerebral causant AAC, mentre que I'AB 42,
tot i que es produeix en menys quantitat que I'ABao, t€ una capacitat d’agregacié més
gran i es diposita directament al parénquima sent el major component de les plaques

neuritiques cerebrals que ocorren en la MA (7).

Via no amiloidogénica Via amiloidogénica
sPPAsa SPPASB -
PPA PPA AP agregada
p3 . /6
\ oa-secretasa B-secretasa f\
e @
=< — :
@6
= ] ol
| }\r secretasa J

LY L y-secretasa L %
AICD cs83 c99 AlCD

Figura 1. Representacié esquematica del processament de PPA per la via no amiloidogénica i amiloidogenica.
sPPAa i sPPAR: fraccions solubles de PPA a i B; C83 i C99: fragments C-terminals de 83 y 99 aminoacids
respectivament. Modificada de Zhao et al., 2020 (5).

]

1.2 Eliminacié d’AB cerebral

En condicions fisiologiques, hi ha una eliminacié eficag del péptid AB, evitant la seva
acumulacio i deposicid. Actualment es creu que I'acumulacié d’A és deguda a un
desequilibri entre la seva produccié i eliminacié donant lloc a processos patologics (8).
Hi ha diversos mecanismes pels quals I'AB pot ser eliminada: degradacié per part
d’enzims proteolitics, fagocitada per part de microglia i astrocits, eliminada
perivascularment o de manera activa a través de la barrera hematoencefalica (BHE)
(Figura 2) (9,10).
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La degradacié d’AB per protedlisi enzimatica es pot dur a terme per enzims proteolitics
com la neprilisina (NEP) i 'enzim degradador de la insulina (IDE, de 'anglés, Insulin
degrading enzyme), que s’ha vist que tenen una activitat disminuida en cervells de
pacients amb MA (11). A més, algunes metal-loproteinases de matriu (MMP, de I'anglés,

matrix metalloproteinase), com ara MMP2 i MMP9 també poden degradar AB (12,13).

Un altre mecanisme clau per I'eliminacié d’AB consisteix en la seva fagocitosi per part de
la microglia i astrocits activats, que és un mecanisme ampliament conegut (14). Apart de
les cél-lules residents, en condicions on hi ha acumulacié d’Ap s’ha observat que hi ha
una infiltracié de mondcits periférics que es diferencien a macrofags fagocitics d’Ap (15).
De totes maneres, és important tenir en compte que tot i que la microglia i els macrofags
poden ajudar a fagocitar i degradar I'AB, la seva relacié amb la $-amiloidosi cerebral és
molt complexa, i es creu que per altra banda, podrien augmentar la neuroinflamacié de

forma cronica, cosa que podria portar a exacerbar la patologia (16).

Per ultim, trobem sistemes d’aclariment d’AB del cervell a fluids periférics que

consisteixen en 'aclariment transendotelial a través de la BHE i el drenatge perivascular.

L’aclariment transendotelial a través de la BHE és un mecanisme molt important de
depuracié d’AB cap a la sang. La BHE esta formada per cél-lules endotelials, lamina
basal, peus d’astrocits i pericits (17). Degut a la seva baixa permeabilitat, el transport a
través de la BHE es dona de manera activa a través de transportadors especifics
travessant cél-lules endotelials i pericits. En el cas de I’AB, hi ha diversos receptors que
sén capagos d’interaccionar amb el peptid. Els transportadors que promouen la
transcitosi d’AB més rellevants sén receptors de la familia de lipoproteines de baixa
densitat (LDLR, de I'anglés, Low Density Lipoprotein Receptors) com LRP1 (de I'anglés,
low-density lipoprotein receptor-relatedprotein 1) (18) i LRP2/megalina (19), i
transportadors de la familia ABC (de I'anglés, ATP-binding cassette) com ABCB-1/ P-
glicoproteina (P-gp) (20) o ABCAL (21). Aquests receptors facilitarien el transport d’Af
des del cervell cap a la sang, pero cal tenir en compte que també hi ha receptors que
permeten el transport d’AB en sentit contrari, com per exemple el transportador RAGE
(de 'anglés, Receptor for Advanced Glycation Endproducts) (22,23). Aquests receptors
poden promoure I'aclariment d’AB unint-se tant a 'AB soluble com a complexes formats
per AB i altres molécules transportadores, com [Iapolipoproteina E (ApoE) i

I'apolipoproteina J (Apod) (24).
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Figura 2. Representacio esquematica de vies d’eliminacié de I'AB: A) Degradaci6 proteolitica. B) Captacio per
part de microglia i astrocits. C) Aclariment transendotelial a través de la barrera hematoencefalica. D) Drenatge
perivascular. Adaptacié de Charidimou 2012 (9).

Per altra banda, s’ha descrit el drenatge perivascular, el qual seria el responsable
d’eliminar 'AB del liquid intersticial (ISF, de l'anglés, Interstitial fluid) cap al liquid
cefalorraquidi (LCR) (10). Aguest procés biologic tindria lloc als espais perivasculars
(EPV), que rodegen les artéries i vasos cerebrals des de 'espai subaracnoidal fins al
parénquima cerebral i estan envoltats de LCR. Actualment encara no es coneixen els
mecanismes exactes de l'eliminacié d’AB per aquesta via, tot i que s’han proposat 3
models: el model glimfatic, el drenatge peri-arterial intramural (IPAD, de l'anglés,

intramural periarterial drainage) i el mixte (de 'anglés mixing) (25).

El model glimfatic es basa en I'entrada de LCR al cervell a través de les artéries (espai
periarterial), el qual es mesclaria amb el ISF i sortiria del cervell per les venes (espai
perivends). Es a dir, el LCR s’intercanvia amb el ISF, el qual porta residus cel-lulars per
adveccio, entre ells AB, cap als canals perivenosos que acaben anant als vasos limfatics
dirigits als noduls limfatics cerebrals (Figura 3A). Es creu que aquest intercanvi de fluids
es du a terme gracies al transport a través del canal d’aigua aquaporina-4 (AQP4) dels

astrocits que rodegen la vasculatura cerebral (26).
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El model alternatiu IPAD va ser proposat per Carare et al., (27) i en aquest cas no hi
hauria un intercanvi entre LCR i ISF, siné que degut a la vasomocié, els soluts que es
troben a I'|SF s’eliminarien per les parets capil-lars i arterials passant per les membranes
basals de les cél-lules de muscul llis en direcci6é contraria al flux sanguini i acabant als
noduls limfatics cerebrals (Figura 3.B) (28). En aquest model el drenatge es faria de
manera intramural per les parets de les arteries i no pels EPVs. Aquest model ha pres
molta importancia en el mén de I'AAC ja que permetria explicar perqué I'AB es troba

principalment acumulada a la paret d’artéries i arterioles i no en venes (29).

Per ultim, el model mixte proposa que degut a la mocié fisioldgica com la pulsatilitat
vascular i la vasomocio, el ISF, incloent residus com I'AB, es transporta cap als EPVs
arterials per difusié. A més, aquest model planteja que aixd només es pot dur a terme de
manera especifica a la superficie del cervell que és on hi ha una mocié fisiologica més
gran. Per tant el ISF amb AR aniria cap als EPVs periarterials i finalment cap a la

superficie pial (Figura 3.C) (30).
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Figura 3. Eliminacié d’Ap cerebral a través de drenatge perivascular. A) Model glimfatic. B) Mode IPAD. C)
Model mixte. Imatge adaptada de Zhao et al., (25).

2. Angiopatia amiloide cerebral (AAC)

2.1 Aspectes clinics de 'AAC

L’angiopatia amiloide cerebral (AAC) és definida com 'acumulacié cerebrovascular de
material amiloide (31). La forma més frequent d’AAC consisteix en 'acumulacié vascular
del péptid AB, especialment en individus d’edat avangcada o amb MA (7). Tot i que
lacumulacio d’AB és la més tipica, hi ha altres formes d’AAC on les proteines

acumulades sén cistatina C, proteines prioniques (PrP) o gelsolina (7). De manera
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general, 'AAC es dona de forma esporadica associada a I'edat, perdo també pot ser

deguda en casos poc frequents a formes familiars hereditaries (32,33).

La major consequéncia patologica de 'AAC és una hemorragia intracerebral (HIC) lobar
de tipus no traumatica, on hi ha una ruptura d’'un vas cerebral de forma espontania
causant extravasacio de sang al parénquima cerebral de forma aguda. Les HIC degudes
a I’AAC solen afectar regions cerebrals superficials: el cortex, I'espai subaracnoidal, la
unié cortico-subcortical i la substancia blanca subcortical, sent els Idbuls occipitals els
més afectats. De fet, '’AAC és la principal causa d’HIC lobar en ancians (31). En canvi,
les HIC degudes a la hipertensié arterial (HTA) cronica, tot i que soén la principal causa
d’HIC primaries, es solen donar pel trencament de petites arteries que perforen regions
profundes del cervell, afectant als ganglis basals, talem, cerebel i protuberancia anular
(“pons” en llati) (31). Aixi, normalment les HIC degudes a la HTA solen tenir una
localitzacioé a zones profundes del cervell, mentre que les degudes a 'AAC ocorren a
localitzacions lobars. A més, la recurréncia d’HIC és una complicacié comuna en 'AAC,
arribant a donar-se fins al 10% dels pacients I'any segiient d’haver patit una HIC lobar

(31,34), mentre que la recurréncia d’'HIC deguda a la HTA és molt menor (35,36).

Altres manifestacions cliniques importants de 'AAC s6n demeéncia, deteriorament
cognitiu i episodis neuroldgics transitoris focals que consisteixen en alteracions curtes i
transitories que poden ser motores, somatosensorials, visuals o del llenguatge (37-39).
La influencia de I'AAC sobre la cognicié és dificil d’estudiar ja que es pot donar en
pacients que hagin patit o no una HIC (40), i 'AAC es dona de manera frequent en
pacients que també presenten MA, cosa que dificulta separar la simptomatologia. Tot i
aixi, esta ampliament acceptat que 'AAC és causa de deméncia de manera independent
de la MA, tant a nivell d’augmentar la probabilitat de patir deméncia com la severitat
d’aquesta (37,38,41). El deteriorament cognitiu tipic de ’AAC consisteix en un declivi de
la cognicid global, aixi com una menor velocitat de percepcid, i deteriorament de la
memoria episodica i semantica (41). Cal destacar que hi ha una condici6 aguda
associada a I'AAC coneguda com AAC inflamatoria (AACi), on hi ha una resposta
inflamatoria vascular al voltant dels diposits amiloides. Aquesta condicié pot tenir
simptomatologia variada, combinant deteriorament cognitiu amb cefalees, episodis

neurologics focals i crisis epileptiques (42).
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Es important recalcar que el desenvolupament de 'AAC no es correlaciona amb la
preséncia de factors de risc comuns en altres malalties cerebrovasculars com serien la
HTA, diabetis mellitus (DM) o hiperlipeémia (43). En canvi, els majors factors de risc per
patir AAC simptomatica son tenir MA, i la presencia dels al-lels ApoE-€2 i -e4 (44). Cal
tenir en compte que 'AAC és una malaltia molt heterogénia i complexa, i sol trobar-se
en pacients que alhora presenten altres malalties de petit vas o MA. Per aix0, i perqué
el diagnostic definitiu només es pot realitzar a través d’'un examen histopatologic
cerebral, és molt dificil determinar la incidéncia i prevalenca de la malaltia. Un meta-
analisi recent de 170 estudis que incloia més de 73.000 pacients va determinar que a
partir de proves histopatologiques la prevalenga d’AAC de moderada a severa en la
poblacié envellida general és d’'un 23%, mentre que en pacients amb MA és del 48%.
En casos que han patit una HIC lobar, la prevalenga d’AAC de moderada a severa és
del 57% (95% ClI: 41.7-71.0) (45).

2.2 Fisiopatologia de 'AAC

L’AAC es caracteritza per 'acumulacio de diposits d’AB a la tunica mitja i adventicia dels
vasos corticals i de les leptomeninges, arterioles, capil-lars i en menor frequéncia venes
(43). L’AAC es pot classificar en 2 tipus segons el tipus de vas afectat. L’AAC de tipus 1,
també anomenada AAC capil-lar, es dona quan hi ha deposici6 d’AB a capil-lars
cerebrals sense tenir en compte si hi ha deposicié d’AB a altres tipus de vasos. L'AAC
de tipus 2 consisteix en I'acumulacié d’AB vascular de manera especifica a artéries
corticals i de les leptomeninges, i amb una abséncia total d’Af als capil-lars (46). De
forma general, els diposits d’AB vascular comencen a aparéixer al neocortex i s’extenen
cap a lal-locortex i cerebel (47). Les parts cerebrals afectades solen ser regions

cerebrals lobars posteriors, sobretot la regi6é occipital (47).

Actualment hi ha un sistema de classificacié neuropatologic segons la gravetat de la lesio
al vas on ocorre 'AAC que és una escala de 0 a 4 graus definida per Vonsattel et al. Es
una escala histopatologica que consisteix en: 0: abséncia d’AB, 1: diposits d’Af clapejats
en un vas amb aparenca normal, 2: diposit d’AB al voltant de tot el vas, 3: 50% de
desdoblament de la paret del vas, conegut com vas dins de vas, 4: paret engruixida
degut a necrosi fibrinoide amb infiltrat eosinofilic i disrupcié de I'estructura vascular
(48,49). A nivell de recerca, s’ha fet una escala simplificada de 3 nivells: lleu, moderat i

sever (9) (Figura 4).
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L’evolucio fisiopatoldgica de I'AAC en un vas comenca amb el dipdsit d’AB a la tunica
mitja, rodejant les cél-lules del muscul llis. Encara que ja hi ha acumulacié d’AB, els
canvis morfologics del vas sén minims, sent considerada una AAC lleu (Figura 4.A).
L’AAC evoluciona cap a una forma de severitat moderada quan les parets dels vasos
comencen a estar totalment cobertes per AB i substituint les cél-lules del muscul llis,
podent ocasionalment dipositar-se I'AB també en arees al voltant del vas (Figura 4.B).
Una forma més severa d’AAC es donaria quan hi ha una degeneracié de la paret del vas
i les Uniques cél-lules que queden sense afectacio evident serien les cél-lules endotelials.
En aquests casos, la degeneracio del vas es pot veure morfoldgicament ja que hi ha una
deslaminitzacié i la part externa de la tinica mitjana es separa, com si hi hagués un vas
dins del vas, fenomen també anomenat vas de doble barrera (Figura 4.C) (9,44). En les
formes més severes d’AAC hi ha una pérdua total del muscul llis, afavorint I'aparicié
d’aneurismes i necrosi fibrinoide, cosa que debilita el vas i afavoreix la seva ruptura. A
les etapes finals de 'AAC també apareix inflamacioé perivascular amb astrocits i microglia
activada (2,50,51).

Figura 4. Vasos cerebrals afectats per AAC, tincié immunohistoquimica d’AB. Imatge adaptada de Charidimou

2012 (9). A) vas amb severitat lleu. B) Vas amb severitat moderada. C) Vas amb severitat greu.

En un estudi recent realitzat en teixit d’autopsies cerebrals humanes s’ha detectat
disrupcié de la BHE (leakage en anglés), observant fibrinogen al parénquima i pérdua
d’actina de cél-lules del muscul llis, en fases molt primerenques d’AAC en vasos amb
grau 1 de Vonsattel, i que aix0 ocorre en el 100% dels vasos que han patit remodelacio
(grau 3i 4 de Vonsattel). Alhora, es pot detectar inflamacié perivascular en vasos a partir
del grau 2 de Vonsattel i de manera molt consistent en vasos amb grau 4 (52). De fet,
se sap que en casos on hi ha disrupcié de la BHE, el fibrinogen pot penetrar al

parénquima i s’ha descrit la preséncia de fibrinogen en vasos positius d’AB en pacients
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amb MA (53). El fibrinogen és el contribuidor principal de I’hemostasia o coagulacio i
deriva a fibrina. En aquest sentit, s’ha proposat que la conversio a fibrina pot induir
I'activacio de resposta immune, causant inflamacio al cervell (54). Tenint en compte tot
aixo, actualment es pensa que la mort de cel-lules de muscul llis deguda a 'acumulacio
d’AB porta a una alteracié de la disrupcio de la BHE que alhora fomenta la inflamacio
perivascular donant lloc a una remodelacio del vas que acaba amb la seva ruptura,
causant una HIC o microsagnats cerebrals. Apart, cal recalcar que I'acumulacio
progressiva d’Af3, amb la subsequient pérdua de cel-lules de muscul llis pot portar a una
disminucié de la vasoactivitat i del propi aclariment d’AR per vies de drenatge
perivascular, promovent encara més I'acumulacié d’AB i agreujant la severitat de 'AAC
(2) (Figura 5).
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Figura 5. Aclariment perivascular d'AB en condicions fisiologiques i en AAC. L’alteracié de I'aclariment
perivascular d’AB en AAC pot acabar portant a una major acumulacié d’A amb mort de les cél-lules de muscul
llis i disminucié de la vasoactivitat. Finalment 'acumulacié excessiva d’AB podria donar lloc al trencament del

vas produint una hemorragia. Imatge adaptada de Greenberg et al. (2).

2.3 Diagnostic dAAC

El diagnostic definitiu de TAAC només es pot dur a terme per confirmacié histopatologica.
En la majoria de casos s’ha de fer post-mortem a partir d’'una necropsia de teixit cerebral,
pero ocasionalment es pot fer a través d’'una biopsia cerebral quan s’evacua 'hematoma
en un cas agut d’HIC. Actualment, a la practica clinica s’utilitzen els anomenats criteris

de Boston per fer un diagnostic clinic no invasiu de la malaltia (55-57). Els criteris de
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Boston estan basats en caracteristiques cliniques i radioldgiques, i si n’hi ha,
d’histopatologiques. Inicialment es va definir un diagnodstic probable d’AAC per pacients
majors de 55 anys que presentessin multiples hemorragies (o microsagnats cerebrals)
especificament lobars, corticals o subcorticals sense cap altra causa que expliqués el
motiu de I'HIC (55). Al 2010, Linn et al., van actualitzar els criteris afegint 'avaluaci6 de
siderosi superficial cortical (SSc), que consisteix en la preséncia de residus
d’hemosiderina a capes superficials del cortex i es poden observar per ressonancia
magnetica nuclear (RMN), creant el criteri de Boston modificat, també conegut com a
versio 1.5 (56). Amb aquesta modificacid, la sensibilitat de diagnostic augmentava
mentre que I'especificitat no es veia modificada (56). Segons els criteris de Boston, la
classificacio de 'AAC es pot dividir en 4 categories: AAC possible, AAC probable, AAC
probable amb confirmacié histopatologica i AAC definitiva. Recentment, al 2022, s’han
tornat a actualitzar els criteris de Boston, anomenats versi6 2.0, validant-los en diferents
cohorts internacionalment i millorant la seva precisio (57). En aquesta nova versié s’ha
disminuit I'edat d’inclusié als 50 anys i s’han considerat altres presentacions cliniques de
la malaltia, més enlla de la presencia d’HIC, tals com el deteriorament cognitiu i
'ocurréncia d’episodis neurologics focals transitoris. El paper de la siderosi superficial
cortical també ha guanyat importancia i s’han introduit altres marcadors radiologics de la
substancia blanca (hiperintensitats de substancia blanca o leucaraiosi, i espais
perivasculars dilatats (EPVD) subaracnoidals i en el centrum semiovale (CSO)). Es
poden veure els criteris de Boston amb detall a la Taula 1. Amb aquests canvis s’ha
aconseguit una millora de la sensibilitat per detectar AAC possible i probable vs. no
presentar AAC del 75.5% al 88.2%, tot i que I'especificitat ha baixat del 87.5% al 70%.
De totes maneres, aquesta disminucié de I'especificitat és normal ja que s’han inclos

més presentacions cliniques sense comprometre la validesa des nous criteris (57).

En casos on no es poden dur a terme els criteris de Boston per falta de mostra
histopatologica o de RMN, es pot fer un possible diagndstic amb tomografia
computeritzada (TC) seguint els criteris simplificats d’Edimburg. Els criteris d’Edimburg
originals es van descriure el 2018 sent aplicables a persones que havien patit una HIC
lobar i s’havien sotmés a una TC i estaven basats en el genotip d’ApoEe4, la presencia
d’hemorragies subaracnoidals (HSA) detectades per TC i projeccions finger-like (en
forma de dits) de 'HIC detectada per TC (58). Recentment s’han validat els criteris

simplificats d’Edimurg permetent classificar els pacients que han patit una HIC lobar i
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Taula 1. Criteris de Boston v.2.0. Adaptada de Charidimou et al. (57)

Avaluacié post mortem del cervell demostrant:

. Hemorragia espontania intracerebral, episodis neurologics focals
AAC transitoris, hemorragia a la convexitat subaracnoidal, deteriorament
DEFINITIVA cognitiu o demencia.

e  AAC severa amb vasculopatia.
e  Abséncia d’altres diagnostics.

Informacié clinica i mostra de teixit patologica (hematoma evacuat o biopsia
cortical) demostrant:

AAC PROBABLE . Hemorragia espontania intracerebral, episodis neurologics focals
AMB CONFIRMACIO transitoris, hemorragia a la convexitat subaracnoidal, deteriorament
HISTOPATOLOGICA cognitiu o demencia.

e  Algun grau d’AAC en la mostra histopatologica.
e  Abséncia d’altres diagnostics.

Per pacients 250 anys, informacio clinica i RMN demostrant:

e Abséncia de lesions hemorragiques (HIC o microsagnats) profundes
en RMN T2* i d’altres causes que expliquin les lesions hemorragiques.
b

e A)oB)

A)

e Hemorragia espontania intracerebral, episodis neurologics focals
transitoris, hemorragia a la convexitat subaracnoidal, deteriorament
cognitiu o demencia.

AAC e Com a minim 2 de les segiients lesions hemorragies amb localitzacié

PROBABLE estrictament lobar observades en RMN T2*: hemorragia intracerebral,
microsagnats cerebrals, focus de siderosi cortical superficial o
hemorragia a la convexitat subaracnoidal.

B)

e Unahemorragia lobar més un marcador de substancia blanca observat
per RMN: espais perivasculars severament dilatats al centrum
semiovale, o hiperintensitats de la substancia blanca en un patré
puntiforme (multispot, en angles).

e Lesions hemorragiques al cerebel no es compten ni com lobars ni
profundes.

Per pacients 250 anys, informacié clinica i RMN demostrant:

e  Abséncia de lesions hemorragiques (HIC o microsagnats) profundes
en RMN T2* i d’altres causes que expliquin les lesions hemorragiques.
I

e A)oB)

A)

e Hemorragia espontania intracerebral, episodis neurologics focals
transitoris, hemorragia a la convexitat subaracnoidal, deteriorament
cognitiu o demencia.

e Una lesi6 hemorragica estrictament lobar observada en RMN T2*:
hemorragia intracerebral, microsagnats cerebrals, focus de siderosi
cortical superficial o hemorragia a la convexitat subaracnoidal.

AAC
POSSIBLE

B)

. Un marcador de substancia blanca observat per RMN: espais
perivasculars severament dilatats al centrum semiovale, o
hiperintensitats de la substancia blanca en un patré puntiforme
(multispot, en angles).

. Lesions hemorragiques al cerebel no es compten ni com lobars ni
profundes.

I Altres causes de lesions hemorragiques poden ser: antecedent traumatic al cap, transformacio
hemorragica d'un ictus isquémic, malformacié arteriovenosa, tumor hemorragic, vasculitis del sistema
nerviés central. Altres causes de siderosi superficial cortical i hemorragia de la convexitat subaracnoidal
aguda també han de ser excloses.
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s’han sotmés a un TC en les seglients categories: risc baix d’AAC: si no presenten
projeccions finger-like ni HSA; risc mitjia d’AAC: presenten HSA perd no projeccions
finger-like i risc alt d’AAC: presenten HSA i projeccions finger-like. En aquest estudi de
validaci6 es va obtenir una especificitat del 87.1 % dels pacients classificats com risc alt
segons Edimburg, comparant-los amb diagnostic probable de Boston per RMN, indicant
que els criteris d’Edimurg poden ser utils per un diagnostic clinic permetent classificar
als pacients amb HIC lobar amb bastanta precisié (59), tot i que no es tenen en compte

altres presentacions cliniques de la malaltia.

Degut a que encara no disposem de criteris prou precisos per tal de detectar TAAC en
etapes primerenques, és una prioritat en el camp trobar noves eines per aconseguir un
millor diagnostic de la malaltia. En aquest sentit, la recerca de noves técniques de
neuroimatge i la combinacié de diferents biomarcadors poden tenir un paper clau en els
propers anys. Actualment, els biomarcadors més rellevants de 'AAC sén els radiologics
(hemorragics i no hemorragics) detectats per RMN. Perd també s’han descrit marcadors

bioldgics i genétics, com s’exposara en apartats posteriors.

2.4 Tractament de 'AAC

Desafortunadament no disposem en l'actualitat de cap tractament modificador de la
malaltia pels pacients amb un diagnostic clinic d’AAC. En casos de pacients amb sospita
d’AAC les Uniques mesures a adoptar son preventives amb la intencio de limitar 'impacte
que pot haver causat 'HIC i prevenir la seva recurréncia, tals com el control de la

temperatura i la glucémia o el maneig de ’hemostasia.

Les HIC suposen un 10-15% dels casos d'ictus, i la incidéncia de mortalitat (=50%) i la
gravetat de la discapacitat post-ictus hemorragic sén molt més altes que en lictus
isquemic, sent de les primeres causes de discapacitat greu (60,61). A nivell de
tractament d’HIC, I'objectiu principal és evitar el creixement de 'hemorragia de forma
aguda ja que un major temps entre l'inici dels simptomes i el moment de la deteccié de
'HIC per neuroimatge, aixi com un major volum basal de 'hemorragia, estan associats
a un major creixement de 'hematoma i pitjor pronostic (62). Es per aixo que és essencial
actuar de forma rapida i eficag. En casos concrets amb hemorragies molt extenses es
pot fer un tractament quirdrgic (craniotomia o endoscopia) per realitzar I'evacuacio de

'hematoma (63). A més, és extremadament important controlar la pressié arterial de
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forma rapida, administrant tractament antihipertensiu si és necessari (64,65). De fet,
disminuir la pressio6 intraarterial durant les cures intensives esta lligat a un millor pronostic
(66,67), . També cal tenir en compte, que si el pacient esta prenent anticoagulants en el
moment de patir 'HIC s’ha de tractar el pacient amb un antidot per revertir I'efecte
anticoagulant de forma aguda (68). Pensant més a llarg termini, hi ha controveérsia sobre
I'ds d’anticoagulants després d’'una HIC en pacients amb AAC, degut a la possibilitat que
tinguin un major risc de patir un esdeveniment hemorragic. Pero en estudis recents amb
anticoagulants de nova generacié com Apixaban i antiplaquetaris com Alteplasa no s’ha
demostrat que sigui aixi (69,70). EI més recomanat és decidir el tractament de forma
individualitzada i en casos on hi hagi risc de patir un ictus isquémic, com per exemple en
pacients amb fibril-lacié auricular (FA), si que es recomana tractar amb anticoagulants
de nova generaci6, també anomenats NOAC (de I'anglés, Non-vitamin K Antagonist Oral
Anticoagulant) (69—74). Actualment s’estan duent a terme diferents assajos clinics sobre

I'ds d’anticoagulants en pacients que han patit HIC.

Pel que fa a tractaments modificadors de la malaltia, s’estan estudiant diversos
enfocaments per poder tractar TAAC, com per exemple: disminuir la produccié d’Ap,
protegir els vasos de l'efecte toxic de I'AB, o promoure l'eliminaci6 d’AB a través
d'immunoterapia amb anticossos anti-AB (7). En aquest sentit, I'iinic assaig clinic que
s’ha arribat a dur a terme en humans estava basat en I'is de I'anticds monoclonal anti-
AB Ponezumab (PF-04360365, Pzifer, NCT01821118). L’assaig clinic amb Ponezumab
va resultar segur, pero no va tenir un efecte en la milloria de la reactivitat vascular ni en
el nimero de microhemorragies dels pacients amb AAC probable segons els criteris de
Boston v.1.5 (75). Tot i que l'assaig clinic va resultar negatiu, el fet que I'Us
d'immunoterapia resultés segur en pacients amb AAC és encoratjador per poder seguir

provant altres tractaments basats en 'estratégia d’ immunoterapia contra AB.

2.5 Marcadors de 'AAC
2.5.1 Marcadors de neuroimatge de 'AAC

Per tal de detectar una HIC, el procediment principal utilitzat és una exploracio per una
tomografia computada (TC) cranial en el moment de I’hemorragia. Aixo és essencial per
detectar 'hemorragia i descartar un ictus isquemic. Apart, permet saber la localitzacié de
I’'hemorragia, mida, forma i densitat. La forma i densitat de I’hemorragia estudiades per

TC es poden classificar en escales de 5 graus, que es poden dicotomitzar en forma
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regular i densitat homogénia (categories 1 i 2) i forma irregular i densitat heterogénia
(categories de 3 a 5) (76). Més irregularitat i heterogénia de I'hemorragia han estat
associats amb I'expansié de 'hematoma (77). Aquesta informacié és essencial per

decidir el maneig clinic del pacient amb HIC.

Per altra banda, existeixen una série de marcadors radiologics detectats per RMN
associats a I'AAC. De fet, és important recalcar que I'AAC és un tipus de malaltia de petit
vas (small vessel disease en anglés), un grup de processos patologics que afecten a
artéries petites, vénules i capil-lars cerebrals (78). Per tant, molts dels marcadors
radiologics per 'AAC son marcadors tipics de petit vas, tant hemorragics com no
hemorragics. La seva deteccié és important per poder classificar els pacients pels criteris
de Boston, i poder avaluar la severitat de 'AAC. Dins dels marcadors hemorragics
trobem: microsagnats cerebrals lobars, siderosi superficial cortical (SSc) i hemorragies
subaracnoidals de la convexitat. | dins dels no hemorragics: hiperintensitats de
substancia blanca i espais perivasculars dilatats (EPVD) en el centrum semiovale. Tots
aguests marcadors radiologics, els més descrits en cohorts de pacients amb AAC, estan

representats a la figura 6 (31).

El marcador radiologic de malaltia de petit vas més rellevant per 'AAC és la preséncia
de microsagnats cerebrals amb localitzacio estrictament lobar (56,57). Els microsagnats
cerebrals es poden observar com hipointensitats petites rodones i homogenies en la
sequencia ponderada T2* i representen arees microscopiques de diposits
d’hemosiderina (79,80). Es creu que el dany a la BHE causat per 'AAC (81-83), podria
ser el causant del desenvolupament de les microhemorragies cerebrals (84-87). Tot i
gue la rellevancia clinica dels microsagnats cerebrals encara no esta del tot clara, sén
molt comuns en 'AAC i s’han associat amb la progressié de 'AAC i amb el risc de
recurréncia d’'HIC (34,88). Apart, els microsagnats cerebrals també han estat associats
amb altres simptomes clinics de 'AAC com disfunci6 cognitiva (89,90) i demeéncia (91).
Es important recalcar que tot i que els microsagnats cerebrals lobars estan estretament
relacionats amb I'AAC, no soén especifics d’aquesta i es troben entre un 5 i 24% de

persones amb edat avangada, tenint un valor diagnostic limitat (92).
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Microinfarts

Figura 6. Representacié esquematica de les principals caracteristiques radiologiques de 'AAC detectades per
RM. A la dreta es poden veure exemples de deteccid6 per RMN de A) siderosi i microsagnats corticals, B)
hiperintensitat de la substancia blanca, en concret en el solc central, C) EPVDs i D) HIC a la zona parietal.
HSA: hemorragia subaracnoidal de la convexitat. SSc: siderosi superficial cortical. MSCs: microsagnats

cerebrals EPVD: espais perivasculars dilatats. Imatge adaptada de Charidimou 2017 (31).

Un altre marcador radiologic hemorragic per 'AAC és la siderosi superficial cortical
(SSc), que és definida com el diposit d’hemosiderina en capes subpials del cortex
cerebral (93). Els mecanismes fisiopatologics que causen la SSc encara estan en estudi
pero es creu que la siderosi és una conseqiéncia d’esdeveniments hemorragics cronics
a les leptomeninges (94). La SSc també és un marcador comu en pacients d’AAC
trobant-se fins a un 60% dels casos (56). A més, el sol fet d’afegir aquest marcador en
els primers criteris de Boston ja va aconseguir augmentar la seva sensibilitat (56). Apart
de ser util per poder classificar els pacients d’AAC pels criteris de Boston, la SSc també
s’associa a risc hemorragic en pacients amb sospita d’AAC (95,96). En aquest sentit,
també estan associades amb 'AAC les hemorragies subaracnoidals de la convexitat,
sent molt utils pel diagnostic amb TC segons els criteris simplificats d’Edimburg (59,88).
De fet, es considera que la SSc seria el resultat dels residus d’'una hemorragia

subaracnoidal de la convexitat aguda (97).
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Per altra banda, les lesions no hemorragiques de la substancia blanca, anomenades
leucaraiosi, es poden detectar com hiperintensitats de la substancia blanca en
seqliencies de RMN T2 o FLAIR (recuperacio d'inversié atenuada per fluids, de I'anglés,
Fluid-Attenuated Inversion Recovery). Les hiperintensitats de substancia blanca estan
relacionades a edat avancada pero es troben de manera molt més freqiient en pacients
amb AAC (98), i aquests presenten hiperintensitats més severes que controls sans o
pacients amb MA (88). A més, les hiperintensitats de substancia blanca, considerades
marcadors de malalties de petit vas cerebral, estan relacionades amb deteriorament
cognitiu (99,100). Tot i que la fisiopatologia darrere de les hiperintensitats de substancia
blanca encara no es coneix del tot, es creu que corresponen a arees de desmielinitzacié
amb pérdua axonal i activacié de la microglia (101). S’ha suggerit que en el cas de la 3-
amiloidosi cerebral, com les hiperintensitats de substancia blanca estan relacionades
amb la carrega amiloidogénica cerebral, podrien ser degudes a una disrupcié de la BHE
com a conseqiéncia dels diposits d’AB (102). Cal destacar que les hiperintensitats de
substancia blanca s’han afegit recentment a la ultima versié dels criteris de Boston 2.0
(57).

Per ultim, trobem els espais perivasculars dilatats (EPVD), també anomenats espais de
Virshow-Robin, com a marcadors de neuroimatge associats a I’AAC. Els EPVD es poden
detectar com hiperintensitats en RMN ponderada en T2. La dilatacié dels EPV és un
reflex de 'acumulacio de fluid intersticial, i esta relacionada amb alteracions de la BHE i
inflamaci6 cerebral (103). De fet, s’ha vist que 'AAC s’associa especificament a la
preséncia d’'EPVS a la substancia blanca del centrum semiovale (CSO), tenint una
prevalenca molt més alta en aquesta regio en pacients que han patit una HIC atribuida
a AAC que en pacients amb HIC atribuides a altres etiologies (104). Assenyalar per altra
banda que també s’han detectat EPVD al CSO en pacients amb MA (105). De fet, en
estudis histopatologics post-mortem, s’ha observat que els EPVD en el CSO estan
relacionats amb la carrega amiloide tant en pacients d’AAC com de MA (106-108). El fet
que apareguin EPVD en I'AAC i que aquests estiguin associats als diposits d’Ap,
suggereix que aquesta dilatacié vascular podria ser la consequéncia d’'un deteriorament
del drenatge perivascular d’AB. En més detall, un deteriorament del drenatge
perivascular d’AB portaria a una acumulacié del material amiloide a les artéries corticals,
causant una alteracio del flux que resultaria en un estancament de liquid intersticial als

EPV en arees més profundes, concretament a la substancia blanca prop del cortex, o
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sigui, al CSO. Aquesta acumulacio de liquid acabaria resultant en una dilatacié dels EPV
d’'aquesta zona (108-110). De fet, els EPVD al CSO estan guanyant molta rellevancia
clinica recentment i s’han inclds en els criteris de Boston actualitzats 2.0, millorant la
sensibilitat de predicci6 diagnostica de 'AAC (57,111).

Tots aquests marcadors radioldgics s6n essencials per poder classificar els possibles
pacients d’AAC. Per0 apart del diagnostic, també es poden utilitzar per predir la severitat
de I'afectacidé vascular d’aquests pacients. En aquest sentit, una escala creada al 2016
per Charidimou et al., permet categoritzar el grau patologic de 'AAC com a malaltia de
petit vas (112). Aquesta escala va de 0 a 6 graus, sent 6 una major severitat. Esta basada
en I'us dels biomarcadors radioldgics que hem exposat: microsagnats cerebrals, SSc,
EPVD al CSO i hiperintensitats de substancia blanca; i s’anomena CAA-SVDB (de
'anglés, cerebral amyloid angiopathy - small vessel disease burden) (112). Aquesta
escala ha estat validada en una cohort de pacients amb AAC, on es va comprovar que
s’associava de manera independent a I'afectacié vascular de la malaltia, aixi com a la
recurréncia d’HIC lobar simptomatica (96). L’Us d’aquesta escala pot ser molt important
per determinar el valor predictiu de futurs biomarcadors, i fins i tot es podria utilitzar pel

monitoratge d’assajos clinics.

Finalment, un altre marcador d’'imatge associat a 'AAC és I'atrofia cerebral. Tot i que no
és un marcador especific de 'AAC i esta associat a altres patologies com la MA, s’ha
demostrat que pacients amb AAC presenten atrofia cerebral de manera independent de

la MA i que aquesta s’associa a una pitjor funcié executiva dels pacients (2,113).

Apart de marcadors de RMN, en els ultims anys s’han desenvolupat radiotragadors d’A
per tomografia per emissi6 de positrons (PET, de langlés, positron emission
tomography) (114,115) per tal d’'intentar detectar els nivells d’AB cerebral en vida. Alguns
dels radiotragadors estudiats capagos d’unir-se a I'’AB fibril-lar, i aixi detectar-la, son el
[11C]-Pittsburgh Compound B (PiB) o el [18F]-Florbetapir (116—118). De fet, el PiB-PET
és capag de distingir entre HIC d’origen hipertensiu amb HICs relacionades amb I'AAC
(116). Tot i aixi, aquestes técniques d’imatge encara no sén prou especifiques com per
poder fer un diagnostic diferencial entre 'AAC i la MA, ja que no s6n capaces de
diferenciar 'Ap vascular del parenquimatés (114,119). De fet, en un article recent, no
s’ha trobat cap associacio entre els nivells de retencié de PiB cortical i la preséncia ’AAC

observada histopatologicament, mentre que si que s’associava als nivells de plaques AB
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(120), posant en dubte la possible unié d’aquests radiotragadors d’amiloide als diposits
estrictament vasculars en pacients d’AAC asimptomatica. Amb tot aixo, la necessitat de
trobar un radiotragador especific d’AAC segueix sent una prioritat. S’han descrit 2
compostos que s’uneixen preferentment a 'AB vascular in vivo en models de ratoli, un
analeg de la resorufina (121) i un analeg del Congo red (122), compostos que s’utilitzen
per detectar I'AB en histopatologia. De totes maneres, aquests compostos només s’han
descrit en un estudi cadascun i s’haurien d’estudiar en més profunditat en altres models

animals i en humans.

2.5.2 Marcadors bioquimics d’AAC

Una bona opci6 per estudiar la malaltia seria I'is de marcadors bioquimics que es puguin
detectar i mesurar en fluids periférics com ara plasma/serum o liquid cefalorraquidi
(LCR), tot i que actualment no n’hi ha cap que es pugui utilitzar pel diagnostic de 'AAC.
L‘Us de biomarcadors per aconseguir un diagnostic més precis i diferencial és essencial
per tal de poder monitoritzar futurs tractaments per 'AAC en assajos clinics. A més, seria
molt interessant tenir marcadors per fer un seguiment de la malaltia per tal de poder
predir el pronostic dels pacients que han patit una HIC associada a AAC, sobretot pel

que fa a recurréncia d’HIC i 'aparicié de deteriorament cognitiu.

Els biomarcadors més descrits i validats per TAAC son AR i AB42, que es troben
disminuits al LCR respecte controls sans (123). Concretament, els nivells d’AB42 es
troben disminuit al LCR tant de pacients amb MA com AAC; mentre que els nivells d’AB4o
estan especificament reduits en pacients amb AAC en comparacié amb pacients de MA
i controls sans (124-128). A més, recentment s’ha descrit que els pacients amb AAC
presenten un perfil de biomarcadors especific al LCR on apart d’ABa42 i ABa4o, altres péptids
d’AB com Afass, i SAPPf estan especificament reduits, cosa que no succeeix en pacients
amb MA (123). A més, els nivells totals de tau i tau fosforilada al LCR de pacients amb
AAC son inferiors que en pacients amb MA perd per sobre de controls (124,126). Apart
de les proteines tipiques de la fisiopatologia de la B-amiloidosi, recentment s’estan
proposant altres biomarcadors que es poden detectar en LCR. Un estudi recent va
proposar menors nivells d’apolipoproteina D al LCR com a potencial biomarcador per
'AAC (129). També s’han descrit nivells elevats al LCR de pacients d’AAC de l'activador
del plasminogen tipus uroquinasa (uPA) (130). A més, el nostre grup va descriure

recentment una reduccié dels nivells de lactaderina o MFGE-8 (de I'anglés, Milk fat
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globule-EGF factor 8 protein) al LCR de pacients d’AAC, també comparant-los amb
pacients de MA i controls sans (131). Sorprenentment, els nivells de PDGFRp (de
I'anglés, platelet-derived growth factor receptor-B) que s’ha proposat com a marcador de
disrupcio de la BHE, no s’han vist alterats en pacients amb AAC (132). En un altre estudi
publicat el 2021, van observar que el LCR de pacients amb AAC tenia alteracions
metal-lomiques, amb nivells més elevats de ferro, ferritina, niquel i cobalt en pacients
d’AAC respecte mostres de pacients de MA (133). Tot i que aquests estudis sén molt
prometedors, cal recalcar que I'is de LCR com a biomarcador és complicat degut a que
I'obtenci6 de LCR és una técnica invasiva i amb poca accessibilitat per poder fer
investigacié. En aquest sentit, I's de marcadors en sang suposaria un gran aveng a
nivell de la practica clinica. Tot i que encara no s’han descrit biomarcadors en plasma
que puguin diferenciar o predir 'AAC, diferents grups d’investigacié estan treballant
actualment en aquesta direccid. Els resultats referents a nivells d’AB4o i AB42 en plasma
de pacients d’AAC son diversos i no es repliquen en diferents grups (134,135), tot i que
darrerament sembla que es confirma que nivells plasmatics d’ABso detectats amb
métodes d’alta sensibilitat estan elevats en pacients que presenten AAC segons els
criteris modificats de Boston, respecte una cohort de controls sans i amb MA (136). En
general, hi ha pocs estudis sobre possibles biomarcadors per a ’'AAC en fluids periférics,
i els gque hi ha estan basats en un ndmero limitat de casos. Més estudis validant aquestes
troballes en cohorts de pacients més grans a nivell multicéntric segueixen sent

necessaris per poder considerar possibles nous biomarcadors.

2.5.3 Factors genétics associats a 'AAC

Tot i que és poc freqlient, hi ha diverses formes familiars d’AAC que presenten un patro
hereditari autosomic i poden estar causades per diferents mutacions. Les formes
familiars solen desenvolupar-se a una edat més primerenca (<55 anys) i presentar una
simptomatologia més severa (7,137). La majoria de formes d’AAC familiar son degudes
a mutacions al gen que codifica per la PPA, sent la més descrita la mutacié holandesa
(E693Q) que genera una major acumulacié d’AB a la cerebrovasculatura i els simptomes
clinics principals sén HICs lobars recurrents i deméncia d’inici primerenc (138,139).
Altres mutacions al gen PPA que causen AAC familiar sén la mutaci6 italiana (E693K),
l'artica (E693G), la flamenca (A692G) i la de lowa (D694N) tenint com a simptomatologia
principal HICs lobars (140-143). Apart, mutacions que causen MA familiar als gens de
la PS1iPS2, també afavoreixen I'apariciéo d’AAC (144,145).
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La descoberta genetica més important pel que fa a 'AAC esporadica és I'associacié de
la patologia amb els polimorfismes del gen APOE, I' APOEe4 i APOEe2 (44,146). La
preséncia d’APOEe4 es considera el major factor de risc per TAAC esporadica (147),
sent també un factor de risc per 'AAC de tipus 1 o capil-lar (7,147). A més, APOEe4 esta
especificament associada a HICs i microsagnats amb localitzacié lobar i no en zones
profundes del cervell, trets caracteristics de 'AAC (148,149). El polimorfisme APOEe2,
tot i que no esta especificament associat amb més severitat de I'amiloidosi com a tal, si
gue s’associa a canvis vasculars més severs i a la preséncia i recurréncia d’'HIC deguda
a 'AAC (150). En aquest sentit, en un estudi previ del nostre grup vam observar que
pacients amb confirmacié patologica d’AAC que havien patit una HIC eren portadors
d’APOEe2 més freqientment que pacients amb AAC sense HIC (151) validant resultats
observats préviament (152). A més, en aquest estudi vam observar que el genotip
APOEEe4 estava més representat en pacients amb AAC tipus 1, mentre que 'APOEe2 es
trobava de forma més frequient en pacients amb AAC tipus 2 (151), confirmant també

estudis anteriors (29,46).

Un tipus de variant genética molt estudiada sén els polimorfismes de nucleotids simples
(SNPs, de l'angles, single nucleotide polymorphisms) que consisteixen en variacions
genetiques d’'un sol nucledtid pertanyents a un gen. Per tal de poder-se considerar com
a SNP, cal que es trobin almenys en un 1% de la poblaci6é. Aquesta mutacié d’un sol
nucleotid sol referir-se com a al-lel minoritari i pot tenir un efecte protector, de risc o no
tenir efecte en diferents patologies i processos fisologics. La nomencatura associada als
SNPs és l'identificador (rs + un numero) més I'al-lel minoritari en paréntesi (adenina (A),
timina (T), citosina (C) o guanina (G)). En aquest sentit, apart d’APOE, s’han descrit
altres gens associats amb I'AAC esporadica. Un SNP del gen del receptor del
complement 1 (CR1, de l'anglés, complement receptor 1) s’ha associat a una major
severitat vascular d’acumulacié d’AB, observada histopatoldgicament, aixi com a un
maijor risc i recurréncia d’'HIC associada a I’'AAC (153). En aquest sentit, SNPsen el gen
que codifica per I'enzim convertidora de angiotensina (ACE, de I'anglés, angiotensin-
converting enzyme) també s’han associat a recurréncia d’'HIC associada a 'AAC (154).
A nivell histopatologic, un estudi de Mékela et al. (2018) va descriure com diferents
mutacions esporadiques en els gens CASS4, CLU i ZCWPW1 s’associaven amb la
preséncia d’AAC i en els gens TREM2 i HLA-DRB5 amb la preséncia d’AAC capil-lar en
una cohort de MA (155) Per altra banda, el nostre grup préviament va realitzar un estudi
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sobre SNPs del gen CLU que codifica per 'ApoJ en una cohort amb AAC. En aquest
estudi, vam observar que els SNPs de CLU rs11136000, rs1532278 i rs7012010 estaven
associats a hiperintensitats de substancia blanca, i dos d’aquests SNPs (rs11136000 i
rs1532278) a microsagnats corticals en una cohort amb sospita clinica d’AAC possible

o probable segons els criteris de Boston 1.5 (156).

Per finalitzar, les persones amb Sindrome de Down també solen desenvolupar AAC,
amb la majoria de pacients sent positius per AAC als 50 anys en estudis histopatoldgics,
i alguns d’ells desenvolupant HIC associades a I'AAC (157,158). Explicarem més detalls

sobre 'afectacio de la Sindrome de Down en la B-amiloidosi cerebral més endavant.

3. Malaltia d’Alzheimer (MA)
3.1 Aspectes clinics de la MA

La MA és la causa més comuna de demeéncia en la poblacié anciana a nivell mundial
(159,160). Es caracteritza per ser un procés neurodegenaratiu progressiu del sistema
nervios central. La simptomatologia principal és un declivi de la funcié cognitiva i
funcional que acaba resultant en la mort del pacient (161). La disfuncié cognitiva es
presenta amb alteracions a la memoria, conducta, comprensid, llenguatge i raonament
(31,162). El principal factor de risc és I'edat, havent-hi una prevalenca del 17% en
poblacions de 80 a 84 anys i fins al 30% en poblacions majors de 90 anys (162,163).
Apart, la prevalenca de la MA és major en dones que en homes (163). Altres factors de
risc associats a la malaltia de I'Alzheimer sén diabetis de tipus 2, dislipémia, obesitat,
malalties cardiovasculars i fumar, entre d’altres (160). Donat que I'esperanga de vida
esta augmentant, s’espera que la prevalencga de I'Alzheimer sigui cada cop més elevada,
estimant-se que es dupliqui pel 2040 en comparacié amb la del 2011, generant grans

costos socials i economics (162,164).

La MA es classifica en 3 etapes d’evolucio: una etapa preclinica asimptomatica que dura
entre 15 i 20 anys, una etapa amb [linici dels simptomes presentant-se com
deteriorament cognitiu lleu, i una fase final de deméncia amb simptomatologia més
severa que sol durar uns 7-10 anys fins la mort del pacient (165). Inicialment els
simptomes de deteriorament cognitiu es caracteritzen per una pérdua de memoria a curt

termini que va progressant a alteracions del llenguatge i afectacions a funcions
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executives. A partir de I'etapa intermédia és comu patir simptomes neuropsiquiatrics com
l'apatia, aillament social i psicosi. En etapes més tardanes de la malaltia també
apareixen alteracions en la memoria remota. Tota la simptomatologia comentada va

empitjorant fins a arribar a la dependéncia total del pacient (161,166).

3.2 Fisiopatologia de la MA

En el cervell dels pacients de MA es troba una acumulacié d’AB al parenquima formant
plaques neuritiques extracel-lulars, alhora que cabdells neurofibril-lars. Aquests trets
patologics acaben portant a una pérdua sinaptica, activacié de microglia i astrocits i
finalment una pérdua neuronal progressiva (165,167). La hipotesi més acceptada sobre
l'inici patologic de la MA és la hipotesi de la cascada amiloide, que descriu com el diposit
d’AB és el primer que ocorre i el principal detonant de la MA. Aquesta hipotesi esta
fonamentada en el fet que la I'alteracié en gens que codifiquen per proteines que
intervenen en la produccié d’AB, com el PPA o PSEN1/2, causen I'aparicié de MA en
edats molt primerenques en casos familiars o en el Sindrome de Down (168,169). De
fet, s’ha descrit que 'AB comenga a dipositar-se en cervell fins a 15-20 anys abans de
l'inici de la simptomatologia de la MA (165). Tot i aixi, 'acumulacié d’Af no correlaciona
completament amb els simptomes cognitius i de neurodegenaracio, que correlacionen
millor amb els cabdells neurofibril-lars de tau (170-172). En aquest sentit, la hipotesi de
cascada amiloide esta sent continuament revisada, proposant-se que I'AB, tau, i altres
mecanismes fisiopatoldgics, com la inflamaci6, interactuen entre ells desenvolupant la
MA (173).

Igual que en el cas de I'AAC, en la MA hi ha una acumulacié de péptids AR que és
deguda a un desequilibri entre la seva produccié i eliminacié. Les plagues neuritiques
estan composades d’agregats d’AB extracel-lulars i insolubles, sent ’AB42 el component
majoritari. Hi ha dos tipus principals de plagues en la MA, les plaques difuses i les
plaques neuritigues que es poden observar a nivell histologic. Les plaques difuses
consisteixen en acumulacié d’Ap en forma esférica perd sense presentar un nucli dens
ni activacié de microglia i astrocits. Mentre que les plagques neuritiques si que presenten
un nucli molt dens i compacte d’Ap amb una espécie d’halo clar al seu voltant format per
neurites distrofiques positives per tau fosforilada (174,175) irodejades d’astrocits i
microglia activada (161). La preséncia de plaques neuritiques es va estenent seguint un

patr6 regional definit per Thal et al (176). De manera resumida, les plaques neuritiques
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comencen a dipositar-se al neocortex. Seguidament, s’estenen cap a I’hipocamp i cortex
entorrinal. En la seglient fase, apareixen plaques també a l'estriat i finalment, podrien
arribar al tronc de I'encéfal, talem i cerebel (176). A mesura que la malaltia avanga, els
cervells presenten perdua de la densitat sinaptica amb engrandiment dels ventricles i

atrofia cortical que s’associa clinicament al deteriorament cognitiu (177,178).

L’altra caracteristica histopatologica determinant de la malaltia d’Alzheimer sén els
cabdells neurofibril-lars. Aquests s6n uns agregats intracel-lulars de la proteina tau
hiperfosforilada insoluble que formen uns filaments helicoidals, visualment semblants a
cabdells. En la MA aquests cabdells es solen trobar a I'interior de neurones piramidals
del cortex i hipocamp i es solen detectar en etapes posteriors que les plagues neuritiques
(165,179). En condicions fisiologiques la proteina tau és una proteina que promou la
polimeritzacié dels microtlbuls, mantenint la integritat cel-lular, transport axonal,
senyalitzacio cel-lular i les sinapsis. La fosforilacié de tau és un procés fisiologic, aquest
procés esdevé patologic quan hi ha una fosforilaci6 excessiva, portant a una
hiperfosforilacié de la proteina que la converteix en insoluble i promou la seva agregacio
(180,181). A més, tau hiperfosforilada és incapa¢ de fer la seva funcid, dificultant
I'acoblament dels microtubuls i fent-los més inestables. Aixo altera el transport axonal,
aixi com la senyalitzacio cel-lular i les sinapsis, portant finalment a una disfuncié i mort
neuronal (165,182). En la MA, hi ha una extensid dels cabdells neurofibril-lars de tau per
les diferents zones del cervell seguint un mateix patré. Les etapes d’aquests procés van
ser definides per Braak et al., al 1995 (183) i en sén 6: a l'inici de la patologia, en les
etapes | i Il hi ha alteracions en la regi6é transentorrinal, seguidament progressa a les
etapes IlI-IV on hi ha una afectacié severa de les regions entorrinal, transentorrinal i

hipocamp; i finalment en les etapes V i VI s’arriba a una alteracié neocortical (183).

3.3 Diagnostic de la MA

Pel diagnostic de la MA s’utilitzen les guies del NIA-AA (de I'anglés, National Institue of
Aging and Alzheimer’s Association) per un diagnostic clinic (NIA-AA 2011, (184)) i per
un diagnostic neuropatologic o definitiu (NIA-AA 2012, (185)). A nivell clinic, el diagnostic
de demencia probablement deguda a la MA es basa en la preséncia de deteriorament
funcional, perfil clinic amnésic i déficit cognitiu, que s’avaluen mitjangant la memoria,
I'aprenentatge i les funcions executives i visuals (161,184,186). Igual que en 'AAC, per

fer el diagnostic definitiu és necessari un examen histopatologic de teixit cerebral, que
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es fa de manera post-mortem seguint els criteris ABC descrits a les guies NIA-AA 2012
(185). Aquests criteris estan basats en 3 escales: la primera (A) les fases de Thal que
graduen la distribucié anatomica de les plaques AB (176), la segona (B) els estadis de
Braak que graduen la distribucio dels diposits de tau fosforilada (187), i la tercera (C)
'escala CERAD (de I'anglés, Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease)
que gradua la densitat de plaques neuritiques, essent una avaluacié semi-quantitativa
de les plaques neuritiques en el cortex frontal parietal i temporal a 100x augments (188).
A partir d’'aquests 3 sistemes de graduacié s’obté una puntuacié que classifica la

probabilitat d’haver patit MA com a baixa, mitjana o alta (185).

3.4 Tractament de la MA

Actualment no hi ha cap farmac que reverteixi la malaltia de I'’Alzheimer, pero si que hi
ha farmacs que pretenen modular I'accié dels neurotransmissors acetilcolina i glutamat,
implicats en processos de memoria i aprenentatge, per tal de poder alentir els simptomes
de la malaltia. Aquests farmacs serien el Donezepil, la Rivastigmina i la Galantamina,
que soOn inhibidors de I'acetilcolinesterasa, i la Memantina, antagonista del receptor N-
metil-D-aspartat (189). Actualment, la recerca pel que fa a tractaments de MA esta
enfocada en dianes terapéutiques que aconsegueixin modificar o revertir la malaltia. Hi
ha diferents enfocaments que s’estan estudiant: inhibidors de y- i B-secreteases (190) i
d’hiperactivitat neuronal, aixi com la immunitzacid, tant passiva (anticossos contra
diferents fragments d’AB i tau) com activa (vacunes contra AB) (191-193). Apart dels
tractaments farmacologics, també estan en estudi tractaments basats en la

neuroestimulacié en arees especifiques del cervell afectades per la patologia (194).

Els estudis que estan més avancats i tenen més interés actualment es basen sobretot
en la immunitzacio passiva, amb anticossos contra diferents formes d’agregats d’AB, els
quals s’ha demostrat que activen la resposta immunologica i disminueixen la carrega
amiloide al cervell, la neuroinflamacié i promouen fins i tot una millora cognitiva
(191,195-197). Al 2021, la FDA (en angles, Food and Drug Administration) va aprovar
el primer farmac modulador de la MA, 'Aducanumab (amb nom comercial d’Aduhelm,
Biogen/Eisai), que és un anticos monoclonal contra AR (191,195,197). Tot i aixi, es va
descriure que aquest farmac tenia una eficacia limitada i al 2022 'EMA (de l'anglés,
European Medicines Agency) va rebutjar I'aprovacié d’Aducanumab pel seu Us a Europa,

argumentant que no hi ha prou probes cientifiques que indiquin que seria un bon
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tractament per la MA. Actualment s’estan reclutant pacients per fer un altre assaig clinic
amb Aducanumab en participants amb MA primerenca (NCT05310071). Recentment, al
novembre del 2022 s’ha acabat la fase lll de I'assaig clinic amb Lecanemab (amb nom
comercial Legembi, Biogen/Eisai), un anticos monoclonal contra protofibril-les d’AB i al
gener del 2023 la FDA n’ha aprovat el seu Us als Estats Units. L’estudi ha demostrat un
alentiment del deteriorament cognitiu de manera moderada pero significatiu
estadisticament (198). En els assaigs clinics duts a terme fins al moment, una de les
preocupacions relacionades amb la immunitat passiva s6n les anomalies que es
detecten en la RMN en els cervells de pacients que han rebut els anticossos contra AR,
les anomenades ARIA (de I'anglés, amyloid-related imaging abnormalities). Aquestes es
poden presentar de dues formes: acompanyades d'edema (ARIA-E) o de
microhemorragies i SSc (ARIA-H). S’ha observat que I'aparicié de les ARIA son dosi-
dependents i que podrien ser degudes a la mobilitzacié de I'AB des del parénquima als
vasos sanguinis cerebrals (199-201). Cal destacar que no s’ha demostrat que les ARIA
siguin simptomatiques, i de fet, en molts casos son transitories. De totes maneres,
segueix sent prevalent la preocupacié sobre els possibles danys cerebrovasculars
causats per aquest tipus de tractament en la MA, els quals podrien indirectament causar
un augment de I'AAC, la inflamacié perivascular i el deteriorament de l'aclariment

perivascular (2).

3.5 Marcadors de MA

Actualment disposem de biomarcadors que poden aportar informacié sobre el punt en
qué es troba la malaltia i ser utilitzats com a suport al diagnostic. Aquests marcadors
poden ser de neuroimatge o bioquimics. Per altra banda també hi ha factors genétics
associats a la MA

3.5.1 Marcadors de neuroimatge de la MA

El marcador de neuroimatge més acceptat per la malaltia de I'Alzheimer és el FDG-PET
que representa I'activitat neuronal local. En el cas de malalties neurodegeneratives, es
veu una disminucié de la senyal de FDG-PET cerebral, indicant una péerdua de funcio
neuronal. A més, aquesta disminucid de senyal segueix patrons diferents segons la
malaltia, sent diferencial en el cas de la MA amb un hipometabolisme temporoparietal i
utilitzant-se com una prova de suport diagnostic (202-205). Un altre marcador de

neuroimatge per estudiar el dany neuronal és I'atrofia hipocampal i parietal observada a
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través de RMN (161,205). A més, els cervells dels pacients amb MA també presenten
atrofia cortical amb dilatacié i engrandiment dels ventricles, i una disminucié del volum
gue es pot detectar per RMN (205). Per altra banda, els pacients de MA solen patir
malaltia cerebrovascular aixi que també es comu trobar microinfarts corticals, infarts
lacunars en els ganglis basals i desmielinitzacié de la substancia blanca periventricular
(206).

Tot i que no s'utilitzen de forma rutinaria, els PET d’amiloide permeten confirmar la
preséncia d’amiloide fibril-lar al cervell. Com hem comentat préviament hi ha diferents
radiotragadors capagos de detectar AR fibril-lar, tals com Amyvid (*8F-Flobetapir),
Neuraceq (‘8F-Floretaben) i Vizamyl (*8F-Flutemetamol)) aprovats per la FDA i TEMA
(205). De totes maneres, aquests tests serveixen per descartar un diagnostic de MA en
cas que siguin negatius, pero no es poden utilitzar per confirmar un diagnostic de MA.
Un altre marcador de neuroimatge que esta guanyant molta rellevancia els dltims anys
consisteix en PET de tau, i la FDA va aprovar al 2020 el radiotracador Tauvid (18F-
flortaucipir) per detectar la preséncia de patologia de tau en pacients amb sospita de MA
(207,208).

3.5.2 Marcadors bioquimics de la MA

Pel que fa a biomarcadors bioguimics en el camp de la MA els marcadors clau descrits
fins ara es troben al LCR. En concret, nivells disminuits d’AB4z (fins a un 50%) i elevats
de tau hiperfosforilada (duplicats) i de tau total sén els marcadors més acceptats per un
diagnostic diferencial de MA (161,209). Més recentment, s’estan estudiant altres
biomarcadors en LCR que semblen que també tindrien un valor predictiu per la MA, tals
com altres fragments d’AB, tau fosforilada (p-tau) en diferents residus (p-tau217, p-231,
p-taul8l), i altres proteines relacionades amb dany neuronal i disfuncié vascular (210),
com per exemple VILIP-1 (de I'anglés, Visinin like protein 1) (211), SNAP-25 (de I'anglés,
Synaptosomal-Associated Protein, 25kDa) (212), SYT-1 (Sinaptotagmina-1, de I'anglés,
synaptotagmin-1) (213,214), GAP-43 (de I'anglés, Growth Associated Protein 43) (215),
B-sinucleina (216) i NGRN (neurogranina) (217).

A part dels marcadors en LCR més estandarditzats, durant els Gltims anys hi ha hagut
un gran interés en I'estudi de biomarcadors en sang especifics de MA. Aquests estudis

han donat lloc a resultats molt prometedors, els quals han descrit com la ratio AB42/40 al
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plasma esta disminuida en pacients amb MA, i de fet, combinada amb edat i genotip
APOEe4 és capac de fer un bon diagnostic de la MA (218,219). A més, també hi ha molts
estudis que associen els nivells plasmatics de diferents molécules en sang amb la MA
(210,220), com per exemple: tau total, tau fosforilada en diferents residus (p-tau217, p-
taul81) (221,222) i la ratio del péptid de la PPA APP(669-711)/AB42 (223). També hi ha
marcadors en sang associats amb malalties del sistema nerviés central, que tot i que no
ser especifics per la MA, es veuen alterats en aquesta (210,220), com NfL (de I'anglés,
neurofilament light chain) associat a neurodegenaracié (224) i GFAP (proteina acida
fibril-lar glial) associada a dany astrocitic (225). Altres marcadors que estan guanyant
importancia s6n marcadors de neuroinflamacié com YKL-40 també anomenada CHI3L1
(de 'anglés, Chitinase-3-like protein 1), sTREM2 (de I'anglés, soluble triggering receptor
expressed on myeloid cells 2) i MCP-1 (proteina quimiotactica de monaocits), que es
troben augmentats tant en plasma com en LCR de pacients amb MA (210). També hi ha
molts estudis sobre microRNA (miRNA) en sang aixi com el contingut de vesicules
extracel-lulars com exosomes, perd aquests estudis encara s6n molt primerencs i
segueixen sent necessaris protocols per homogeneitzar els resultats (220). La
investigacié sobre biomarcadors per la MA esta en constant evolucid, generant moltes

esperances en la millora del diagnostic de manera no invasiva en un futur proper.

En resum, podem dir que diferents biomarcadors ens permeten detectar la preséncia de
MA en fases precliniques (Figura 7). Aixi, en els primers estadis de la malaltia es poden
detectar canvis dels nivells d’AB en el LCR, seguit de positivitat per PET d’amiloide
(186,226). Seguidament es pot detectar un augment de tau hiperfosforilada al LCR,
seguit de marcadors de dany neuronal com fluorodesoxiglucosa (FDG)-PET i atrofia per
RMN. Tots aquests marcadors sén detectables abans de l'aparicid dels simptomes
(227). L’us d’aquests biomarcadors per un diagnostic preco¢ d’AD es va proposar al 2018
per Jack et al., on definien 'AD des d’un punt de vista bioldgic que comenga 10-15 anys

abans de l'inici dels simptomes (205).
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Figura 7. Evoluci6 de la detecci6 de biomarcadors en la progressié de la malaltia d’Alzheimer. Adaptada de

Soria Lopez et al., (161).

3.3.3 Factors genétics associats a la MA

La gran majoria de casos de MA (més del 95%) sén esporadics i ocorren després dels
65 anys, anomenat clinicament malaltia d’Alzheimer d’inici tarda o esporadica. Pero
també existeixen casos de MA familiar on la MA és deguda a una mutacié genética
hereditaria i la seva simptomatologia comenca entre els 30 i 50 anys, sent coneguda
com malaltia d’Alzheimer d’inici primerenc o familiar. Entre el 5-10% dels pacients
afectats per I'Alzheimer familiar tenen mutacions en els gens PPA, PS1iPS2, involucrats
en la produccié d’AB (228). Hi ha altres variants genétiques que augmenten el risc de
patir MA familiar com en el gen TREM2 expressat per microglia (229). A més la Sindrome
de Down, causada per una trisomia del cromosoma 21 també causa [3-amiloidosi
cerebral generant MA amb un fenotip molt semblant a I'esporadica, perd a edats més
primerenques (169). Aixo és degut a que el gen que codifica per la PPA es troba al
cromosoma 21 i la trisomia causa una sobreexpressié d’aquest gen (169). Les persones
amb Sindrome de Down desenvolupen caracteristiques neuropatologiques de MA amb
plaques neuritiques i cabdells neurofibril-lars de tau a partir dels 40 anys, quan
comencen a desenvolupar també els simptomes de deméncia, que augmenta de forma
exponencial (230,231). El gen APOE, en concret I'al-lel APOEe4 és el principal factor de
risc genétic de la MA esporadica (161,232) mentre que I'al-lel APOEe2 es considera

protector per la MA, com es discutira més endavant (233,234).
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Per altra banda, s’han dut a terme estudis d’associacié gendmica (GWAS, de I'angles,
genomic wide association study), per identificar gens relacionats amb la MA.
Concretament, els GWAS sén un tipus d’estudi genétic observacional on s’estudia
I'associacié de variants genétiques de tot el genoma amb una condicio concreta. A més,
de forma general, les variants genétiques estudiades als GWAS solen ser SNPs. En
aquesta tesi doctoral ens hem centrat en els resultats d’'un estudi GWAS dut a terme per
Lambert et al., al 2013 on trobaven una série de SNPs relacionats amb el risc de patir
MA (235), i hem estudiat la seva relacié en pacients que han patit una HIC lobar amb
sospita clinica d’AAC. En aquests GWAS els gens que es van trobar relacionats amb la
MA eren: CLU, CR1, ABCA7, PICALM, BIN1, SORL1, PTK2B, EPHAL, CD33, CD2AP,
MS4A6A, HLA-DRB4-DRB1, TREM2 i TREML2. Apart, vam afegir el gen TREM1, que
també s’ha trobat associat amb la MA en altres estudis (236). Aquests gens s’han
associat a la MA per estar implicats en diferents vies: APOE, SORL1, ABCA7 i CLU en
metabolisme lipidic; CR1, CD33, MS4A, ABCA7, EPHAL, TREM2, TREM1, TREMLZ2,
HLA-DRB5/HLA-DRB1 i CLU en la resposta immunitaria; BIN1, CD2AP, PICALM,
EPHA1 i SORL1 en endocitosi i PTK2B en sinapsi hipocampal (236,237). Des
d’aleshores s’han dut a terme més estudis GWAS que han descrit nous loci associats a

la MA (238-240), tot i que encara esta en estudi la interpretacié d’aquests resultats (241).

4. Models animals de p-amiloidosi cerebral

Actualment hi ha diversos models animals de B-amiloidosi cerebral, sent els més
utilitzats ratolins transgénics que sobreexpressen gens humans amb mutacions
genétiques associades a les formes familiars de MA i AAC. La majoria de linies
transgéniques disponibles comercialment sén les que sobreexpressen els gens APP
(codifica la PPA) i PS1 (codifica la presenilina 1) amb mutacions que afavoreixen un

augment de la producci6 i el diposit de I'AB en cervell (242,243).

Cal tenir en compte que no tots els models de (-amiloidosi cerebral presenten
acumulaci6 d’AB de la mateixa forma, havent-hi models especifics de MA amb
acumulacio principalment parenquimatosa, models mixtes de MA i AAC que presenten
tant acumulacié parenquimatosa com vascular, i models d’AAC que només presenten
acumulaciéo d’A en vasos cerebrals. Un dels unics models de ratoli transgénic que
presenta AAC de manera exclusiva és el model APPDutch, que sobreexpressa el gen

APP amb la mutacié holandesa E693Q (244). Es molt rellevant tenir models especifics
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d’AAC per entendre millor la seva fisiopatologia, aixi com establir noves eines de
diagnostic i potencials tractaments especifics d’AAC. De totes maneres, segueix sent
essencial trobar nous models d’AAC ja que aquest model no presenta diposits vasculars
d’AB fins als 20-25 mesos d’edat, dificultant molt la investigacio (244). Altres tipus de
models que presenten AAC, tot i que també presenten acumulacié parenquimatosa son:
Tg-SwDI, APP/PS1, APP/Ld, ArcAB, Tg2576 i APP23 (245-247). De tots aquests
models, el model en el que hi ha més estudis pel que fa a la preséncia de microsagnats
cerebrals esporadics és el model APP23, el qual presenta microsagnats cerebrals al
cortex i talem entre els 20 i 28 mesos d’edat (247-249). En aquesta tesi doctoral, s’ha
seleccionat aquest model per tal de realitzar un estudi experimental en el context de
'AAC.

El model APP23 sobreexpressa la isoforma APP amb la doble mutacié sueca
(K670N/M671L) sota el promotor neuronal de ratoli Thy-1 i presenta acumulacié d’Ap al
parénquima i a la vasculatura, sent el primer model descrit ' AAC (250). El diposit I’AB
en aquest model és progressiu i va augmentant amb I'edat, apareixent primer les plaques
neuritiques d’amiloide, sobre els 6-9 mesos d’edat, i TAAC als vasos leptomeningics,
corticals i de I'hipocamp cap als 12 mesos d’edat (250,251). A diferéncia de la patologia
en els humans, aquest model també presenta acumulacié d’AB als vasos del talem en
edats molts avancades (al voltant dels 2 anys d’edat) (250). Es important destacar que
s’observa una progressié de I'acumulacié d’AB més rapida i major en femelles que en
mascles (252,253). El model APP23 ha estat molt estudiat i se sap que apart de
'acumulacié d’AB, també presenta neuroinflamacié amb activacié d’astrocits i microglia
al voltant de les plaques neuritiques, igual que s’ha descrit en la patologia humana
(253,254). Com hem comentat préviament, aquest model presenta microsagnats
cerebrals deguts a 'AAC (247-249). De fet, aix0 esta reforcat per un estudi del nostre
grup on vam descriure que el model APP23 presentava un nombre elevat de
microsagnats cerebrals als 20 mesos d’edat detectats per RMN, a diferéncia del model
transgénic 5XFAD que presenta Unicament acumulacié d’Af en forma de plaques (252).
Es de destacar que els ratolins APP23, apart de presentar microsagnats cerebrals al
cortex també en presenten al talem (247—249,252). A nivell de cognici6 i conducta, la
linia APP23 presenta déficits en la memoria espacial a partir dels 3 mesos d’edat que
augmenten de manera progressiva amb I'edat (255-258). A més, aquest model presenta

déficits cognitius (tasques d’alternancga i aprenentatge invertit), estrés, tigmotaxi (ansietat
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en ratolins), fragilitat i més mortalitat en edats avancades que ratolins salvatges (WT, de
'anglés, wild-type) (256—-258). Finalment, aquest model també és util per optimitzar
técniques de diagnostic de 'AAC, podent detectar-se AR amb el lligand PiB a través de
PET (259), i presentant nivells reduits d’AB42 i augmentats de tau al LCR d’animals d’edat
avancada (260).

5. Metabolisme lipidic en B-amiloidosi cerebral

El metabolisme lipidic és essencial pel sistema nerviés central (SNC), sent el cervell
I'drgan amb major quantitat de colesterol (=25% del colesterol total) del cos huma (261).
La major part d’aquest colesterol és colesterol no esterificat que es requereix per la
formacié de mielina per part dels oligodendrocits, necessaria per mantenir una bona
funcio sinaptica (262). Degut a la BHE, el metabolisme lipidic del cervell esta en principi
separat del metabolisme lipidic de la periféria, i el colesterol es sintetitza de novo al
cervell (263).

5.1 Lipoproteines

Les lipoproteines son molecules que consisteixen en el conjunt bioquimic compost per
lipids i proteines anomenades apolipoproteines. Les apolipoproteines tenen la capacitat
d’emulsionar fosfolipids permetent que es formin les lipoproteines que son esfériques
amb una capa externa de fosfolipids, colesterol no esterificat i apolipoproteines i un nucli
hidrofob compost de triglicerids i colesterol esterificat (264). A més, aixd permet que els
fosfolipids, triglicerids i colesterol siguin capagos de moure’s per un medi aqués, com
seria la sang. Hi ha diferents classes de lipoproteines, tipicament classificades segons
(264,265). Les principals lipoproteines sén HDL (de I'anglés, High Density Lipoprotein),
LDL (de l'anglés, Low Density Lipoprotein) i VLDL (de I'anglés, Very Low Density). La
densitat de les lipoproteines és inversament proporcional a la seva mida, ja que com
més petites son, més proporcié d’apolipoproteines tenen (HDL); i com més grans, més
proporcié de lipids (VLDL). Aixi, les HDL solen tenir una densitat de 1063-1250 mg/mL i
un diametre d’entre 8 i 12 nm i tenen molts pocs nivells de triglicérids i colesterol
esterificat i molta proporcié d’apolipoproteines sent les més abundants I'ApoA-l,
I'apolipoproteina A-1l (ApoA-I1) i 'ApoE. Les LDL tenen una densitat d’entre 1019-1063
mg/mL i un diametre de 18-35 nm, tenen nivells baixos de triglicérids pero nivells elevats

de colesterol esterificat i I'apolipoproteina més abundant és I'apolipoproteina B-100
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(ApoB-100). Finalment, les VLDL tenen una densitat d’entre 950 i 1006 mg/mL i una
mida d’entre 35 i 80 nm, i sén molt riques en lipids, sobretot en triglicérids, tenint menys
proporcié de colesterol esterificat; les apolipoproteines més comunes de les VLDL sén
ApoB-100, ApoE i Apolipoproteina C (ApoC) (Figura 8) (266—268).

Apolipoproteina  Col  ColE TG FL
am» ¢
B100

©

o - ”e 9
Al
¢ ¢ ¢

HDL LDL

VLDL

Figura 8. Representacié esquematica de les diferents lipoproteines. HDL: de I'anglés, High Density
Lipoprotein. LDL: de I'anglés, Low Density Lipoprotein. VLDL: de I'anglés, Very Low Density Lipoprotein. Col:
colesterol. ColE: colesterol esterificat. TG: triglicerid. FL: fosfolipid. Adaptada de Bricarello et al., (266).

La biosintesi de les lipoproteines es dona principalment al fetge, tot i que també pot
océrrer a l'intesti, generant quilomicrons que serien lipoproteines encara més grans i
menys denses que les VLDL (265). Es important tenir en compte que les lipoproteines
es poden subclassificar segons les seves propietats aterogéniques, sent pro-
aterogeniques (LDL, VLDL) o anti-aterogeniques (HDL). De forma general, les VLDL es
sintetitzen al fetge i transporten colesterol i triglicerids del fetge cap als teixits. Les VLDL
poden ser processades per la lipasa de lipoproteines (LPL) del muscul i teixit adipés que
eliminara triglicérids generant unes lipoproteines de densitat intermédia anomenades
IDL (de [l'anglés, Intermediate-Density lipoprotein). Les LDL so6n derivades del
metabolisme de les VLDL i IDL i son enriquides amb colesterol contenint menys
triglicérids (265). L’eliminacié de les VLD, IDL i LDL es fa al fetge a través del receptor
de LDL (LDLR) que reconeix tant ApoB-100 com ApoE i capta tant VLDL com IDL i LDL,

internalitzant-les i degradant-les als lisosomes. Per altra banda, les HDL soén
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sintetitzades al fetge i sén anti-aterogéniques per diversos motius. La funcié més
estudiada de les HDL és el transport revers del colesterol, que implica que transporten
el colesterol dels teixits periferics al fetge per promoure la seva eliminacié. Apart, també
presenten moltes altres propietats ja que s’ha descrit que poden ser anti-oxidants, anti-
inflamatories, anti-trombotiques i anti-apoptotiques (265,269). A més, els nivells de les
HDL sén claus per mantenir 'lhomeostasi del metabolisme lipidic i prevenir malalties
cardiovasculars (270). Les capacitats anti-aterogeniques i anti-inflamatories de les HDL
es duen a terme principalment per apolipoproteines i enzims com la paraoxonasa 1
(PON-1), lectin-colesterol aciltransferasa (LCAT) i la fosfolipasa A2 associada a les
lipoproteines (Lp-PLA2) (265,271,272).

Degut a la separaci6 entre el metabolisme lipidic periféric i cerebral, les lipoproteines i
apolipoproteines cerebrals es solen sintetitzar al propi cervell. En aquest sentit, astrocits
i microglia sintetitzen les apolipoproteines ApoE i ApoJ, que son les majoritaries al
cervell, i la biogénesi de lipoproteines cerebrals es fa a partir d’aquestes dues
apolipoproteines, sent principalment lipoproteines semblants a les HDL periferiques
(267,273,274). Malgrat que encara no es coneix del tot el rol de les lipoproteines al
cervell, se sap que tenen funcions importants pel que fa a regular la funcionalitat
neuronal, el balan¢ d’energia i el pes corporal (274). De totes maneres, cal tenir en
compte que una part de les HDL sén capaces de creuar la BHE, i que variacions en el

metabolisme lipidic periféric poden tenir un efecte en 'homeostasi cerebral.

Per altra banda, és important tenir en compte que, com que les lipoproteines son entitats
biologiques diverses i heterogenies (275), no només els seus nivells s6n importants, pero
també la seva composicio. En concret, les HDL tenen molta varietat en quant a la seva
composicié d’apolipoproteines i enzims, afectant a la seva funcionalitat (269). De manera
general les HDL es poden classificar en dues subfraccions, HDL2 i HDL3 segons la seva
densitat després d’ultracentrifugar, sent HDL3 les més denses (276) i la ratio HDL2/HDL3

s’ha associat amb sindrome metabdlic i fetge gras (277,278).

5.2 Relacié entre el metabolisme lipidic i la B-amiloidosi cerebral

Actualment es creu que el metabolisme lipidic i la B-amiloidosi cerebral estan
estretament relacionats per diferents motius. Primerament, es creu que hi ha una relacio
des del punt de vista clinic, on desordres del metabolisme lipidic com serien la diabetis

de tipus 2, dislipémia, arterioesclerosis, hipercolesterolémia i la obesitat sén considerats
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un factor de risc important per la MA o deteriorament cognitiu (160,279-281) i s’ha
proposat que dietes altes en greixos, glucosa i colesterol poden augmentar la incidéncia
de MA en edats avancades (282). En aquest sentit, una revisio sistematica de 25 estudis
va suggerir que la medicacié amb estatines, que redueixen els nivells lipidics periférics,
podria estar relacionada amb un menor risc de patir MA aixi com de disminuir la
progressié de la malaltia (283). A més, s’ha observat que nivells baixos de HDL estan
associats amb demencia (284) i nivells alts amb menys risc de patir la MA (285,286). En
aquest sentit, nivells baixos de HDL i alts de LDL s’han relacionat amb nivells més elevats
d’AB cerebrals detectats per PiB PET (279) i les HDL s’han proposat com a protectores
a nivell cerebrovascular en malalties associades al diposit cerebral d’AB (287). Apart dels
nivells, la composicio de les HDL també s’ha vist alterada en pacients amb MA i altres
tipus de demeéncia (288,289). Concretament, en un estudi només van observar canvis
en PON-1 de les HDL entre pacients amb MA i controls (288), mentre que en un altre
estudi més recent si que van observar varies alteracions en les HDL de pacients amb
MA, en concret, una ratio major de colesterol/ApoA-I i d’ApoD/ApoA-I i una menor ratio
d’ApoA-1l/ApoA-I i d’ApoE/ApoA-I que en mostres de participants control (289).

Per altra banda, esta ampliament demostrat que nivells baixos de colesterol total i en les
LDL i nivells alts de colesterol en les HDL estan associats amb una major probabilitat de
patir una HIC, simptoma principal de 'AAC (71,290,291). Aixi, nivells baixos de colesterol
LDL s’han associat a un volum d’HIC més gran i una resolucié més lenta de I'HIC, aixi
com a una major mortalitat de forma aguda després de I'HIC (292,293). A més, nivells
baixos totals de colesterol i alts de HDL s’han associat a la preséncia de microsagnats

cerebrals lobars, un dels trets caracteristics de 'AAC (294,295).

També cal recalcar que, com hem comentat, el genotip d’APOE és un dels factors
genétics més importants tant per la MA com I’AAC esporadiques. El gen d’APOE codifica
per I'apolipoproteina E (ApoE), una proteina amb un rol molt important en la regulacié
del metabolisme lipidic, com explicarem a continuacid. Apart d’APOE, diversos GWAS
han trobat SNPs de diferents gens relacionats amb la MA, alguns d’ells sent gens
involucrats en el metabolisme lipidic com SORL1, ABCA7, CLU, PLD3, APOC3i APOA1l
(235,296-298).

En models experimentals de ratolins de MA/AAC s’ha estudiat el paper del metabolisme

lipidic en la ocurréncia i progressié de la malaltia. Per exemple, s’ha descrit que en
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ratolins APP23 una dieta cronica rica en greixos augmenta la carrega amiloide i empitjora
els déficits de memoria espacial (299,300). També, s’ha descrit que ratolins APP23
deficients d’ABCA1, una proteina implicada amb la biogénesi de les HDL tant al fetge
com al cervell, presenten major acumulacié d’AB cerebral (301), i amb la sobreexpressio
d’ABCA1 disminueixen els nivells d’AB cerebral (21). Finalment, ratolins APP/PS1
deficients per I'apolipoproteina A-lI (ApoA-I) presenten una major carrega d’AAC i deéficit
de funcié cognitiva (302) mentre que la sobreexpressié d’aquesta proteina en el mateix

model s’ha associat a menys AAC i prevencio6 del deteriorament cognitiu (303).

5.2 Apolipoproteina E (ApoE)

L’ApoE és una glicoproteina de 36 KDa que s’expressa principalment al fetge i al cervell.
De fet, és I'apolipoproteina majoritaria del cervell, secretada per astrocits en condicions
fisiologiques i per microglia i en menys quantitat neurones en condicions patologiques
(304). L’ApoE esta implicada en la regulacié del metabolisme lipidic, processos de
neuroinflamacio, aixi com d’agregacié i aclariment d’AB, tot i que el seu rol en la -

amiloidosi encara no esta del tot esclarit, estant en procés d’investigacio constant (304).

El genotip dAPOE es considera el major factor de risc per patir la MA i AAC
esporadics. Hi ha 3 allels del gen APOE que canvien [Iexpressio dels
aminoacids 112 i 158 de la proteina afectant a la seva funcionalitat. La forma
majoritaria és APOEe3 (C112-R158), existint els al-lels alternatius d’APOE: €2
(C112-C158) i €4 (R112-R158) (305). Com hem comentat, lal-lel €4 es
relaciona amb un major risc de patir p-amiloidosi cerebral, tant MA com I'AAC i
AAC capil-lar (7,147,232). Més enlla de la seva associaci6 amb I'acumulacid
d’AB en cervell, l'al-lel ¢4 esta associat a HIC i microsagnats lobars (148,149).
Per altra banda, l'al-lel €2 es considera protector per la MA amb els portadors
de l'al'lel tenint una menor probabilitat de patir MA de manera dosi-dependent,
sent encara menor en portadors homozigots (e2/e2) (233,234,306). En aquest
sentit, s’ha descrit que portadors de lal-lel €2 que acaben desenvolupant MA,
ho fan a una edat més avancada (307) i amb canvis neuropatoldgics
(distribucié de plaques AR i de cabdells neurofibril-lars) més lleus (234). Cada
cop més evidéncies suggereixen que ApoEe2 és protector per la MA tant per
processos relacionats amb AP, com per exemple un millor aclariment, com per

mecanismes independents d’AB, com modulant la inflamacidé i sent un al-lel
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relacionat amb més longevitat de vida (308,309). Contrariament, ser portador
de lallel €2 en APOE és un factor de risc per patir HIC associada a 'AAC
(150). De fet, s’ha proposat que lal-lel ¢4 promou el dipdsit d’AB cerebral,
mentre que lal-lel €2 afavoreix la ruptura dels vasos amb AAC a partir de
canvis en aquests (2,31). A més, ha estat extensament descrit que lal-lel €2
augmenta de manera significativa els nivells totals d’ApoE en plasma, mentre
que lal'lel €4 els disminueix (156,310), en diferents cohorts, incloent pacients
amb MA (311) i amb AAC (156).

Pel que fa a les interaccions d’ApoE amb el péptid AB, el seu rol no esta del
tot clar. Hi ha diferents estudis amb models experimentals de [-amiloidosi
cerebral on es veu que l'eliminacié de l'expressio d’ApoE disminueix els nivells
d’Ap fibril-lar (24,312,313), perd alhora I'expressi6 dApoE humana també
disminueix els diposits i a més de forma dependent de la isoforma d’ApoE (g2,
€3 i €4) (24,314). De fet, es creu que aix0 és degut a que I'ApoE probablement
estigui involucrada tant en la formaci6 de les fibril-les d’AB com en el seu
aclariment. En aquest sentit, s’ha proposat que ApoE pot modular la sortida
d’AB a través de la BHE utilitzant el receptor LRP1 o la fagocitosi per part dels
astrocits amb el mateix receptor, sent menor el rendiment de la isoforma
ApoEed que €2 i €3 (315-319). A més, en un estudi recent han proposat un
tractament amb un anticos anti-ApoE que detecta de manera especifica
'ApoE codipositada amb I'AB cerebral amb [l'objectiu de segrestar i eliminar
'AB de forma indirecte, obtenint resultats molt prometedors en un model in
vivo (320). Actualment segueixen sent necessaries investigacions sobre ApoE
i B-amiloidosi cerebral ja que encara no s’ha arribat a un consens sobre la
implicacié6 de la modulacié dels seus nivells, tenint un paper molt complex en

la patologia.

A nivell cerebral, s’ha descrit ampliament que ApoE codiposita amb AR tant a
nivell parenquimatds com vascular, resultats validats també pel nostre grup
(151,321). En aquest estudi, es van observar nivells significativament més alts
de proteina ApoE als vasos corticals de pacients amb AAC que havien patit
una HIC (151). Pel que fa als nivells circulants d’ApoE, s’han descrit nivells
més baixos d’ApoE (322) en pacients amb MA, mentre que nivells més alts

d’ApoE en plasma s’han associat a una reduccié de la B-amiloidosi (323). A
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més, recentment s’ha descrit que pacients amb MA presenten nivells més
baixos d’ApoE en les HDL (289). En aquest sentit, nivells d’ApoE elevats es
consideren ateroprotectors i HDLs enriquides amb ApoE sén capaces de
disminuir la carrega d’AAC en un model in vitro de vasos sanguinis generats a

partir de bioenginyeria (324,325).

Tot i que s’ha investigat molt sobre el rol de I'ApoE en un context de -
amiloidosi cerebral, encara hi ha molts interrogants oberts. En aquesta tesi
doctoral ens hem centrat en estudiar la distribuci6 d’ApoE circulant de forma
liure o en les diferents lipoproteines en cohorts de MA i de pacients amb
sospita clinica d’AAC, per tal d’aportar més coneixement sobre el seu possible

paper en I'acumulacio i localitzacié de I'AB cerebral.
5.3 Apolipoproteina J (ApoJ)

L’Apod, també anomenada clusterina (Clu) és la segona apolipoproteina més
expressada al cervell, darrere dApoE. L'’ApoJ és una (licoproteina
multifuncional heterodimérica de 80 KDa. Es important recalcar que es troba
expressada de manera constitutiva a molts teixits i es pot trobar al plasma de
forma lliure (80%), i en HDL (20%), perd també en menor proporcié en LDL i
VLDL (326,327). Apart del seu rol en el transport lipidic (274), ApoJ té moltes
altres funcions, tals com modular la resposta immune (328), la supervivencia i

mort de cél-lules (327) i actuar com a xaperona fisiologica (329).

A nivell de genotip, quatre polimorfismes diferents de CLU, el gen que codifica
per Apod, s’han associat a la MA, concretament els SNPs: rs7012010 (C) i
rs9331888 (G) com a factors de risc per patir MA (327,330-332) i rs11136000
(T) irs9331896 (C) com a protectors de patir MA (327). Alguns SNPs de CLU,
s’han associat a I'expressid6 d’Apod, i de fet, la variant protectora rs11136000
(T) s’ha associat a major expressio d’ApoJ (332-335). En estudis post-mortem
de pacients amb [(-amiloidosi cerebral s’ha observat que hi ha una
colocalitzaci6 d’ApoJ amb AB cerebral, tant parenquimatés com vascular
(151,321,336-339), perd a més, s’han detectat complexes d’ApoJ-Ap al LCR i
en plasma, indicant també que podria tenir un paper important en [l'aclariment
del péptid amiloide del cervell (319,320). En termes de la proteina circulant,

s’han descrit nivells d’ApoJ elevats en el plasma de pacients amb MA
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(340,341) aixi com de pacients que han patit una HIC associada a I'AAC
(156), tot i que no en tots els estudis s’han vists aquestes diferéncies
(342,343). En aquest sentit, s’ha proposat que els nivells d’ApoJ en plasma
augmenten de manera dependent amb ledat com una resposta protectora
(344), entenent que el mateix podria passar en el cas de la MA i I'AAC. Pel
que fa al seu paper al LCR, en un estudi recent, s’ha descrit que pacients amb
deteriorament cognitiu tindrien uns nivells inferiors d’ApoJ en LCR (345). Els
mateixos autors de l'estudi proposen que la funcionalitat d’ApoJ en LCR seria
promoure la capacitat defluxi6 de colesterol de les HDL fent-les més
ateroprotectores (345). A més, també s’ha proposat que els nivells d’Apod al
LCR varien segons l'etapa clinica de la MA, estant disminuits en les primeres
etapes, i elevats en etapes més avancades on ja hi ha neurodegenaracio
(346), aquest augment dels nivells d’ApoJ en fases més avancades també es
podria interpretar com una resposta protectora. Pel que fa a la interaccio
d’ApoJ amb AR, se sap que aquesta pot prevenir la fibrol-logénesi (347-349) i
toxicitat (350) d’AB in vitro. Perd cal tenir en compte que el paper d’ApoJ en
lagregaci6 d’AB depén de manera molt sensible a la ratio dApoJ amb A
(350). S’ha descrit que ApodJ unida a AR pot interactuar amb el receptor LRP2
també anomenat megalina, promovent l'aclariment d’AB a través de la BHE
(315,336,351), de manera semblant al que fa ApoE quan s’uneix a LRP1
(315-319). A més, també es creu que Apod pot afavorir la fagocitosi d’AB per
part de la microglia unint-se al receptor TREM2 (352). Tal i com succeeix amb
ApoE, el rol d’ApoJ en la B-amiloidosi cerebral encara no esta del tot esclarit.
En models d’experimentacié6 animals de [-amiloidosi cerebral on s’elimina
lexpressi6 d’Apod transgénicament, s’han observat resultats contradictoris,
alguns en qué disminueix l'agregacié d’AB cerebral (353), altres on disminueix
la parenquimatosa perd augmenta la vascular (354) i en un estudi on utilitzen
un animal heterozigot per disminuir I'expressid6 d’ApoJ en astrocits fins i tot
augmenta la quantitat d’AB agregada al cervell (347,353,354). De fet, s’ha
descrit que tot i que [leliminacié de l'expressi6 de CLU en un model de B-
amiloidosi cerebral resulta en una disminucid de l'acumulacié d’AB, perd que
aquest efecte es perd amb l'edat (355). En canvi, els estudis que es basen en
augmentar els nivells d’Apod, tant a partir de tractament com amb models

transgénics, presenten resultats molt més homogenis, ressaltant una funci6
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protectora de I'ApoJ. Per exemple, en un estudi recent s’ha observat que la
sobreexpressié d’ApoJ en astrocits en un model de B-amiloidosi cerebral
disminuia la carrega d’AB (347). En aquest sentit, altres estudis on es tracta
amb ApoJ o péptids mimétics d’Apod, també s’ha vist una disminucié de Ia
carrega d’AB (356-358). De fet, el nostre grup va realitzar préviament un
estudi que es basava en administrar ApoJ recombinant humana (rhApoJ) per
via intravenosa a ratolins APP23 de mitjana edat (15 mesos) de forma
subcronica, el qual va permetre descriure com el tractament aconseguia reduir
els nivells d’AB depositats al cervell (359). Més concretament, el tractament
amb rhApoJ periférica reduia significativament els nivells cerebrals d’ABso i
AB42 insolubles, aixi com el nombre de plaques d’AB i la carrega d’AAC. Per
altra banda, l'administracié subcronica de rhApoJ va reduir la pérdua neuronal
hipocampal, disminuint la neurodegenaracié (359). Per dUltim, es va observar
que el tractament amb rhApoJ augmentava l'activitat fagocitica per part de la

microglia, sense induir un estat inflamatori cerebral generalitzat (359).

Degut als resultats prometedors sobre ApoJ descrits a la literatura i pel nostre
propi grup en un context de [-amiloidosi cerebral, en aquesta tesi hem
profunditzat en I'estudi de I'ApoJ i CLU en una cohort de pacients d’AAC, aixi

com en un model experimental de la malaltia.
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Objectius

La B-amiloidosi cerebral t¢ un impacte enorme en la societat actual, essent
l'angiopatia amiloide cerebral (AAC) la principal causa dhemorragia
intracerebral (HIC) lobar en poblacions dedat avangada i, la malaltia
d’Alzheimer (MA) la principal causa de deméncia a nivell mundial. L'AAC esta
caracteritzada per la preséncia de marcadors radiologics de malaltia de petit
vas detectats per ressonancia magnética nuclear (RMN). A nivell clinic, no
disposem de tractaments i segueixen faltant biomarcadors per I'AAC, fent
dificil el seu diagnostic i la predicci6 de I‘evolucid clinica. Actualment
existeixen evidéncies sobre la relacid6 entre el metabolisme lipidic periféric i
proteines circulants, com ApoE i ApoJ, amb la B-amiloidosi cerebral, tot i que
el seu paper segueix sent poc conegut. Aixi, els objectius generals d’aquesta
tesi es basen en entendre millor el paper del metabolisme lipidic periféeric en
un context de [(-amiloidosi cerebral, aixi com trobar possibles biomarcadors i

tractaments per 'AAC.

Les hipotesi de les que parteix aquesta tesi doctoral sén les segients:

- Nivells circulants d’ApoJ i ApoE i la seva distribuci6 en les diferents
lipoproteines estan associats amb [l'acumulacid i localitzaci6 de [I'AB
cerebral.

- Augmentar els nivells d’Apod circulants pot ser una estrategia terapéutica

per tractar o prevenir '’AAC.

Els objectius especifics d’aquesta tesi doctoral sén els segients:

1) Identificar possibles associacions entre marcadors genetics candidats i la
distribuci6 d’ApoJ i ApoE en lipoproteines plasmatiques amb ftrets
radiologics caracteristics de I'AAC detectats per RMN en una cohort de
pacients amb HIC lobar.

2) Determinar les possibles diferéencies en el perfil lipidic i la distribucié
d’Apod i ApoE en les lipoproteines circulants en plasma en pacients amb
AAC, MA i controls.

3) Dur a terme un estudi pre-clinic per determinar l'efecte d’ApoJ recombinant
administrada periféericament en un model de ratoli transgénic de -
amiloidosi cerebral, centrant-nos en [limpacte cerebrovascular analitzant el

namero de microhemorragies cerebrals per RMN.
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1. Estudis clinics

1.1 Poblacions d’estudi
1.1.1 Pacients amb sospita clinica ’AAC

La cohort consistia de 126 pacients que havien patit com a minim una
hemorragia intracerebral (HIC) lobar i tenien sospita clinica d’AAC. Aquests
pacients es van reclutar en una visita de seguiment en un estudi multicéntric
on van participar 11 hospitals d’Espanya: Hospital Universitari Vall d’Hebron,
Hospital Universitario Cruces, Hospital Universitari Son Espases, Hospital
Universitario de  Donostia, Hospital Universitari de  Bellvitge, Hospital
Universitario Ramén y Cajal, Hospital Universitario Virgen del Rocio, Hospital
Clinico Universitario de Valldolid, Hospital Universitario Virgen de Macarena,
Hospital Universitari de la Santa Creu i Sant Pau i Hospital Universitari Arnau
de Vilanova de Lleida. Tots els pacients eren majors de 55 anys i es van
excloure els pacients amb HIC profunda simptomatica i els tractats amb
terapies anticoagulants. Tots els pacients van proporcionar un consentiment

informat firmat abans de la inclusié a I'estudi.

La informacié obtinguda d’aquesta cohort consistia en: data de reclutament,
data de I'HIC, caracteristiques demografiques com el sexe i l'edat, i factors de
risc vascular rellevants com la hipertensi6 arterial (HTA), diabetis mellitus
(DM) i dislipémia (DL); aixi com medicacid i estat cognitiu. A més, es va
obtenir una mostra de sang de tots els pacients en una visita de seguiment.
En la majoria d’aquests pacients (n=118, 96%) es va obtenir informaci6 de la

ressonancia magnética nuclear (RMN) de seguiment.

A partir d’'aquesta poblacié es van poder dur a terme I'objectiu 1i 2 (Figura 10). Pel primer
objectiu (estudi 1) es van estudiar tots els pacients pel que fa a caracteristiques
genetiques (n=126) i radiologiques (n=118) i un subgrup de 60 pacients per estudiar els
marcadors plasmatics. D’aquest subgrup es van seleccionar 51 pacients amb diagnostic

d’AAC segons els criteris de Boston 1.5 i sense deméncia pel segon objectiu (estudi 2).

L’estudi va ser aprovat pel comité étic d’investigacid6 de I'Hospital Universitari Vall

d’Hebron, Barcelona, Espanya (PR(AG)326/2014) i tenia I'aprovacié dels comités étics
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de tots els centres participants. L’estudi es va dur a terme seguint la declaracié de

Helsinki.

1.1.2 Pacients amb MA

La cohort de pacients amb MA consistia en 60 pacients que presentaven MA
probable segons el criteri NIA-AA (360). Tots els pacients presentaven
deméncia de lleu a moderada segons el MMSE (de l'anglés, mini-mental state
examination) (361) amb una mitia de 18+4. Cap dels pacients presentava
historia d’ictus, ni isquémic ni hemorragic. Tots els pacients amb MA van ser
reclutats a [I'Hospital Universitari Vall d’Hebron i van proporcionar un

consentiment informat firmat abans de la inclusié a I'estudi.

La informacié obtinguda d’aquesta cohort consistia en data d’inclusié, caracteristiques
demografiques com sexe i edat, factors de risc vasculars rellevants com HTA, DM i DL,

i medicacié. A més, es va obtenir una mostra de sang de cada pacient.

Aquesta cohort es va utilitzar per l'objectiu 2 (estudi 2) (Figura 10). L’estudi va
ser aprovat pel comite étic dlinvestigaci6 de [I'Hospital Universitari Vall
d’Hebron, Barcelona, Espanya (PR(AG)326/2014) i es va dur a terme seguint
la declaracié de Helsinki.

1.1.3 Pacients amb hemorragia intracerebral aguda

La cohort de pacients amb HIC consistia en 40 pacients que havien patit com
a minim una HIC, 18 en zones profundes del cervell i 22 amb una localitzaci6

lobar. Aquesta cohort es va reclutar a I’'Hospital Universitari Vall d’Hebron.

Es va realitzar una tomografia computeritzada (TC) cranial al moment
d'arribada a [l'hospital per tal de detectar I'HIC observada com una senyal
hiperintensa (362). A més, es va mesurar el volum de I'HIC utilitzant un
software semiautomatic Hounsfield-unit de planimetria informatitzat basat en
lindars. Es va analitzar la forma de I'HIC segons Barras et al (76), seguint una
escala que va de I'M al 5, sent 1 la forma més regular i 5 la més irregular
(Figura 9).
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Es va obtenir informacié sobre les caracteristiques

demografigues  (sexe, edat), medicaci6, genotip I .

d’ApoE i factors de risc vascular com HTA, DM, DL i
fibril-laci6 auricular (FA). En aquesta cohort es van 11 . .'

obtenir mostres de sang en la fase aguda de Tictus

(<24 hores des del TC) i es van avaluar els I ‘ .‘.
parametres clinics plasmatics de forma rutinaria als

laboratoris bioquimics de [I'Hospital Universitari Vall v ‘ S,
d’Hebron. Els  parametres avaluats van  ser: ..

creatinina (mg/dL), fibrinogen (g/L), glucosa (mg/dL), . 0
hemoglobina (g/dL), ratio internacional normalitzada ¥ ,

o

INR I nitats/nL m rotrombin
( ). plaquetes  (unitats/nL), temps de protrombina Figura 9. Escala categorica de

(s), temps de tromboplastina parcial (s), globuls blancs la forma de Ihemorragia
intracerebral, sent | la més

(unitats/nL). regular i V la més irregular.
Adaptada de Barras et al., (76).

Aquesta cohort es va utilitzar per ampliar els resultats

obtinguts en el model animal, lligats amb [l'objectiu 3 (estudi 3) (Figura 10).

Aquest estudi va ser aprovat pel comité étic d’investigacié clinica de Vall

d’Hebron (PR(AG)269/2017) i dut a terme conforme la declaracié de Helsinki.

1.1.4 Participants controls

Per aquesta tesi doctoral es van estudiar diferents cohorts de participants

controls (Figura 10).

Pel segon objectiu (estudi 2), es van estudiar 60 participants controls
emparellats per sexe i edat amb els pacients amb sospita d’AAC i d’AD de
l'estudi. Tots els participants van ser reclutats a [I'Hospital Universitari Vall
d’'Hebron Aquest estudi es va aprovar pel comite étic d’investigacié clinica de
I'Hospital Universitari Vall d’Hebron, Barcelona, Espanya (PR(AG)326/2014) i

es va dur a terme seguint la declaracié de Helsinki.

Pel tercer objectiu (estudi 3) es van estudiar 17 controls que no havien patit
cap ictus previ reclutats en l'estudi PARIAS (de l'angles, Patients At Risk of
Ischemic Acute Stroke) en I'Hospital Virgen Macarena de Sevilla. Aquest estudi
va ser aprovat pel comité étic d’investigacié clinica local (2014P1/162-1) i es va

dur a terme seguint la declaracié de Helsinki.
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En tots els casos es va obtenir informaci6 sobre Ila data d'inclusio,
caracteristiques demografigques com sexe i edat, medicacié i factors de risc
vascular rellevants com HTA, DM, DL i FA. Es van obtenir mostres de sang de

tots els participants.

Poblacions d’'estudi

HIC lobar amb sospita

dAAC (n=126) HIC aguda (n=40) MA (n=60) Controls 1 (n=60) Controls 2 (n=17)
Estudis
« Obtenci6 de mostres
plasma (HUVH/Mulicéntric)
= Analisi genétic (VHIR)
Estudi 1 HIC lobar amb sospita RMN (n=118) + Aillament i composici6 de lipoproteines (Sant
studi T d'AAC (n=126) Pau/VHIR)
Estudi lipidic (n=60) | * Determinaci6 dels nivells d'apolipoproteines en
plasma (Sant Pau)
+ Determinacit dels nivells d'ApoJ (VHIR)
HIC lobar amb sospita HIC lobar amb sospita |
d’AAC (n=51) d'’AAC (n=22)
+ Determinacié dels nivells
Estudi 2 MA (n=60) = MA (n=30) T dApod (VHIR)

Controls 1 (n=60) |—— Controls (n=30) [~

+ Obtencio de mostres plasma (HUVH/Multicéntric)

= Aillament i composicié de lipoproteines (Sant Pau/VHIR)

« Determinacié dels nivells d’apolipoproteines en plasma (Sant Pau)
+ Determinacié del perfil lipidic en plasma (Sant Pau/VHIR)

« Analisi genétic d APOE (VHIR)

« TC

« Obtencié de mostres plasma (HUVH) | mesura de MMP-12 (VHIR)
« Analisi genétic dAPOE (VHIR)

Estudi 3 « Estudi parametres clinics (VHIR)

HIC aguda (n= 40) —

Controls 2 (n=17) « Obtencié de mostres plasma i mesura de MMP-12 (VHIR)

Figura 10. Diagrama de les poblacions d’estudi i dels estudis clinics realitzats. MA: Malaltia d’Alzheimer,
AAC: angiopatia amiloide cerebral. HIC: hemorragia intracerebral.
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1.2 RMN cerebral

Es van adquirir RMN cerebrals de seguiment de la majoria dels pacients amb
sospita clinica d’AAC (n=118, 96%). Aquesta informaci6 es va analitzar en
detall per lestudi 1 i es va utilitzar per seleccionar els pacients amb sospita
d’AAC per l'estudi 2 segons els criteris de Boston. La RMN es va adquirir amb
un escaner corporal d'1.5 T amb proposits clinics de diagnostic. Aquesta RMN
es va fer uns 6.70 + 16.79 mesos des de I'HIC. En la RMN es van obtenir les
seglients seqiiencies: axial ponderada en T2 amb turbo spin-eco, axial
ponderada en T1 amb spin-eco, axial ponderada en T2 amb turbo i FLAIR, i
axial ponderada en T2* amb sequéncia eco-planar i sequencia de eco-
gradient. Totes les RMN van ser analitzades pel mateix neuroradidleg a
I'Hospital Universitari Vall d’Hebron, de manera cega a la informacié biologica i

clinica. Es van avaluar les seglients lesions per RMN:

- Les HIC es van definir com focus hipointensos de més de 5 mm de
diametre en imatges ponderades en T2* Es van registrar el numero i
localitzacio de HIC.

- La siderosi superficial cortical (SSc) es va definir com la preséncia de
hipointensitats fines amb un patré curvilinia seguint els girs de la superficie
cortical en imatges ponderades en T2* Signes de SSc contigua o
anatomicament connectada a I'HIC no es va comptabilitzar. La SSc es va
classificar com focal (restringida a <3 solcs) o disseminada (=24 solcs),
segons com s’havia descrit préviament per Linn et al., (56).

- Els Espais perivasculars dilatats (EPVD) es van avaluar en imatges
ponderades en T2 i es van classificar segons la localitzacié als ganglis
basals (GB) o al centrum semiovale (CSO). A més, es van valorar segons
una escala visual de 4 punts préviament descrita (0 = no EPVD, 1< 10
EPVD, 2 = 11-20 EPVD, 3 = 21-40 EPVD i 4 > 40EPVD) (363). Finalment
es van classificar els EPVD com de grau baix (low en anglés) (£ 20EPVD)
o alt (=21 EPVD) (high en angleés).

- Els microsagnats cerebrals es van definir com hipointensitats en imatges
ponderades en T2* de menys de 5 mm de diametre. Es va registrar tant el
namero com localitzaci6 dels microsagnats cerebrals seguint I'escala
BOMBS (de langlés, Brain Observer Microbleed Scale) (364). A més,
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segons el ndmero de microsagnats lobars, es van classificar els pacients
com 5 o menys microsagnats lobars (<5 microsagnats lobar) o més de 5
(>5 microsagnats lobar).

- Les  hiperintensitats o lesions de substancia blanca (LSB) es van
classificar com senyals hiperintenses en imatges ponderades en T2 o T2-
FLAIR. Les LSB es van classificar com a profundes o periventriculars
segons la seva localitzacié i es van valorar utilitzant I'escala de qualificacié
Fazekas (365). Per les LSB periventriculars: 0 = abséncia, 1 = forma de
gorra o trac de llapis molt fi, 2 = aura (halo, en anglés) suau, 3 = lesions
LSB irregulars estenent-se cap a la substancia blanca profunda. | per les
LSB profundes: 0 = abséncia, 1 = lesions focals, 2 = lesions confluents
inicials, 3 = lesions difuses molt extenses. Les LSB es van avaluar en
'hemisferi no afectat per I'hemorragia excepte en casos on els dos
hemisferis estaven afectats.

- L’atrofia cerebral (cortico-subcortical) es va valorar visualment i es va

classificar com lleu, moderada o severa.

L’'analisi de RMN va permetre la classificacié dels pacients segons els criteris
de Boston 1.5 (56). A més, tots els pacients es van classificar segons l'escala
CAA-SVDB que va de 0 a 6 punts i esta basada en la presencia i grau de
microsagnats cerebrals, SSc, EPVD-CSO i LSB (112). Per finalitzar, vam
subclassificar els pacients en l'escala CAA-SVDB com grau baix (<3) o alt
(24).

1.3 Obtencié de mostres de plasma

Es van obtenir mostres de sang dels participants de tots els estudis. En tots
els casos, es va obtenir la sang en tubs Vacutainer d'acid
etilendiamintetraacétic (EDTA) (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).
Seguidament, la sang es va centrifugar a 2500 rpm durant 15 minuts a 4°C i el

plasma es va aliquotar i congelar a -80°C immediatament fins el seu Us.

1.4 Aillament i composicio de lipoproteines

L'aillament i estudi de la composicié de lipoproteines es va dur a terme pels
objectius 1 2 (estudi 1 i estudi 2) (Figura 10).
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Les lipoproteines es van aillar a partir del plasma per un procés
d’'ultracentrifugacié sequencial per flotaci6 segons la densitat: VLDL (1.006—
1.019 g¢g/mL), LDL (1.019-1.063 g/mL), i HDL (1.063-1.210 g/mL). La
composicié lipidica i proteica es va determinar mesurant el contingut de
colesterol, triglicérids, ApoB, ApoA-l (Roche Diagnostics, Basel, Suissa),
fosfolipids, colesterol lliure (Wako Pure Chemical, Osaka, Japd), ApoA-Il,
ApoE i ApoC-lll  (Kamiya Biomedicals, Seattle, WA, USA) en un
autoanalitzador Cobas 6000/c501 (Roche Diagnostics). El colesterol de les
fraccions lipidiques va ser quantificat de manera rutinaria utilitzant un sistema
de HDL-colesterol directe (HDL-C plus) o per ultracentrifugacié si la
concentraci6 de TG era major a 3 mmol/L, d’acord amb el National Cholesterol
Education program (366). Tant Tlaillament com Ila determinaci6 de |Ila
composicié de les lipoproteines es va dur a terme en col-laboracid6 amb el grup
de bioquimica cardiovascular de [Institut de Recerca de Hospital de Sant Pau

i de Santa Creu.

El contingut d’ApoJ es va analitzar utilitzant un kit comercial ELISA (de
langlés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent  Assay) (Mabtech, Stockholm,
Suécia), després dhaver diluit les mostres a la mateixa concentracid de
colesterol. La quantificaci6 d’ApoJ es va fer a [linstitut de recerca de Vall
d’Hebron (VHIR) en una subcohort de 'estudi 1 i 2 (Figura 10).

1.5 Determinacid dels nivells d’apolipoproteines en plasma

Els nivells plasmatics d’apolipoproteines B, A-l, A-ll, E i C-lll totals es van
quantificar al grup de bioquimica cardiovascular de [llnstitut de Recerca de
Hospital de Sant Pau i de Santa Creu en un autoanalitzador Cobas 600/c501
utilitzant reactius de Roche Diagnostics per ApoB i ApoA-l i de Kamiya
Biomedical Company per ApoA-ll, ApoE i ApoC-lll. Aquests nivells es van

mesurar per la subcohort de I'estudi 1 i la cohort de I'estudi 2 (Figura 10).

Igual que en el cas de les lipoproteines, la quantificaci6 d’ApoJ plasmatica es
va dur a terme al VHIR utilitzant un kit ELISA comercial (Mabtech) en una
subcohort de l'estudi 1 i 2 (Figura 10). Les mostres amb resultats nuls es van

descartar de I'analisi.
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1.6 Determinacio del perfil lipidic en plasma

Les determinacions plasmatiques que descrivim a continuaci6 sén analisi
especifics que es van dur a terme pels participants del segon estudi (Figura
10).

El perfil lipidic dels participants (colesterol total, TG, i colesterol de VLDL, LDL
i HDL) es va determinar a la unitat bioquimica clinica de [I'Hospital Vall
d’'Hebron utilitzant un autoanalitzador AU5800 (Beckman Coulter, Pasadena,

CA, USA) utilitzant reactius de Beckman Coulter.

Totes les determinacions seguents es van dur a terme a llnstitut de Recerca
de Hospital de Sant Pau i de Santa Creu. Es va analitzar la mida de les LDL i
les subfracions de HDL a partir delectroforesi en gels de gradient de
poliacrilamida (2-5%-16%) tal i com s’ha descrit préviament (367). De manera
resumida, la mida de les LDL va ser mesurada a partir d'un estandard de 4
bandes de LDL, i la ratio de HDL2/3 es va calcular a partir de les intensitats de
les bandes HDL2 i HDL3.

L'activitat de Lp-PLA2 es va mesurar utlitzant el 2-tio-PAF (Cayman
Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) com a substrat, tal i com ha estat previament
descrit (368) i seguint les instruccions del comerciant. La distribucié de Lp-
PLA2 en les diferents lipoproteines va ser valorada precipitant lipoproteines

amb ApoB amb sulfa de dextra com ha estat previament descrit (369).

Per estudiar la susceptibilitat d'oxidaci6 de les LDL i HDL primer es van
dialitzar les lipoproteines amb PBS (de [langlés, Phosphate-buffered saline)
pH 7.4 en una cromatografia de filtraci6 per gel en una columna PD10 (GE
Healthcare, Chicago, IL, USA). Tot seguit, es va avaluar la susceptibilitat
d’'oxidacié monitoritzant la formacid6 de conjugats “dienes” a 234 nm en un
espectrofotometre  Synergy HT  (BioTek, Winooski, VT, USA). Aguesta
avaluacio es va fer incubant les LDL o HDL diluides a 0.15 mM de colesterol
amb 5 pM de CuSO4 i es va determinar el temps de la fase de retard (lag

phase en anglés) de la cinética d’oxidacié (370).

Finalment, es va analitzar també la capacitat antioxidant de les HDL. HDL

diluides a 0.15 mM de colesterol es van incubar amb un estandard de LDL
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(obtingut d’'un pool de plasma normolipidemic emmagatzemat amb 10% de
sucrosa a -80°C). Es va induir oxidacié afegint 5 pM de CuSOs i es va
monitoritzar la formacié de conjugats “diene” tal i com hem descrit al paragraf
anterior. Els resultats estan expressats com la capacitat de les HDL de
prolongar la fase de retard (lag phase en anglés) del pool de LDL, comparant-

lo amb el pool LDL sense incubar amb HDL (371).
1.7 Analisi genetic

Tots els analisi genétics es van dur a terme a partir d’ADN extret de mostres de plasma al
biobanc de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron (PT17/0015/0047) integrat a la xarxa de
biobancs nacionals espanyols.

Dels pacients amb sospita d’AAC (estudi 1), es va fer un analisi genétic molt
més extens de SNPs utilitzant SNPlex™ al Centre de genotip nacional espanyol
(CEGEN). Els SNPs estudiats van ser: rs6656401 i rs6701713 de CR1, rs4311
de ACE, rs11136000, rs7012010, rs9331896 i rs9331888 de CLU, rs4147929 i
rs3764650 de ABCA7, rs3851179 i rs10792832 de PICALM, rs744373 i
rs6733839 de BIN1, rs11767557 i rs11771145 de EPHA1, rs3865444 de CD33,
rs9349407 i rs10948363 de CD2AP, rs11218343 de SORL1, rs9271192 de la
regi6 HLA-DRB5-DRB1, rs28834970 de PTK2B, rs6910730 de TREML,
rs75932628 de TREM2, rs3747742 de TREML2, rs4938933 i rs983392 de
MS4A6A, rs429358 y rs7412 d'APOE per determinar el genotip d'’APOEze.
També es va genotipar al CEGEN utilitzant SNPlex™ els SNPs rs429358 y
rs7412 d’APOE per determinar el genotip d’APOEe en la cohort del segon estudi

i els pacients amb HIC del tercer estudi (Figura 10).

2. Producci6 i purificacio de proteina ApoJ recombinant
humana (rhApoJ)

El procés de produccié i purificacié de proteina ha estat préviament descrit pel nostre

grup (359,372,373) i esta resumit graficament a la Figura 11.

2.1 Cultius cel-lulars per produccié de rhApoJ

La producci6 de proteina ApoJ recombinant humana (rhApoJ) es va fer

transfectant una linia cel-lular de cél-lules embrionaries de ronyé huma
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(HEK293, de Tlanglées, Human embryonic kidney 293 cells) per tal de que

expressessin rhApoJ i després poder purificar-la a partir del medi de cultiu.

2.1.1 Manteniment i subcultiu de cel-lules HEK293

Les cel-lules HEK293 es cultiven en medi complet Dulbecco-modified Eagle
Medium (DMEM, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachussetts,
USA) suplementat amb 10% de sérum bovi fetal (FBS, de [langlés, fetal
bovine serum) (Gibco), 100 U/mL de penicil-lina (Gibco) i 100 pg/mL
d’estreptomicina (Gibco) (P/S) i es mantenen sempre en una incubadora a
37°C i 5% de CO2. De manera general, les cél-lules HEK293 se sembren en
un T-flask de 75 cm? (T-75).

Un cop s’arriba a la confluéncia cel-lular, el cultiu es divideix per tal d’expandir-
lo. El procés és el mateix si es volen sembrar les cél-lules per un experiment.
Es tracten les céllules amb una soluci6 de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, USA) durant 2 minuts a 37 °C. Un cop dissociades les
cél'lules es neutralitza l'accié de la tripsina afegint el doble de volum de medi
de cultiu i es centrifuga a 1500 rpm a 37 °C 5 minuts. Tot seguit, es re-suspen
el pellet en medi complet i es fa el comptatge cel-lular amb el principi
d’exclusié del colorant Trypan Blue en una camera de Neubauer. Finalment,
es dilueix la suspensié inicial amb la quantitat de medi necessari per tal
d’arribar a la densitat cel-lular desitjiada i sembrar les cél-lules en nous flasks o
plagues, o ve posar-les a vials per procedir a la congelaci6 per una

conservacio a llarg termini.

2.1.2 Transfecci6 de cél-lules HEK293

Per tal de transfectar les HEK293, es sembren les ceél-lules en plaques de 24
pous; 500 pL amb 25.000 cél-lules per cada pou en DMEM i 10% de FBS.
Després de 48 hores, fins que les cél-lules arriben a un 50% de confluéncia,
es transfecten les HEK293 amb un vector pcDNA4.0™ (Abgent, Clairemont,
San Diego, USA) que cont¢ ApoJ cDNA huma, generant HEK293
transfectades (HEK293T). En més detall, el vector consisteix dun plasmidi
amb el cDNA huma del gen CLU, i gens de resistéencia a I'Ampicil-lina i
Zeocina per tal de poder seleccionar les cél-lules transfectades. A més, la

proteina recombinant ApoJ humana generada conté una etiqueta V6-His
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(histidina) a la N-terminal per tal de poder dur a terme la purificaci6 de la

proteina.

Per fer la transferéncia es dilueixen 5 pg del vector de cDNA en 250 pL
d’OPTIMEM (Gibco) pre-calentat a 37°C. Alhora, es prepara una soluci6 amb
3 L de lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific) en 250 yL d’OPTIMEM
precalentat a 37°C. Passats 5 minuts, es fa una dilucié 1:1 dels dos complexos
(cDNA + lipofectamina 2000) i es deixa incubar aquest complex 15 minuts a
temperatura ambient (RT, de langlés, room temperature). Tot seguit es canvia
el medi amb 450 yL d’OPTIMEM i s’afegeixen 50 pL del complex transfectant
gota a gota. Després de 24 hores, es canvia el medi dels pous per 500 uL de
DMEM 5% FBS. Per tal de seleccionar els clons transfectats establement, 48
hores més tard es fa un canvi de medi DMEM 5% FBS amb Zeocin™ (Life
technologies, Carlsbad, California, USA) 500 pg/mL. Posteriorment, el
manteniment de les cél-lules s’ha de fer amb DMEM 5% FBS i 200 pg/mL de
Zeocin. Es poden observar cél-lules HEK293T en la Figura 11.A. Cal
comprovar que les célllules s’han transfectat correctament fent un Western

Blot (WB) del sobrenedant per tal de detectar ApoJ humana.

2.1.3 Emmagatzematge de cél-lules (congelaci6 i descongelacio)

Per preservar les cel-lules a llarg termini és necessari congelar-les. Per tal de
congelar-les, es ftripsinitzen i processen tal com hem explicat a l'apartat 2.1.1.
Després del comptatge cel-lular, es resuspenen en un criovial amb medi de
cultiv amb 20% de FBS i 1'% de dimetilsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich), un
agent crioprotector, i es deixa reposar 15 minuts. Finalment els criovials es
congelen a -80°C i posteriorment es passen a un tanc de nitrogen liquid. Pel
procés de descongelacié els criovials es treuen del tanc de nitrogen i
s’introdueixen rapidament a 37°C. Un cop la suspensid cellular esta
descongelada s’afegeix 1 mL de medi complet i es transfereix a un flask T75
amb 10 mL de medi a 37°C. A les 4 hores, es fa un canvi de medi per eliminar
el DMSO i restes cellulars. En el cas de les HEK293T s’afegeix la

concentraciéo de manteniment dels clons estables de Zeocin (200 pg/mL).

73



Meétodes

2.1.4 Cultiu de HEK293T en HYPERFlask®

Per tal d’obtenir quantitats suficients de rhApoJ, s’han de cultivar les cél-lules
HEK293T en HYPERFlask® (Corning Inc., Corning, NY, USA) amb medi
DMEM 10% FBS 1% P/S 100 pg/mL Zeocin (Figura 11.B). Aquest pas es fa
passant tot el contingut d’'un flask T75 confluent a 'HYPERFlask® (550 mL). A
les 48 hores s'arriba a un 80% de confluéncia i es fa un canvi de medi a
DMEM amb 0.1% FBS. Després de 48 hores, es recull tot el sobrenedant que
es portara a purificar; 48 hores més tard es pot tornar a recollir un altra lot de
sobrenedant. Cada cop que es recull medi es separen uns pL per tal de
comprovar que s’estigui expressant rhApoJ mitjangcant un WB, tal i com
explicarem més endavant. Els sobrenedants es congelen a -80°C fins la seva

utilitzacio.
2.2 Purificacio de rhApoJ en el sistema AKTA

La proteina rhApoJ expressada per les HEK293T conté una etiqueta V6-His

(histidina) per tal de poder fer la purificacié6 amb una resina quelant de niquel.

Pel procés de purificacié, es descongelen els sobrenedants d’HEK293T i es
filtren. Seguidament es fa la purificacié utilitzant columnes de niquel HiScreen
Ni FF column (GE Healthcare) en un purificador AKTA purifier 100 system (GE
Healthcare) per cromatografia per afinitat de niquel a TICTS “NANOBIOSIS?,
unitat de plataforma de producci6 de proteina al CIBER-BBN a la Universitat

Autonoma de Barcelona (Figura 11.C).

Primerament s’ha de rentar la columna de niquel amb H20 Mili-Q.
Seguidament s’equilibra la columna amb el buffer d’equilibri (H2O Mili-Q amb 5
M NaCl i 50 mM NaH2PO4 i pH 7.4). Tot seguit, es passa per la columna el
sobrenedant de les HEK293T a una velocitat de 1.1 ml/min. Un cop ha acabat
de passar tot el sobrenedant es torna a equilibrar la columna amb buffer
d’equilibri. Seguidament es comenca el procés deluci6 on es va augmentant
el gradient de buffer d’eluci6 (H20 Mili-Q amb 0.5 M NaCl, 50 mM NaHzPOs i
imidazole 0.5M i pH 7.4). Limidazole trenca la uni6 entre el niquel i la
histidina, fent que s’elueixi la proteina recombinant. Durant el procés d’elucio
s’observa un pic en el cromatograma de Illum ultraviolada (UV) a 280 nm.

Aquest primer pic correspon a proteina que s’havia unit amb poca afinitat,
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seguidament s’observa un segon pic que és especific de la rhApoJ (Figura
11.C). En aquest moment, s’atura el gradient de buffer d’elucid i es recull la
mostra en tubs d'1 mL fins que s’acaba el pic. Finalment, s’augmenta el
gradient d’elucio fins al 100% i es renta i equilibra correctament la columna de

niquel.

Seguidament es fa una electroforesi amb tinci6 de Blue Coomassie (BlueSafe,
NZYTech, Lisboa, Portugal) de les fraccions d’elucié claus del segon pic per
comprovar quines fraccions contenen ApoJ (s’ha de veure una banda
especifica a 40kDA en condicions reductores) (Figura 11.D). Finalment
s’ajunta el volum de les fraccions eluides d’interés i es procedeix a la dialisi

per tal d’eliminar I'imidazole de la mostra.

La dialisi es realitza amb H20 desionitzada 10% PBS amb una membrana de
dialisi de 10 KDa Snake Skin Dialysis Tubing membranes (Thermo Fisher
Scientific) durant tota la nit (ON, de l'anglés, overnight) a 4°C en agitacio
(Figura 11.E). A continuacié, les mostres de rhApoJ s’han de concentrar unes
10x vegades. Aquest procés es du a terme amb un speed-vac (Thermo Fisher
Scientific) centrifugant al buit a 35°C fins a quedar-nos amb un 10% del volum

inicial.
2.3 Comprovacio de la puresa i calcul de la concentracié

Finalment, per cada tanda de produccié i purificaci6 es comprova la puresa de
rhApoJ de la solucié realitzant una electroforesi i tinci6 amb Blue Coomassie
(BlueSafe, NZYTech) (Figura 11.F) i es mesura la concentracié realitzant un
assaig de proteina amb acid bicinconinic (BCA) (Thermo Fisher Scientific). La
puresa es calcula a partir de la banda del gel delectroforesi amb el software
Image J (NIH, Maryland, MD, USA). La rhApoJ amb una puresa >75% es
considera adequada. Per tal de tenir la soluci6 de tractament final, es dilueix a
una concentracio de 300 pg/mL amb PBS, daliquota i congela a -80°C fins al
seu Us. Es pot detectar 'ApoJ humana obtinguda especificament utilitzant la

tecnica de WB (Figura 11.G), tal i com explicarem en un apartat posterior.
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Figura 11. Resum grafic de la producci6 i purificacio de proteina rhApoJ. A) Cultiu de cél-lules embrionaries
de rony6 huma transfectades (HEK293T). B) Cultiu de HEK293T en sistemes de Hyperflask®. C) Purificacié de
rhApoJ a partir del medi obtingut dels Hyperflask® utilitzant columnes HiScreen Ni FF en el sistema de
purificacié AKTA purifier 100 system. Representacié del cromatograma de llum ultraviolada realitzat durant el
procés d’elucio, el pic encerclat correspon al pic especific de la rhApod. D) Visualitzacié de les proteines
contingudes a les diferents fraccions de I'elucié mitjangant un gel d’acrilamida amb una tincié6 de Coomassie
Blue. E) Dialisi en 10 KDa Snake Skin Dialysis Tubing membranes amb 10% PBS. F) Comprovaci6 de la puresa
amb Blue Coomassie, el requadre assenyala la part proteica de rhApoJ. G) Western Blot (WB) amb un anticos

contra ApoJ humana (hApoJ) per tal de detectar la proteina especificament.

3. Estudi pre-clinic: tractament amb rhApoJ en el model de
ratoli transgénic APP23

3.1 Linia de ratolins APP23

La linia de ratolins transgénics APP23 és un model animal que sobreexpressa
la proteina humana PPA amb la doble mutaci6 sueca de MA familiar (KM670,
671NL), sota el control del promotor neuronal Thy-1 (B6.Cg-Tg (Thyl-APP)
3Somm/J)). La nostra colonia prové de ratolins mascles APP23 C57BL/6
inicialment adquirits a The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) creuats

amb femelles WT C57BL/6 procedents de Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle,

76



Meétodes

Franca). El genotip de tots els animals es testa a Transnetyx (Cordova, TN,
USA) amb petits talls de teixit (orella o cua).

Els animals es troben sempre en condicions d’estabulaci6 adequades, amb

menjar i beguda ad libitum, temperatura i humitat controlades i cicles de
llum/foscor de 12 hores.

3.2 Administracio in vivo de rhApoJ

Per aquesta tesi doctoral es van tractar dos grups d’animals amb rhApod per
tal d’assolir I'objectiu 3 (Figura 12).

A
‘ Sali Setmanes .
. - RMNT2
o WT 1 2 3 4 5 | 6 7 3 9 | 1| 12 |13 3 - LCR
E APPZE’ A A | A A A A A A | A A A A A A | A A | A A | A A | A A A A A (,IIE_‘E, X - plasma
2 =20 =23 - Cervell
sali mesos mesos
| rhApol (1mg/kg)
B
Sali =20
~ M mesos
e WT 3 - LCR
YT Y — P X - Plasma
IG] minuts “* . cervell

| sali .
rhApol (1mg/kg)

Figura 12. Disseny experimental de l'estudi 3 basat en el tractament in vivo amb rhApoJ en
ratolins APP23 i WT. A) Grup 1, B) Grup 2. Els triangles negres representen cada administracio
intraperitoneal. Les creus representen el moment de I'eutanasia.

El grup 1, consistia en femelles APP23 de 20+0.5 mesos d'edat que van rebre
25 dosis intraperitoneals de rhApoJ (1 mg/kg) (n=9) o sali (n=8) durant 12
setmanes. Alhora, femelles WT emparellades per edat van rebre solucié salina
(n=13). Al finalitzar el tractament, es van eutanasiar els ratolins 3 dies després
de la ultima dosi i després d’un periode de deju ON.

Es va ftractar també el grup 2 que consistia de femelles APP23 de 19.6+2.3
mesos d’edat i que van rebre 1 dosi intraperitoneal de rhApoJ (1 mg/kg) (n=4)
0 solucié salina (n=3), i femelles WT emparellades per edat que van rebre sali

(n=3). En aquest cas els animals es van eutanasiar 30 minuts després del
tractament corresponent.
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Tant l'administracié6 del tractament com tots els analisi es van realitzar de
manera cega. Durant el temps de tractament van morir 5 animals del grup 1 (2
WT sali, i 3 APP23 rhApoJ), sense poder detectar una associacio estadistica
entre la mortalitat o perdua de pes i el tractament administrat. Tots els
procediments realitzats van ser aprovats pel comité étic d’experimentacio
animal del VHIR aixi com el de la Universitat Autonoma de Barcelona i aprovat
per la Generalitat de Catalunya (CEA-OH/10888/1) complint la legislacié
espanyola (RD 53/2013) i Directrius de la Unid Europea (86/609/EEC). EI
tractament es va dur a terme de febrer a abril del 2020.

3.3 Obtenci6 de mostres i preparacié de teixits

Es van obtenir mostres de sang, liquid cefalorraquidi (LCR) i cervell de tots els

animals inclosos a I'estudi.

Pels dos grups, en el moment de leutanasia, es van anestesiar els ratolins
amb inhalacié d’isoflura al 5% amb oxigen per obtenir LCR. Tal i com hem
descrit previament (359), es van penetrar capil-lars de vidre de 0.5 mm de
diametre a la dura mater de la cisterna Magna visualitzant-ho a través d'un
microscopi. Només LCR totalment transparent es va considerar util pels
analisis posteriors. Seguidament, es van obtenir mostres de sang en tubs
EDTA per puncié intracardiaca, que es van centrifugar per tal dobtenir les

mostres de plasma.

En el grup 1, els animals es van perfondre amb puncio intracardiaca amb 20
mL de solucié salina seguit de 20 mL de paraformaldehid (PFA) 4% a 4°C i es
van extreure els cervells rapidament per submergir-los en PFA 4% a 4°C.
Passades 72 hores, es van transferir els cervells fixats en PBS a una solucio
al 0.01% d'Azida soddica (Sigma-Aldrich) per un minim de 10 dies per
estabilitzar el teixit i poder realitzar la RMN ex vivo. Després de l'adquisicio de
les RMN, els cervells es van submergir en formalina 10% durant 12 hores i es
van incrustar en blocs de parafina a la la Unitat d’Anatomia Patologica de
'Hospital Universitari Vall d’Hebron. Pel grup 2, després de l'extracci6 de LCR
i sang es va perfondre amb 20 mL de soluci6é salina a 4°C. Es van extreure els
cervells i I'hemisferi dret es va congelar rapidament (snhap-frozen en angles)

en nitrogen liquid per emmagatzemar-los posteriorment a -80°C; [I'hemisferi
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esquerre es va submergir en formalina 10% durant 72 hores fins incrustar-lo
en blocs de parafina. La preparacid dels blocs de parafina va ser duta a terme

per la Unitat d’Anatomia Patoldgica de 'Hospital Universitari Vall d’Hebron.

3.4 RMN cerebral ex vivo

Es va realitzar una RMN cerebral ex vivo en animals del grup 1. La RMN es va
fer un sistema magnétic horitzontal (7T, BioSpec 70/30USR, Bruker, Ettlingen,
Alemanya) i es van obtenir imatges ponderades en T2*. Per realitzar la RMN
ex vivo es van submergir els cervells en Galden® D05 PFPE (Solvay, Bollate,
Italia), un dissolvent fluorat que redueix l'aparicié6 d’artefactes i es van introduir
en un suport fet manualment a mida per cada cervell. Les RMN es van dur a
terme al Servei de Ressonancia Magnética Nuclear a la Universitat Autonoma
de Barcelona amb el software Paravision (Bruker). Els parametres d’'imatge
utilitzats van ser: temps de repetici6 700 ms, temps d'eco 8 ms, matriu 160 x
160, camp de visié (field of view en anglés) 1.28 x 1.28 cm?, gruix dels talls 0.3
mm, i 28 talls. El temps d’adquisicié total per un voxel de mida 0.08x0.08x0.3

mm? va ser de 22 minuts.

Les senyals hipointenses en T2* van ser considerades lesions hemorragiques
i es van classificar com microsagnats (50-300 um de diametre) o hemorragies
més grans (>300 um) tal i com havia estat descrit préviament pel model
APP23 (248). Es van comptar les lesions hemorragiques visualment,
considerant només les senyals hipointenses en T2* esfériques i tenint en
consideracié l'anatomia cerebral del ratoli amb l'ajuda de latles interactiu Allen

Brain Reference Atlases (https://atlas.brain-map.org/). Les senyals

considerades artefactes o estructures anatomiques es van descartar. Per
evitar comptar la mateixa lesi6 hemorragica mdltiples vegades, la seva
preséncia va ser curosament controlada en els talls consecutius. A més,
també es van classificar les lesions hemorragiques segons la seva localitzacio
com lobars (cortex) o profundes (talem i ganglis basals). El volum de les

lesions hemorragiques va ser quantificat utilitzant el software Image J (NIH).
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3.5 Homogenats cerebrals

L’hemisferi cerebral dret del grup 2 es va homogeneitzar en un
homogeneitzador amb tampd de sucrosa en fred (0.32 M of sucrosa (Sigma-
Aldrich) i 5 mM Hepes (Thermo Fisher Scientific)). Seguidament es va afegir el
doble de volum del buffer de lisi RIPA amb inhibidors de proteases i fosfatases
i es va centrifugar 15 minuts a 15000g a 4°C. El sobrenedant resultant es va
considerar 'homogenat de cervell final i es va congelar a -80°C fins al seu Us.
La concentraci6 de proteina dels homogenats es va determinar amb el Kkit

d’assaig de proteines BCA (Thermo Fisher Scientific).

4. Metodes generals

4.1 Tincions de teixit cerebral

Totes les tincions es van dur a terme en seccions cerebrals sagitals de 4 um
de gruix incrustats en parafina dels ratolins utilitzats en el tercer estudi. Les
seccions per cada tincid s’obtenien a partir de la mateixa profunditat partint de
la linia mitja del cervell i sempre contenint tant estructures d’hipocamp com
d’estriat. En tots els casos es van desparafinar les mostres incubant-les 1 hora
a 60°C i es van submergir en xile 6 minuts. Tot seguit es van rehidratar
(passant per 100% etanol (etOH), 96% etOH, 70% etOH i 50% etOH diluit

amb H20) abans de procedir amb la tincio.

4.1.1 Tincié amb Thioflavina S (ThS)

La Thioflavina S (ThS) s'uneix a diposits d’Ap fibril-lars amb estructura de
fulles B emetent fluorescéncia de 428 nm. Per tal de realitzar la tincid, després
de rehidratar les mostres, van ser submergides en una solucié de ThS 1%
(Sigma-Aldrich) diluida en etanol 75% durant 30 segons, seguit de la
incubacié6 en ThS 0.5% durant 1 minut. A continuaci6 es van fer 2 rentats amb
75% etOH. Finalment es van deshidratar les seccions i es van muntar en medi
de muntatge amb 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) per tenyir els nuclis

cel-lulars (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).
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4.1.2 Tinci6é amb resorufina

La resorufina permet fer una tincid especifica de diposits d’AB vasculars
emetent una fluorescéncia de 584 nm (121). Un cop rehidratades les seccions,
es van rentar amb PBS i permeabilitzar amb PBS amb 0.2% Trit6 (PBST).
Seguidament es van submergir en una soluci6 de resorufina 1 mM (Sigma-
Aldrich) durant 5 minuts i, seguidament, es van fer rentats primer amb PBS i
seguidament amb PBS amb 50% etOH. Per acabar, es van deshidratar les
seccions i es van muntar amb el medi de muntatge amb DAPI (Vector

Laboratories).

4.1.3 Immunohistoquimica (IHQ)

En aquesta tesi doctoral es va utilitzar la técnica de tinci6 immunohistoquimica
per detectar de manera especifica APsa i CD68. Després de desparafinar i
hidratar les seccions, es va dur a terme la recuperacid dantigens del teixit
(antigen retrieval en anglés) incubant les mostres amb tampd citrat (10mM de
citrat de sodi amb 0.05% de Tween20, pH=6) a 95°C durant 30 minuts.
Seguidament, es va procedir al bloqueig de les seccions durant 1 hora a RT.
Per tal de detectar 'ABso a les mostres, el tampd de bloqueig va consistir en
solucié salina tamponada amb Tris (TBS, de langlés, Tris Buffer Saline) amb
1.5% de glicina 10% de FBS i 0.2% de TBS amb 1% Tween20. El tampé de
bloqueig per la IHQ per detectar CD68 va consistir en 10% de sérum de cabra
i 1% dalbumina de sérum bovi (BSA, de [l'angles, Bovine Serum Albumin)
diluit en PBS 0.1% Tween20. Després del bloqueig, les seccions es van
incubar ON a 4°C amb [lanticds primari corresponent diluit en tampé de
bloqueig: anticds policlonal de conill anti-ABso (1:5000, #AB5074P, Millipore,
Temecula, CA, USA) i anticos policlonal de conill anti-CD68 (1:5000,
#ab125212, Abcam, Cambridge, UK). Lendema es van bloquejar les
peroxidases endogenes amb 1% de peroxid d’hidrogen durant 15 minuts. A
continuacio, les seccions es van incubar amb l'anticos secundari biotinilat anti-
Immunoglobulina G (IgG) de conill (anti-lgG conill) diluit en tampd de bloqueig
(1:2000, Vector Laboratories) durant 1 hora a RT. Seguidament es van incubar
les seccions 1 hora a RT amb estreptavidina conjugada amb peroxidasa
(HRP, de [langés, streptavidin-horseradish  peroxidase, 1:1000, Vector

Laboratories). Per procedir al revelat, es van incubar les seccions durant 15
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segons amb diaminobenzidina (DAB; Dako, Glostrup, Dinamarca). Finalment
es van submergir durant 20 segons en soluci6 dhematoxilina de Harris
(Sigma-Aldrich) com a tinci6 de contrast, es van deshidratar i muntar amb
Dibutilftalat Poliestiré Xile (DPX, Sigma-Aldrich). Com a control negatiu de
lassaig, es va realitzar el mateix procediment sense incubar les seccions

control amb l'anticds primari. Els anticossos utilitzats es mostren a la Taula 2.

Taula 2. Anticossos per IHQ.
Diana Especie hoste Dilucié Proveidor
Anticossos primaris
ABao Conill 1:5000 Millipore
CD68 Conill 1:5000 Abcam

Anticos secundari

19G conill Cabra 1:1000 Vector Laboratories

4.1.4 Immunofluorescéncia (IF)

En aquesta tesi doctoral es va utilitzar la técnica d’immunofluorescéncia per
detectar de manera especifica les proteines Ibal i ApoJ humana.

Un cop hidratats, els talls es van incubar amb tampé citrat (10 mM de citrat de
sodi amb 0.05% de Tween20 i pH=6) durant 30 minuts a 95°C per
desemmascarar els antigens especifics del teixit. Seguidament es va fer 1
hora de bloqueig a RT amb 10% de FBS diluit en PBS 0.1% Tween20, i es
van incubar les seccions ON a 4°C amb els anticossos primaris diluits en
tampd de bloqueig: anticos de conill anti-lbal (1:200, #ab178847, Abcam) i
anticos de cabra anti-hApoJ (1:50, #ab39991, Abcam). L’endema, les seccions
es van incubar amb lanticds secundari pertinent diluit en tampé de bloqueig
durant 1 hora a RT: anti-lgG-488 conill per Ibal (1:500, Invitrogen, Waltham,
Massachussetts, USA) i anti-lgG-488 cabra per ApoJ humana (1:500,
Invitrogen). Finalment es van deshidratar les seccions i es van muntar amb
medi de muntatge amb DAPI (Vector Laboratories). Com a control negatiu de
lassaig, es va realitzar el mateix procediment sense incubar les seccions

control amb I'anticds primari. Els anticossos utilitzats es mostren a la Taula 3.
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Taula 3. Anticossos per IF.
Diana Espécie hoste Dilucié Proveidor

Anticossos primaris

Ibal Conill 1:200 Abcam
ApoJ humana Cabra 1:50 Abcam
Anticos secundari
1gG conill Cabra 1:500 Invitrogen
IgG cabra Conill 1:500 Invitrogen

4.1.5 Visualitzacio i quantificacio de les tincions

Es van obtenir imatges de totes les seccions que havien estat processades
amb Il'escaner Pannoramic 250 (3DHistech, Budapest, Hongria). Les imatges
es van obtenir amb un objectiu 20X i es van digitalitzar amb el programa Case
Viewer (3DHistech). Posteriorment, es van realitzar els analisis quantitatius
amb el software Image J (NIH). En tots els casos es va delimitar la regio
d’'interés del cervell (cortex, hipocamp, talem o tot el cervell excepte bulb
olfactori i cerebel) i es va mesurar l'area. El numero de particules positives es
va quantificar ajustant un llindar per cada tincié i es va dividir per l'area (#
dipdsits / area (um?)), també es va calcular el % d’'area positiva i la mida mitja
dels diposits. EI comptatge de vasos positius es va determinar manualment en
les tincions de ThS, resorufina i IHQ d’ABao.

4.2 Electroforesi i Western Blot

L’electroforesi i Western Blot (WB) es van dur a terme pels processos de

comprovacié de produccid i purificacié de rhApod.

En tots els casos, es va realitzar una electroforesi SDS-PAGE al 10% en
condicions reductores. Les mostres es van preparar amb Loading Buffer 1X
(Laemmli Sample Buffer, BioRad) amb un 5% de 2-Mercaptoethanol (98%,
Sigma-Aldrich) i es van incubar a 95°C durant 5 minuts. Seguidament es van
carregar les mostres al gel de poliacrilamida i es va realitzar I'electroforesi a
120 V.
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Per tal de visualitzar les bandes de proteina al gel, després de [Ielectroforesi,
es va submergir el gel 2 hores en la tinci6 de Blue Coomassie (BlueSafe,
NZYTech) i es van realitzar 3 rentats de 10 minuts amb H20.

Quan va caldre realitzar la técnica WB, es va fer una transferéncia del gel a
membrana de nitrocel-lulosa utilitzant el sistema de transferéncia Trans-Blot
Turbo (BioRad). Es va visualitzar la preséncia de proteines a la membrana
amb un tinci6 de roig Ponceau (Sigma-Aldrich) durant 10 segons, i
seguidament es va procedir al bloqueig de la membrana amb 10% de llet
desnatada en PBST durant 1 hora a RT en agitaci6. La membrana es va
incubar ON a 4°C i en agitaci6 amb un anticos de ratoli anti-ApoJ humana (BD
Pharmigen, Franklin Lakes, New Jersey, USA) diluit 1:500 en soluci6 d
bloqueig. L’endema, es va procedir a la incubacid durant 1 hora a RT amb
lanticds secundari anti-lgGratoli (1:5000, Sigma-Aldrich) conjugat amb HRP,
seguida de 3 rentats de 10 minuts amb PBST. Finalment es van visualitzar les
bandes del WB per quimioluminescéncia amb el kit Pierce ECL Western
Blotting Lumino /Enhancer y Stable Peroxidase (Thermo Fisher Scientific)
utiltzant el sistema d’imatge Odyssey® Fc (Li-Cor Biosciences, USA) (Figura
11.G).

4.3 ELISAs simples i multiplex

En aquesta tesi doctoral es van realitzar ELISAs (de l'anglés, enzyme-linked
immunosorbent assay) tant simples per una sola proteina com de més d'una

proteina (multiplex). En tots els casos es van utilitzar kits comercials.

Es va utilitzar ELISA per detectar ApoJ en plasma huma i en les fraccions de
lipoproteines en els estudis 1 i 2 amb un ELISA de Mabtech ((#3713-1HP-1).
Aquest mateix ELISA també es va utilitzar per detectar la proteina Apod

recombinant humana al plasma dels animals en I'estudi 3.

La quantificaci6 d’ABsw en LCR de ratolins es va dur a terme amb I'ELISA
#KHB3481 d’Invitrogen.

Per mesurar els nivells de marcadors dinflamaci6 i MMPs es van avaluar
mostres de plasma dels ratolins inclosos en el tercer estudi amb ELISAs

multiplex i es van quantificar les seguents molécules: Groa, II-13, IL-17A,
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MCP-1, MIP-1a, MIP-13, MIP-2a, MMP-2, MMP-3, MMP-8, proMMP-9, MMP-
12 ((#EPX080-20832-901, Thermo Fisher Scientific; #MMMP1MAG-79K i
#MMMP2MAG-79K, Merck, Darmstadt, Alemanya).

Els nivells de MMP-12 en mostres de plasma huma del tercer estudi es van
avaluar amb el kit #EH327RB de Thermo Fisher Scientific.

Totes les mostres excepte el LCR es van avaluar per duplicat i es va utilitzar la
mitia pels analisis estadistics. Es van considerar els duplicats amb un

coeficient de variacié < 20%.

5. Analisi estadistic

Tot i que hi ha variacions dins l'analisi estadistic de cada estudi, en tots els

casos es van seguir els mateixos principis explicats a continuacio.

Les associacions de les variables categoriques es van estudiar amb taules de
contingencia i un test Chi-quadrat obtenint un p valor de Pearson o de Fisher
de manera corresponent. Els p valors obtinguts del test Chi-quadrat es van
ajustar utilitzant el test de Bonferroni en casos on es feien comparacions

multiples entre més de dos grups (estudi 1).

La distribuci6 de les variables continues es va analitzar amb el test de
Kolmogorov-Smirnov en casos on la mostra era gran (estudis 1 i 2) i el test de
Shapiro-Wilk en mostres petites (estudi 3). En cas que la distribucié fos normal
es va realitzar un t-test de mostres independents o ANOVA amb correccions
multiples per Bonferroni segons pertoqués. En el cas que la distribucié de les
variables fos no normal, es va realitzar un Mann Whithney U test de mostres
independents o un Kruskal-Wallis ajustant per comparacions multiples per

Dunn-Bonferroni.

Per estudiar l'associacié entre 2 variables continues o una variable continua
amb una variable categorica ordinal de més de 2 categories es van utilitzar
correlacions. En cas que la distribucio de les dues variables fos normal es va
utilitzar la correlacié6 de Pearson i el coeficient R. En cas que una de les
variables fos no normal o categorica es va utilitzar la correlaci6 de Spearman

amb el coeficient de Rho.
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També es van realitzar diverses regressions. En el cas de regressions
logistiques es van dur a terme regressions logistiques binaries Forward LR on
s’expressava la odds ratio (OR) amb un 95% d’interval de confianga (Cl). En
els casos de regressions linears es van dur a terme de forma backward i es va

expressar la pendent de regressié (B) amb un 95% de CI.

Per l'estudi 2, es va haver de fer un analisi estadistic dels SNPs, disseccionant
cada SNP en el seus dos al-lels per tal de fer un test al-lelic. Primer es va fer
un test de Chi quadrat i després es van ajustar els resultats per sexe, edat i
els diferents SNPs associats amb cada variable radiologica realitzant
regressions logistiques binaries (Forward LR). Aquest tipus de regressié es va
dur a terme seguint dos models: o bé el model dominant comu que utilitza
cada SNP com una variable categorica binaria (tenir l'al-lel minoritari versus

no tenir-lo), o el model additiu que compara els tres possibles genotips.

En tots els casos les dades estan expressades com mitjana + desviacio
estandard (SD) per les distribucions normals i mediana [rang interquartilic] per
les distribucions no normals. Es va considerar significatiu un p valor per sota
de 0.05, i una tendéncia estadistica un p valor per sota de 0.1. Els analisi
estadistics es van dur a terme utilitzant SPSS Statistics version 221 (IBM
Corporation, Armonk, NY, USA), R (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria) o Graphpad Prism 9 (Prism, Pleasant Hill, CA, USA).
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Abstract

Cerebral amyloid angiopathy (CAA) is characterized by the accumulation of amyloid-f3
(AB) in brain vessels and is a main cause of lobar intracerebral hemorrhage (ICH) in the
elderly. CAA is associated with magnetic resonance imaging (MRI) markers of small
vessel disease (SVD). Since A is also accumulated in Alzheimer’s disease (AD) in the
brain parenchyma, we aimed to study if several single nucleotide polymorphisms (SNPs)
previously associated with AD were also associated with CAA pathology. Furthermore,
we also studied the influence of APOE and CLU genetic variants in Apolipoprotein E
(ApoE) and Clusterin/Apolipoprotein J (ApoJ) circulating levels and their distribution
among lipoproteins. The study was carried out in a multicentric cohort of 126 patients
with lobar ICH and clinical suspicion of CAA. We observed several SNPs associated with
CAA neuroimaging MRI markers (cortical superficial siderosis (cSS), enlarged
perivascular spaces in the centrum semiovale (CSO-EPVS), lobar cerebral microbleeds
(CMB), white matter hyperintensities (WMH), corticosubcortical atrophy and CAA-SVD
burden score). Concretely, ABCA7 (rs3764650), CLU (rs9331896 and rs933188),
EPHAL (rs11767557), and TREML2 (rs3747742) were significantly associated with a
CAA-SVD burden score. Regarding circulating levels of apolipoproteins, protective AD
SNPs of CLU (rs11136000 (T) and rs9331896 (C)) were significantly associated with
higher HDL ApoJ content in the lobar ICH cohort. APOEe2 carriers presented higher
plasma and LDL-associated ApoE levels whereas APOEe4 carriers presented lower
plasma ApoE levels. Additionally, we observed that lower circulating ApoJ and ApoE
levels were significantly associated with CAA-related MRI markers. More specifically,
lower LDL-associated ApoJ and plasma and HDL-associated ApoE levels were
significantly associated with CSO-EPVS, lower ApoJ content in HDL with brain atrophy
and lower ApoE content in LDL with the extent of cSS. This study reinforces the relevance
of lipid metabolism in CAA and cerebrovascular functionality. We propose that ApoJ and
ApoE distribution among lipoproteins may be associated with pathological features
related to CAA with higher ApoE and ApoJ levels in HDL possibly enhancing
atheroprotective, antioxidative and anti-inflammatory responses in cerebral (-

amyloidosis.

Introduction

Cerebral amyloid angiopathy (CAA) is a degenerative small vessel disease (SVD) caused

by the deposition of amyloid, commonly amyloid-f3 (AB), in the wall of the blood vessels
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of the central nervous system, affecting leptomeningeal vessels, arteries and cortical
arterioles of medium or small caliber, as well as cerebral capillaries (Charidimou et al.,
2017a). The most relevant pathological consequence of CAA is the presence of
intracerebral hemorrhage (ICH) in cortical and subcortical localization with ICH
recurrence being a common complication of this disease (Charidimou et al., 2017d).
Cognitive deterioration, dementia and transient focal neurologic episodes (TFNE) are
also relevant clinical manifestations of CAA (Arvanitakis et al., 2011; Smith et al., 2021).
Symptomatic CAA is characteristically associated with MRI markers of small vessel brain
injury, including hemorrhagic markers as lobar cerebral microbleeds (CMB) and cortical
superficial siderosis (cSS) (Charidimou et al., 2017c, 2017d), but also non-hemorrhagic
features of SVD, such as enlarged perivascular spaces in the centrum semiovale (CSO-
EPVS) (Charidimou et al., 2017b) and periventricular white matter hyperintensities
(WMH) (Chojdak-tukasiewicz et al., 2021). These imaging features together with clinical
characteristics are currently used to diagnose patients as possible or probable CAA
according to the modified Boston criteria (Linn et al., 2010), which have recently been
validated and updated (Charidimou et al., 2022). In parallel, a small vessel disease score
obtained from some of these common CAA MRI features, previously validated and
associated with pathological CAA, has been defined to predict the vascular affectation

degree in this disease (Charidimou et al., 2016; Boulouis et al., 2017).

Pathologically, CAA frequently coexists with Alzheimer's disease (AD), where AB is
accumulated in the brain parenchyma forming insoluble plaques. Therefore, both CAA
and AD are grouped as cerebral B-amyloidosis diseases. In addition, AD brains present
neurofibrillary tangles (NFT) formed by insoluble hyperphosphorylated Tau, that together
with the presence of AB plaques induce neurodegenerative processes causing dementia
(Scheltens et al., 2021). Besides the biological overlap between AD and CAA, based on
AB production and clearance processes, different factors are described to favor the AR
accumulation in different brain localizations (Greenberg et al., 2020). For example, the
length of the peptide is clearly related to its deposition: AB42 is the main component of
amyloid plaques in AD, whereas AB40 is predominantly aggregated in blood vessels
(Yamada, 2015). Apolipoprotein E (ApoE), which has the main function of regulating
lipids transport and distribution in the brain (Bu, 2010), is also a crucial element
associated with A brain deposition. This last assumption is based on the fact that the €4

variant of the APOE gene is the main genetic risk factor for AD (Schmechel et al., 1993),
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but also for CAA (Greenberg et al., 1996). Indeed, APOE¢4 is related not only to CAA
but also to lobar ICH and lobar microhemorrhages, characteristic traits in CAA patients
(Inoue et al., 2021). On the other hand, the APOEe2 variant is more frequent in brains
with more severe vascular changes and it is associated with the presence and recurrence
of ICH attributed to CAA (Greenberg et al., 1998). However, while both APOEe2 and
APOEE¢4 alleles are considered risk factors for ICH-CAA (Giralt-Steinhauer et al., 2022),
APOEe2 is a protective factor for AD (Serrano-Pozo et al., 2021). On the other hand,
apolipoprotein J (ApoJ) or clusterin (Clu) coded by the CLU gene, is the second most
expressed apolipoprotein in the brain after ApoE. Both ApoE and ApoJ are important
factors in lipid metabolism that can also modulate AB aggregation and deposition in the
brain (Huynh et al., 2017; Foster et al., 2019). The distribution of these apolipoproteins
among different plasma lipoproteins can play a role in their functionality (Koch and
Jensen, 2016; Lanfranco et al., 2020). In this regard, we have previously described how
the content of ApoE and ApoJd in lipoproteins differs between CAA-ICH and AD patients

(Bonaterra-Pastra et al., 2021).

To further understand the rationale underlying cerebral f-amyloidosis and the biological
relationship between CAA and AD, our study was based on the determination of the
frequency of different genetic variants previously associated with AD pathology in a
cohort of patients with lobar ICH associated with CAA. In this sense, candidate single
nucleotide polymorphisms (SNPs) were selected for being previously associated with AD
occurrence and progression in different GWAs studies, including genetic variants in
APOE, CLU, ABCA7, PICALM, BIN1, SORL1, PTK2B, EPHA1, CD33, CD2AP, MS4AGA,
HLA-DRB5/HLA-DRB1, TREM1, TREM2 and TREML2 genes (Lambert, 2013; Replogle
et al., 2015). These genes are assumed to be associated with AD through different
pathways. For example, SORL1, ABCA7 and CLU participate in cholesterol metabolism
(Giri et al.,, 2016). BIN1, CD2AP, PICALM, EPHAl1 and SORL1 are implicated in
endocytosis which plays a major role in synaptic transmission and response to neural
damage (Giri et al., 2016); PTK2B has been related to hippocampal synaptic function
(Giri et al., 2016); and CR1, CD33, MS4A, ABCA7, EPHAL, TREM2, TREM1, TREML2,
HLA-DRB5/HLA-DRB1 and CLU are involved in immune response (Replogle et al., 2015;
Giri et al., 2016). In particular, we focused on the potential associations of candidate
SNPs frequency with the most common MRI markers associated with CAA in the lobar

ICH cohort. Furthermore, because of the particular role of ApoE and ApodJ in cerebral 3-
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amyloidosis, we also analyzed the association of the levels of total plasma ApoE and
Apod proteins, as well as their content in different circulating lipoproteins, with the genetic
variants in APOE and CLU genes and with the most common MRI markers associated
with CAA.

Methods
Study Population

The population studied in this cohort consisted of 126 participants who had suffered at
least one lobar intracerebral hemorrhage (ICH) and presented a clinical suspicion of
CAA. Patients were recruited during a follow-up visit in 11 different Spanish centers
(Bonaterra-Pastra et al., 2021; Marazuela et al., 2021). All patients were >55 years old
and those presenting with symptomatic deep intracerebral hemorrhages or treated with

anticoagulant therapy were excluded.

The data obtained from the cohort included the recruitment date, date of stroke events,
demographic characteristics (sex, age), relevant vascular risk factors (hypertension (HT),
diabetes mellitus (DM), and dyslipidemia (DL)), medication and cognitive status. Patients
that presented mild cognitive impairment or dementia were all considered as cognitive
impaired patients. The study was approved by the Clinical Investigation Ethical
Committee of the Vall d'Hebron University Hospital, Barcelona, Spain (PR(AG)326/2014)
and had the approval of the Ethical Committees of all the participating centers. The study

was conducted in accordance with the Helsinki Declaration.
Magnetic resonance imaging evaluation

Brain magnetic resonance imaging (MRI) was acquired using a 1.5-T whole-body
scanner for most patients (n=118, 96%) for diagnostic and clinical purposes in each
center at 6.70 + 16.79 months from the last lobar ICH. The following sequences were
obtained: axial T2-weighted turbo spin-echo, axial T1-weighted spin-echo, axial T2-
weighted turbo fluid-attenuated inversion recovery (FLAIR), and axial T2*-weighted echo-
planar gradient-echo sequence. All MRI images were evaluated in Vall d’Hebron
University Hospital (VHUH) by the same neuroradiologist, who was blinded to clinical and
biological information.

ICHs were defined as hypointense foci >5 mm in diameter on the T2*-weighted images,

and the number and location were recorded. Cortical superficial siderosis (cSS) was
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defined as the presence of thin hypointensity on T2*-weighted in a curvilinear pattern
following the gyral cortical surface and was evaluated and classified as focal (restricted
to <3 sulci) or disseminated (=4 sulci) according to its distribution and severity as
previously described (Linn et al., 2010). ¢SS contiguous or potentially anatomically
connected with any lobar ICH were not included in the aforementioned categories.
Perivascular spaces (PVS) also known as Virchow-Robin spaces were evaluated on axial
T2-weighted images. Enlarged perivascular spaces (EPVS) in the basal ganglia (BG) or
centrum semiovale (CSO) were rated using a previously described validated 4-point
visual rating scale (0= no EPVS, 1< 10 EPVS, 2= 11-20 EPVS, 3= 21-40 EPVS and 4>
40 EPVS) (Wardlaw et al., 2013). EPVS were also classified as low (20 EPVS) or high
(=21 EPVS) degree. The presence of cerebral microbleeds (CMB; diameter <5 mm),
together with their number and location, was recorded following the Brain Observer
MicroBleed Scale (BOMBS) (Cordonnier et al., 2009). Depending on the number of lobar
microbleeds, patients were classified as having less than 5 lobar CMB or more than 5
(Lobar CMB >5). White matter hyperintensities (WMH) were defined as hyperintense
signal lesions in T2-FLAIR or T2-weighted images and were classified as deep or
periventricular depending on their location. Deep and periventricular WMH were
assessed according to the four-point Fazekas rating scale (Fazekas et al., 1987). For
periventricular WMH: 0= absence, 1= "caps" or pencil-thin lining, 2= smooth "halo”, 3=
irregular WMH extending into the deep white matter; and for deep WMH: 0= absence, 1=
punctate foci, 2= beginning confluence of foci, 3 = large confluent areas. We further
classified WMH burden as mild (Fazekas: 0, 1) or severe (Fazekas: 2,3). The WMH score
was evaluated in the hemisphere not affected by hemorrhage, except in cases when both
hemispheres were involved. Global brain atrophy was visually assessed and classified
as mild, moderate or severe. The MRI analysis allowed the classification of cases
according to Boston criteria 1.5 (Linn et al., 2010); 106 patients accomplished a CAA
diagnosis, whereas 13 patients presented mixed-pathology (presenting lobar and deep
microbleeds), 7 patients were excluded from the Boston criteria classification because of
missing imaging information and 1 patient was diagnosed as probable CAA with
supporting pathology. In addition, all patients were classified according to the CAA-small
vessel disease (SVD) burden score (Charidimou et al., 2016). It ranges from O to 6 points
and it is based on the presence and grade of MRI markers associated with CAA including
CMBs, ¢SS, CSO- EPVS and WMH. In our study, the CAA-SVD burden was classified
as low (<3) or high degree (=4).
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Blood collection

Ten ml of blood in EDTA-containing Vacutainer tubes (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA) were collected from each participant at a follow-up visit. Blood was centrifuged

at 4 °C for 15 min at 2500 rpm and plasma was immediately aliquoted and frozen at -80°C.
Genetic determinations

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) candidates were genotyped from blood using
SNPlex™ at the Spanish National Genotyping Centre (CEGEN) and included rs6656401
and rs6701713 of CR1, rs4311 of ACE, rs11136000, rs7012010, rs9331896 and
rs9331888 of CLU, rs4147929 and rs3764650 of ABCA7, rs3851179 and rs10792832 of
PICALM, rs744373 and rs6733839 of BIN1 gene, rs11767557 and rs11771145 of
EPHAL, rs3865444 of CD33, rs9349407 and rs10948363 of CD2AP, rs11218343 of
SORL1, rs9271192 of HLA-DRB5-DRB1 region, rs28834970 of PTK2B, rs6910730 of
TREM1, rs75932628 of TREM2, rs3747742 and of TREML2, and rs4938933 and
rs983392 of MS4A6A and rs429358 y rs7412 of the APOE gene to determine APOEe
genotype.

Plasma ApoE and ApoJ levels

Apolipoproteins levels determination in plasma and in lipoprotein fractions was done in a
representative subcohort of 60 lobar ICH patients with clinical suspicion of CAA. The
lipoprotein fractions determined were very low-density lipoproteins (VLDL), low-density
lipoproteins (LDL) and high-density lipoproteins (HDL). Blood samples from this group were
obtained 10.42 £ 16.77 months after the last ICH and processed as previously explained.
The standard lipid profile was quantified in the Clinical Biochemistry Unit of the Vall
d’Hebron University Hospital (VHUH) using a direct HDL-cholesterol method (HDL-C plus)
or by ultracentrifugation when the triglycerides concentration was higher than 3 mmol/L, in
agreement with the National Cholesterol Education Program (Third Report of the National
Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and
Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel 1ll) final report.,
2002). These determinations were performed in an AU 5800 autoanalyzer (Beckman
Coulter, Pasadena, CA, USA) using reagents from Beckman Coulter. To study the
apolipoprotein content in the lipoprotein fractions, lipoproteins were isolated by flotation
sequential ultracentrifugation according to density: VLDL (1.006-1.019 g/mL), LDL (1.019—
1.063 g/mL), and HDL (1.063-1.210 g/mL) in the Research Institute of the Hospital de Sant
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Pau. ApoE determination was determined in a Cobas 6000/c501 autoanalyzer using
reagents from Kamiya Biomedicals (Seattle, WA, USA). ApoJ quantification, in plasma and
lipoproteins, was analyzed by ELISA (Mabtech, Stockholm, Sweden) at VHIR. Before
ELISA quantification, lipoprotein samples were diluted to the same cholesterol
concentration. Samples with null values for a particular quantification were discarded from

such analysis.

Statistical Analysis

To study allelic associations, each SNP was dissected into its 2 alleles to perform an
allelic test. The association of all the SNPs and demographic variables with CAA
neuroimaging features was studied by raw analysis using contingency tables and a X?
test using the Pearson or Fisher p-value as needed. To adjust the results, a forward LR
binary logistic regression using sex, age, and the significant SNPs for each radiological
feature was assessed. The odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (ClIs) for the
effect on radiological characteristics were estimated using binary logistic regression
analysis. This regression was performed as a common dominant model using SNPs as
binary categorical variables (not having the minor allele (MA) versus having the minor
allele) or as an additive model (comparing the 3 different genotypes). For the binary
logistic regression of the small vessel disease burden, a simplified score of low-high small
vessel disease burden score was used. The distribution of the continuous variables was
tested using the Kolmogorov-Smirnov test. If the distribution was normal, an independent
samples t-test was performed, and if the distribution was not normal an independent
samples Mann-Whitney U test. When analyzing the association between apolipoprotein
levels and age or ordinal variables with more than 2 categories, Spearman correlations
were performed. Data are expressed as the mean + standard deviation (SD) for normal
distributions or as the median [interquartile range] for non-normal distributions. To adjust
our results, backward linear regressions were performed for ApoJ and ApoE circulating
levels using the significant variables for each apolipoprotein fraction and adjusting by sex
and age. The slope of the regression (B) with a 95% CIl was estimated by linear
regressions. A p-value below 0.05 was considered statistically significant. Statistical
analyses were conducted using SPSS Statistics version 21 (IBM Corporation, Armonk,
NY, USA) and R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
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Results

The demographic characteristics of the study population are displayed in Table 1. All
patients presented at least one lobar ICH, 30.2% of patients presented 2 or more lobar
ICH and 50.4% presented cognitive impairment. The most common MRI features
previously associated with CAA were analyzed and resulted well represented in our
cohort (Table 2). From them, 42.4% of patients presented ¢SS, 70% of whom displayed
disseminated cSS. Almost all patients (92.4%) presented MRI-visible EPVS; 97.25% of
them in the basal ganglia, mostly with low degree (80%), whereas 80.7% presented
EPVS in the CSO, among them 48.9% with high degree. Also, 61.9% of the population
presented CMB. Among them, most of the patients showed lobar CMBs (94.52%),
including 36.23% that presented more than 20 lobar CMBs. Also, nearly the whole cohort
(91.5%) presented WMH, both periventricular (89.8%) and deep (90.7%). Additionally,
37.3% of patients presented brain atrophy.

Table 1.
Lobar ICH (n=126)
Age, years 76.18 +7.11
Sex (Females) 68 (54%)
HT 73 (60.3%)
DM 18 (15.5%)
DL 41 (36.9%)
Cognitive impairment 58 (50.4%)
Corticosubcortical ICH 126 (100%)
22 38 (30.2%)
23 13 (10.3%)

Table 1. Demographic and clinical characteristics. Data are expressed as n (%). ICH: Intracerebral
Hemorrhage; HT: Hypertension; DM: Diabetes Mellitus; DL: Dyslipidemia.

The main aim of this study was to evaluate whether genetic variants described as AD risk
factors were also related to CAA, especially focusing on imaging features associated with
this pathology in patients with lobar ICH. To do so, associations between the frequency
of the candidate SNPs and MRI features and demographic characteristics were

considered through allelic univariant analysis (Supplemental Table 1). After applying a
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binary logistic regression adjusted by age and sex, only the candidate SNPs that
remained significantly associated with specific MRI features are presented in Table 3.
We detected that several CLU SNPs were associated with MRI features associated with
CAA, such as the presence of ¢SS, CSO-EPVS, lobar CMB, and both deep and
periventricular WMH. In addition, specific SNPs in ABCA7 (rs3764650; p=0.009), CLU
(rs9331888; p=0.014), EPHA1l (rs11767557; p=0.010), and TREML2 (rs3747742;
p=0.019) were independently associated with the CAA-SVD burden score when the
common dominant model was applied (Figure 1). Moreover, the variants in ABCA7
(rs3764650; p=0.013), CLU (rs9331896; p=0.018), EPHAL (rs11767557; p= 0.006) and
TREML2 (rs3747742; p= 0.033) were also independently associated with the CAA-SVD
burden score when the additive model was applied (Supplemental Figure 1). The minor
alleles in the specific SNPs of ABCA7 (rs3764650 (G)), EPHAL (rs11767557 (C)) and
CLU (rs9331896 (C)) resulted to act as potential protective factors as their frequency
significantly decreased at higher CAA-SVD score. On the other hand, the minor alleles
in the specific SNPs of CLU (rs9331888 (G)) and TREML2 (rs3747742 (C)) were
considered a risk factor, since their frequency was significantly correlated with a higher
CAA-SVD score (Table 3). Interestingly, carriers of APOEe2 showed a statistical
tendency to present a higher CAA-SVD burden score (Supplemental Table 1), however,

the association was lost after the logistic regression.

From these results and considering the known role of ApoJ/CLU in cerebral B-
amyloidosis (Howlett et al., 2013; Beeg et al., 2016), we next focused on the study of the
potential genotypic association of the CLU SNPs (rs11136000, rs7012010, rs9331888
and rs9331896) with ApoJ levels in plasma, as well as its distribution among lipoproteins
in samples from a subgroup of 60 patients with clinical suspicion of CAA. First, none of
the demographic characteristics and main vascular risk factors evaluated were related
with ApoJ levels in plasma or its content in VLDL, LDL or HDL lipoproteins (Supplemental
Table 2). However, the variant rs1113600 was significantly associated with ApoJ content
in HDL (T allele (MA) = 795.87 [586.48-1065.01] pg/mmol cholesterol (chol) vs. C allele
= 614.68 [0-950.47] pg/mmol chol; p=0.012), whereas the association between
rs9331896 and HDL-ApoJ content showed a statistical tendency (C allele (MA) = 795.87
[549.54-1065.01] pg/mmol chol vs. T allele = 644.44 [13.22-961.01] pg/mmol chol;
p=0.056). In both cases, the minor allele (rs1113600 (T) and rs9331896 (C)) was
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Table 2
cSS 50 (42.4%)
Focal 15 (30%)
Disseminated 35 (70%)
EPVS 109 (92.4%)
BG-EPVS 106 (97.25%)
Low degree (1-20) 85 (80.2%)
High degree (21->40) 21 (19.8%)
CSO-EPVS 88 (80.7%)
Low degree (1-20) 45 (51.1%)
High degree (21->40) 43 (48.9%)
CMB 73 (61.9%)
Lobar CMB 69 (94.52%)
1-5 25 (36.23%)
6-10 12 (17.39%)
11-20 7 (10.14%)
>20 25 (36.23%)
Deep CMB 14 (19.18%)
1-5 12 (85.7% )
6-10 1 (7.1%)
11 - 20 1 (7.1%)
>20 0 (0%)
Cerebellum CMB 15 (20.5%)
1-5 12 (80%)
6-10 3 (20%)
11-20 0 (0%)
>20 0 (0%)
WMH 108 (91.5%)

Periventricular

Caps or pencil/thin lining (1)

Smooth halo or irregular periventricular (2-3)
Deep

Punctate foci (1)

Beginning or large confluent areas (2-3)

97 (89.8%)
24 (24.7%)
73 (75.3%)

98 (90.7%)
43 (43.9%)
55 (56.1%)

Cortico-subcortical atrophy
Mild
Moderate
Severe

44 (37.3%)
29 (65.9%)
13 (29.5%)
2 (4.5%)

Table 2. MRI-imaging characteristics of a lobar ICH cohort with clinical suspicion of CAA (N = 118). The
percentages displayed are within each category. cSS: cortical superficial siderosis; EPVS: Enlarged
perivascular spaces; BG: Basal ganglia; CSO: Centrum semiovale; CMB: Cerebral microbleeds; WMH: White

matter hyperintensity. Data are expressed as n (%).
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associated with higher ApoJ content in HDL (Figure 2). No other associations were

detected between CLU SNPs and circulating ApoJ levels (Supplemental Table 3).

On the other hand, whereas total plasma ApoJ levels resulted not linked to CAA-MRI
markers, several associations were identified regarding ApoJ distribution among
lipoproteins (Supplemental Table 1). Remarkably, lower ApoJ content in LDL was
significantly associated with the presence of CSO-EPVS (absence = 104.06 [66.49—
149.33] ug/mmol chol vs. presence = 60.78 [9.57-117.16] pg/mmol chol; p=0.033), and
with the corresponding EPVS rating scale (p=0.041) (Figure 3.A). In addition, lower ApoJ
content in HDL was significantly associated with corticosubcortical atrophy (absence=
756.79 [466.97-1028.20] pg/mmol chol vs. presence= 304.47 [0.00-795.87] ug/mmol
chol; p=0.031) and its severity (p=0.020) (Figure 3.B). After applying a linear regression
adjusting by age and sex to underscore those variables independently associated with
the protein circulating levels, we only found that certain MRI features remained
significantly associated with ApoJ distribution in lipoproteins whereas the association with
CLU SNPs lost signification. On the other hand, CSO-EPVS remained associated with
circulating LDL ApoJ content and corticosubcortical atrophy remained associated with
HDL ApoJ, independently of CLU SNPs (Figure 3.C).

We next explored the potential alteration of the circulating ApoE levels in the lobar ICH
cohort. Although none of the demographic characteristics or clinical variables analyzed
were associated with apoE concentration in plasma or with its distribution among
lipoproteins (Supplemental Table 4), we found significantly higher levels of total plasma
ApoE in patients carrying the €2 allele (non APOEe2 carriers= 43.16£14.02 mg/L vs.
APOEEe2 carriers= 67.04+21.56 mg/L; p<0.001) and significantly lower total plasma ApoE
levels associated with the presence of the €4 allele (non APOEe4 carriers= 48.59+£17.17
mg/L vs. APOEeg4 carriers= 36.82+11.73 mg/L; p=0.024) (Supplemental Table 5), as
previously described (Montafola et al., 2016; Marais, 2019). Furthermore, the APOEe2
genotype was also significantly associated with higher levels of ApoE in LDL (non
APOEe2 carriers= 35.07 [17.64-51.61] pmol/mol chol vs. APOEe2 carriers = 67.48
[58.79-171.32] umol/ mol chol; p=0.001 (Supplemental Table 5).

Interestingly, when analyzing the possible associations between circulating ApoE levels
and the presence of the different MRI markers, we detected lower content of ApoE in

LDL significantly associated with a higher extent of cortical superficial siderosis (focal
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Genetic and clinical variables

Common dominant model

Additive model

OR (95% CI) p-value OR (95% ClI) p-value
cSS CLU rs9331888 (G allele, MA) 2.490 (1.175-5.278) 0.017 1.889 (1.033 - 3.454) 0.039
CD2AP rs10948363 (G allele, MA)  0.188 (0.042 — 0.836) 0.028 - -
¢SS extent CD2AP rs9349407 (C allele, MA) - - 0.150 (0.039 - 0.581)  0.006
6.722 (1.500 — 8.264 (1.698 —
CLU rs11136000 (T allele, MA) 30.127) 0.013 40.000) 0.009
CSO-EPVS - - - — —
High degree
CLU rs7012010 (C allele, MA) 2.370 (1.073 - 5.237) 0.033 1.935 (1.082 - 3.462) 0.026
CSO-EPVS
BG-EPVS - - - - -
High degree
CD33 rs3865444 (A allele, MA) - - 3.333(1.437-7.752)  0.005
BG-EPVS
ABCAT7 rs3764650 (G allele, MA) 0.313 (0.126 — 0.778) 0.012 0.290 (0.115 - 0.728) 0.008
Lobar CMB
CLU rs7012010 (C allele, MA) 2.185 (1.006 — 4.749) 0.048 1.853 (1.016 — 3.378) 0.044
ABCAT7 rs3764650 (G allele, MA)  0.323 (0.110 — 0.945)  0.039 - -
Lobar CMB >5 CLU rs11136000 (T allele, MA) - - 0.503 (0.278 — 0.911) 0.023
TREML2 rs3747742 (C allele, MA)  2.306 (1.44 — 5.092) 0.039 1.918 (1.095 — 3.362) 0.023
High deep WMH CR1rs6701713 (A allele, MA) 0.420 (0.177 — 0.994) 0.048 0.419 (0.191 - 0.919) 0.030
burden CLU rs9331888 (G allele, MA) 3.054 (1.404 —6.642)  0.005  2.351 (1.234—4.478)  0.009
High periventricular  CLU 159331888 (G allele, MA) 2.673(1.211-5.897)  0.015 - -
WMH burden CLU rs9331896 (C allele, MA) - —  0478(0.270-0.848) 0.012
BIN1 rs6733839 (T allele, MA) 0.307 (0.132 - 0.715) 0.002 0.457 (0.237 — 0.881) 0.019
Atrophy CD2AP rs10948363 (G allele, MA)  0.257 (0.111-0.595)  0.006  0.359 (0.170 —0.755)  0.007
CLU rs7012010 (C allele, MA) - - 2.101 (1.125 - 3.924) 0.020
ABCAT7 rs3764650 (G allele, MA) 0.261 (0.096 — 0.711) 0.009 0.284 (0.105 — 0.764) 0.013
CLU rs9331896 (C allele, MA) - - 0.470 (0.251 - 0.879) 0.018
CAA-Small vessel
disease burden CLU rs9331888 (G allele, MA) 2.921 (1.246 — 6.851) 0.014 - -
score
EPHAL1 rs11767557 (C allele, MA)  0.285 (0.109 —0.744)  0.010  0.288 (0.118 —0.698)  0.006
TREML2 rs3747742 (C allele, MA)  2.787 (1.184 — 6.650) 0.019 1.963 (1.055 - 3.652) 0.033

Table 3. Binary logistic regression for CAA MRI markers with SNPs minor alleles adjusting by sex and age.
cSS: cortical Superficial Siderosis; EPVS: Enlarged Perivascular Spaces; CSO: Centrum Semiovale; CMB:
Cerebral Microbleeds; WMH: White Matter Hyperintensity. OR: Odds Ratio. Cl: Confidence Interval. MA: Minor
allele.

€SS = 76.19 [48.16-168.08] vs. disseminated cSS= 27.73 [9.85-60.51] pmol/mol chol;
p=0.003) (Figure 4.A). Also, as observed with the ApoJ protein study, we found that ApoE

protein levels were associated with the presence of visible CSO-EPVS and their degree
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Figure 1. Allelic distribution of the SNPs associated with the CAA-SVD burden score using the common
dominant model. The genetic risk factor (presenting or not the Minor allele) associated with a higher score is
represented in dark grey, whereas the protective factor is represented in light grey. Allelic distribution is
expressed as a percentage in each category of the score (0-6).

score. Lower total and HDL ApoE levels were significantly correlated with the presence
of CSO-EPVS (absence= 55.61+21.15 mg/L and 441.36x267.94 pmol/mol chol vs.
presence= 42.92+14.48 mg/L and 306.72+192.85 pumol/mol chol; p=0.014, and p=0.044,
respectively) and with the corresponding degree score (p=0.045 and p=0.032,
respectively) (Figure 4.B). After a linear regression adjustment considering age and sex
to underscore those variables independently associated with ApoE circulating levels, we

found that APOEe2 and €4 genotypes resulted independently associated with total
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plasma protein levels. In addition, APOEe2 genotype and ¢SS severity maintained the

independent association with LDL ApoE levels. And finally, the presence of visible CSO-

EPVS remained significantly associated with HDL ApoE levels. (Figure 4.C).
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Figure 2. Association of CLU SNPs (rs1136000 (T), rs9331896 (C)) with ApoJ content in HDL. Boxplot
representation of ApoJ content in HDL expressed as pg of ApoJ per mmol of cholesterol in HDL according to
CLU SNPs alleles. * p<0.05; # p<0.1.
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Figure 3. Association of ApoJ levels with MRI features associated with CAA. ApoJ levels are expressed as Ug
of ApoJ per mmol of cholesterol in each lipoprotein. A) Boxplot representation of ApoJ levels in LDL according
to EPVS in Centrum Semiovale (CSO). B) ApoJ levels in HDL according to the presence and severity of cortico-
subcortical atrophy. C) Linear regression for circulating ApoJ levels using the significant variables for each
lipoprotein fraction (CLU SNPs and MRI markers) and adjusting by sex and age. *p< 0.05.
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(umol / mol chol) S5 severity -51.64 (-88.51 - -14.77) 0.008
HDL ApoE
CSO-EPVS -134.64 (-265.36 - -3.92 0.044
(umol / mol chol) ¢ )

Figure 4. Association of ApoE levels with MRI features. ApoE levels are expressed as mg/L in plasma and
pumol of ApoE per mol of cholesterol in each lipoprotein. A) Boxplot distribution of ApoE levels in LDL according
to cortical superficial siderosis severity and distribution. B) Total and HDL ApoE levels according to EPVS in
Centrum Semiovale (CSO). C) Linear regression for circulating ApoE levels using the significant variables for
each lipoprotein fraction (APOE genotypes and MRI markers) and adjusting by sex and age.* p<0.05; ** p<0.01.

107



Resultats

Discussion

Detecting the cerebrovascular AR pathology is a crucial endpoint with diagnostic value
and potential for monitoring CAA progression. In recent years, the development of
positron emission tomography (PET) radiotracers for AR imaging (Farid et al., 2017;
Chang et al., 2021) and cerebrospinal fluid (CSF) biomarkers (Kuiperij et al., 2020) have
been an intensive focus of research in the CAA field, although high costs and the
invasiveness of these tests make them still limited for the clinical practice. The evolution
of the vascular pathology could be potentially monitored through the progression of SVD
neuroimaging markers strongly associated with CAA pathology, although most of these
features have little specificity (Chojdak-tukasiewicz et al., 2021). Furthermore, although
these MRI markers reflect distinct pathophysiologic aspects of the disease, biological
mechanisms underlying their occurrence and topography are still under investigation. In
this regard, the hypothesis of the present study was that candidate genes previously
associated with different pathological aspects in AD could also be related, in accordance
or in opposition, to the deposition of AR in blood vessels and may shed light on the
biological impact of the MRI features commonly found in CAA patients. For this purpose,
we tested the minor allele frequency of candidate AD-linked SNPs identified in previous
GWAS (Lambert, 2013; Replogle et al., 2015) in a multicenter cohort of patients that

suffered a lobar ICH with a clinical suspicion of CAA.

Initially, we found that the frequency of minor alleles in certain candidate genetic variants
in the ICH-CAA cohort did not follow the same direction as the results previously
described for AD pathology. This phenomenon is well established for the presence of the
APOEEe2 allele, which is a protective genetic variant for AD, whereas it is associated with
a higher hemorrhagic load in CAA (Lambert, 2013; Greenberg et al., 2020). In this sense,
for instance, ABCAY rs3764650 (G) has been described as a risk factor for AD, without
a direct influence on CAA (Beecham et al., 2014). However, other ABCA7 SNPs have
been associated with both CAA and small vessel ischemic disease (Mékela et al., 2018;
Blumenau et al., 2020). In our cohort, we observed that ABCA7 SNP rs3764650 (G) acted
as a protective factor regarding the presence and number of lobar CMBs and also
resulted to be less frequent in those cases with a higher CAA-SVD burden score. Also,
TREML2 rs3747742 (C), a protective factor for AD (Benitez et al., 2014), acted as a risk
factor for the presence of a high number of lobar CMB (>5) and resulted more frequent
when increasing the CAA-SVD burden score. Finally, EPHAL rs11767557 (C) was
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significantly associated with lower punctuation in the neuroimaging CAA-SVD burden
score. This SNP was previously related to a higher risk of AD; although other EPHAL
genetic polymorphisms have also been associated with small vessel ischemic disease
(Wei etal., 2019; Blumenau et al., 2020). All these results add evidence to the complexity
of pathophysiological processes that lead to the development of CAA or AD. ABCA7 has
been previously associated with A metabolism and neuritic plaque burden in AD
(Shulman et al., 2013; Beecham et al., 2014; Makela et al., 2018). Furthermore, ABCA7,
in addition to TREML2 and EPHA1, has been proposed to influence AB clearance
(Benitez et al., 2014; Karch and Goate, 2015; Makela et al., 2018). Alterations in AR
production and clearance may cause a redistribution of AB from parenchyma to
vasculature, possibly causing a lower burden of neuritic plaques together with a major
accumulation of AB in the cerebral vessels, which could explain how protective factors
for AD could cause risk for CAA and vice versa. However, these genes are also involved
in many biological mechanisms that may differently influence both pathologies, such as
Tau pathology or BBB integrity maintenance (Shulman et al., 2013; Beecham et al., 2014;
Benitez et al., 2014, Obermeier et al., 2013).

Interestingly, we observed that the 4 CLU SNPs studied were independently and
significantly associated with several CAA neuroimaging markers. In more detalil,
rs7012010 (C) and rs9331888 (G) were previously widely described as risk markers for
AD (Lambert et al., 2009; Yu and Tan, 2012; Tan et al., 2016; Foster et al., 2019). In the
present study, we observed significant independent associations of rs7012010 (C) with
the degree of CSO-EPVS and the presence of lobar CMB and brain atrophy; and
rs9331888 (G) with the presence of ¢SS, WMH burden and a global higher CAA-SVD
burden, as features presumably associated with a higher CAA severity in the lobar ICH
population. On the contrary, rs11136000 (T) and rs9331896 (C) were previously
described as protective factors for AD (Foster et al., 2019). In this sense, we observed
rs9331896 (C) to be independently and significantly associated with a lower burden of
periventricular WMH and CAA-SVD score and rs11136000 (T) with a reduced number of
CMB, in line with a previous study of our group where rs11136000 (T) was associated
with the absence of lobar CMBs (Montafiola et al., 2016). Altogether, in the lobar-ICH
cohort, the allelic frequencies of CLU SNPs rs9331896 (C) and rs9331888 (G) followed
the pattern of potential risk/protective factors previously described in AD. A recent study

found several different CLU haplotypes associated with lobar ICH, suggesting that
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different CLU SNPs are clearly involved in ICH and that different SNPs within the same
gene could cause the same phenotypic endpoint (Sawyer et al., 2022). Regarding APOE
genotype, the presence of €2 and ¢4 alleles had no impact on the common CAA MRI
features, although APOEEe2 carriers presented a statistical tendency to higher CAA-SVD
burden score. Previous studies found an association of APOEe4 with strictly lobar CMB
(Shams et al., 2022) and APOEe¢2 with ¢SS (Charidimou et al., 2015) although these
results have not been confirmed in other studies (Shoamanesh et al., 2014; Montafiola
et al., 2016; Shams et al., 2022).

Because we found a relevant association of different CLU SNPs with the presence of
several MRI features associated with CAA, we further explored their potential linked with
ApoJ peripheral levels. In fact, it has been extensively described that certain CLU SNPs
may affect ApoJ expression and levels (Szymanski et al., 2011; Xing et al., 2012; Cai et
al., 2016; Tan et al., 2016). None of the SNPs analyzed was associated with changes in
ApoJ plasma concentration, but some associations with the distribution of ApoJ in
lipoproteins were observed. In this sense, we detected that the rs11136000 (T) and
rs9331896 (C) SNPs were specifically related with higher content of ApoJ in HDLs.
Indeed, rs11136000 (T) has been described to increase cerebral ApoJ expression in AD
patients and controls (Allen et al., 2012; Ling et al., 2012), although studies regarding its
impact on plasma levels have found different results (Schirmann et al., 2011; Mullan et
al., 2013). Therefore, we observed that only the AD-protective CLU SNPs (rs11136000
(T) and rs9331896 (C)) were associated with higher ApoJ content in HDL, the circulating
lipoprotein with higher content of ApoJ, in an allelic-dependent manner.

On the other hand, we used the same strategy regarding associations between genetic
APOE variants and ApoE plasma concentration and its distribution among lipoproteins.
Unlike what is observed for ApoJ, total plasma levels of ApoE are modulated by the
APOE alleles. In this sense, we detected that carrying the €2 allele significantly increased
total plasma ApoE levels, whereas ¢4 significantly decreased its levels as has been
extensively described in different cohorts (Montafiola et al., 2016; Rasmussen, 2016).
Regarding ApoE distribution among plasma lipoproteins, we observed that APOEeg2
carriers presented also significantly increased ApoE content in LDL. It is important to
consider that apart from altering ApoE levels, APOE genotype also influences ApoE
structure and functionality, and thus, affects processes such as the clearance of
parenchymal A through LRP1 (Yin and Wang, 2018).
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In order to understand the biological impact of the MRI markers analyzed, we studied
potential associations with ApoJ and ApoE circulating levels in the CAA-ICH cohort. ApoE
and ApoJ content in both HDL and LDL are negatively associated with several MRI
features. Specifically, we found that lower ApoJ content in LDL and lower ApoE levels in
plasma and HDL were associated with CSO-EPVS presence and degree. EPVS in CSO
have been related to high AB burden in CAA and AD patients in post-mortem
histopathological studies (Roher et al., 2003; van Veluw et al., 2016; Perosa et al., 2022),
suggesting that these pathological space enlargements may be the consequence of the
impairment in the perivascular drainage pathways (Hawkes et al., 2011; Arbel-Ornath et
al., 2013; Perosa et al., 2022). Interestingly, in a previous study, we found ApoJ LDL
content to be significantly elevated in AD patients compared to controls, but not in the
ICH-CAA cohort (Bonaterra-Pastra et al., 2021), suggesting that the content of ApoJ in
LDL could influence the A traffic within the brain. Moreover, it has been previously
described that ApoJ treatment could improve HDL functionality regarding
atheroprotective, anti-oxidative and anti-inflammatory properties (Rivas-Urbina et al.,
2020). Also, ApoE in HDL could act as a protective factor since AD patients present HDL
with lower ApoE content (Pedrini et al., 2022), and in our previous study, we observed
that subjects from an ICH-CAA cohort presented a higher ratio of ApoE/ApoC-Ill in HDL
than controls which we hypothesized to be a defensive response against vascular AR
deposition (Bonaterra-Pastra et al., 2021). Higher circulating ApoE levels are known to
be atheroprotective, and ApoE-enriched HDL are able to reduce CAA in an in vitro model
(Morton et al., 2019; Robert et al., 2020). Altogether we propose that higher content of
Apod and ApoE in LDL and HDL may enhance the drainage of AR from brain vessels,
displaying protective properties. Both ApoE and ApoJ bind AB and are established
ligands for different receptors of the LDL receptor family such as LDL receptor, ApoE
receptor, VLDL receptor, LDL receptor-related protein 1 (LRP1) and megalin. Therefore,
lower content of ApoJ and ApoE in lipoproteins may be related with higher vascular AR
deposition, which could be translated to a more prominent occurrence and severity of
different CAA-SVD markers.

In summary, we observed several genetic variants previously associated with AD (SNPs
on ABCA7, BIN1, CD2AP, CLU, CR1, EPHA1 and TREMLZ2) to be associated with MRI
markers of CAA. In more detail, the CLU SNPs studied were independently and

significantly associated with several CAA markers and followed the same risk/protective
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direction as previously described for AD. We observed CLU SNPs and APOE genotype
described as protective factors for AD to be associated with higher ApoJ and ApoE
content in lipoproteins. Furthermore, ApoJ and ApoE distribution among lipoproteins was
associated with CAA-MRI features, such as the presence of CSO-EPVS and their degree
score. We suggest that higher ApoE and ApoJ levels in HDL and LDL might enhance
atheroprotective and anti-inflammatory responses in cerebral amyloidosis. This study
reinforces the relevance of peripheral lipid metabolism and cerebrovascular functionality
in CAA and could open the path for new therapeutic strategies. However, the meaning of
our findings regarding ApoJ and ApoE distribution in lipoproteins and their link to AR
pathology needs further research and confirmation in larger cohorts. An important
limitation of our study is that all the patients from our cohort presented a symptomatic
ICH and some of the results observed could be due to pathological changes associated
with this hemorrhagic phenotype. We tried to overcome this issue by collecting the blood
samples of the participants for protein determinations in a non-acute phase of the disease
to avoid the massive inflammatory cascade produced after the stroke. Also, as an
observational study, we cannot confirm the causality of the differences observed in ApoJ
and ApoE circulating levels. Finally, although we are in front of a multicenter study, the
sample size is still small and larger studies with a higher number of patients should be

conducted, especially regarding the genetic association’s analysis.
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Supplemental Table 1

CAA-

SVD
CSO- BG- Lobar WMH WMH burden

cSS CSO- BG- Lobar

cSS extent  EPVS EPVS EPVS EPVS CMB CMB deep PV Atrophy score

degree degree >5 burden burden (low

Vs.

high)

Sex 0.635 0.758 0.111 0.876 0.16 0.144 0.584  0.473 0.252 0.078 0.473 0.753
Age 0.946 0.256 0.538 0.282 0.669 0.086 0.759  0.458 0.173 0.126 0.144 0.483
HT 0.972 0.228 0.311 0.678 1 0.691 0.723  0.565 0.739 0.276 0.989 0.629
DM 0.233 0.647 0.561 0.438 0.686 0.304 0.229  0.076 0.962 0.682 0.401 0.183
DL 1.000 0.822 0.895 0.827 0.764 0.322 0.218 0.300 0.441 0.524 0.703 0.591

ABCAT7 rs3764650

(G allele, MA) 0.143 1.000 0.614 0.215 0.495 0.593 0.009 0.029 0.488 0.229 0.079 0.013

ABCA7 rs4147929

(A allele, MA) 0.630 0.133 0.663 0.502 0.653 0.789 0.013 0.079 0.992 0.227 0.017 0.132

ACE rs4311

0.684 0570 0.648 0.446 0.487 0.481 0.988 0.31 0.958 0.467 0.949 0.855
(C allele, MA)

BIN1 rs6733839

0.837 0.927 0.128 0.973 0.878 0.832 0.639  0.656 0.088 0.721 0.032 0.748
(T allele, MA)

BIN1 rs744373

(G allele, MA) 0.328 0.641 0.201 0.425 0.523 0.447 0.462  0.565 0.146 0.421 0.117 0.964

CD2AP rs10948363

(G allele, MA) 0.180 0.008 0.622 0.416 0.503 0.585 0.710 0.329 0.430 0.813 0.013 0.597

CD2AP rs9349407

(C allele, MA) 0.180 0.008 0.622 0.416 0.503 0.585 0.710 0.329 0.430 0.813 0.013 0.597

CD33 rs3865444

0.729 0.302  0.611 0.036 0.92 0.005 0.090  0.317 0.468 0.489 0.591 0.676
(A allele, MA)

CLU rs11136000

0.046  0.031 0.305 0.176 0.84 0.113 0.139  0.017 0.090 0.009 0.198 0.006
(T allele, MA)

CLU rs7012010

(C allele, MA) 0.559 0.146 0.672 0.025 0.694 0.176 0.034  0.142 0.937 0.321 0.009 0.101

CLU rs9331888

(G allele, MA) 0.033 0.852 0.300 0.274 0.136 0.844 0.714  0.120 0.010 0.020 0.534 0.023

CLU rs9331896

(C allele, MA) 0.041 0.042 0.235 0.248 0.91 0.264 0.149 0.028 0.147 0.010 0.417 0.006

CR1rs6656401

0.331  0.601  0.260 0.315 0.216 0.153 0.527  0.373 0.290 0.990 0.612 0.786
(A allele, MA)

0.761

CR1 rs6701713 0299 0201 0279 0671 038 0567 0397 0503 0043  0.360 0.491

(A allele, MA)

EPHAL rs11767557

(C allele, MA) 0.043 0.272 0.784 0.881 0.544 0.98 0.308  0.305 0.072 0.124 0.520 0.012

EPHA1 rs11771145

(A allele, MA) 0.813 0.496 0.924 0.406 0.606 0.476 0.480 0.916 0.101 0.541 0.432 0.062

HLA-DRB5/HLA-DRB1 rs9271192

(C allele, MA) 0.663 0.691 0.796 0.721 0.653 0.789 0.469  0.292 0.992 0.728 0.411 0.533

MS4A4A-MS4AGA rs4938933

0.491  0.598  0.992 0.572 0.936 0.844 0.748  0.784 0.739 0.582 0.784 0.496
(C allele, MA)

MS4A4A-MS4AGA rs983392

(G allele, MA) 0.184 0.479 0.715 0.903 0.901 0.348 0.666  0.869 0.945 0.721 0.869 0.764

PICALM rs10792832

(A allele, MA) 0.366 0.532 0.392 0.706 0.737 0.863 0.764  0.922 0.318 0.778 0.179 0.809

PICALM rs3851179

(T allele, MA) 0.432 0.532 0.346 0.628 0.772 0.811 0.674 0.78 0.394 0.863 0.244 0.712
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PTK2B rs28834970

0533 0109 0671 0090 0672 0198 0995 0614 0791 0478 0959  0.503
(C allele, MA)

SORL1 1511218343 0246 1000 1.000  0.194 1 1 0242 0415 0031 0031 1000 0412
(C allele, MA)

TREM1 156910730 0314 0426 0442  0.964 1 022 0492 0594 0658 0165 018l  0.430
(G allele, MA)

TREM2 1575932628

G e Ay 1000 - 0254  1.000 1 1 0420 1 0466  1.000 0373  0.449
TREML2 rs3747742 0284 0716 0828 0930 0737 0863 0039 0013 0472 0253 0500  0.023
(C allele, MA)

APOEe2 0306 0713 0359 0862 0446 0205 0725 0933 0286 0320 0561  0.097
APOEe4 0468 0705 0395  0.176 1 0771 0459 0434 0455 0829 0434 0917
Total ApoJ (g/L) 0282 0571 0888 0620 0608 0820 0711 0953 0364 0432 0107  0.858
VLDL ApoJ (ug/mmol chol) 0815 1000 0064 0712 0388 0033 0367 0302 0624 0664 0827  0.269
LDL Apod (ug/mmol chol) 0511 0849 0033 0223 0737 0022 0513 0067 0194 0497 0253  0.432
HDL Apod (1g/mmol chol) 0615 0285 0104 0181 0374 0306 0419 0648 0244 0484 0031 0872
Total ApoE (mg/L) 0778 0201 0014 0121 0055 0943 0237 0344 0754 0457 0933  0.924
VLDL ApoE

(el ol chal) 0506 0338 0598 0211 0891 0759 0481 0790 0756 0083 0562  0.701
LDL ApoE 0833 0003 0408 0178 0334 0631 0407 0403 0816 0689 0756  0.785
(umol / mol chol)

HDL ApoE 0537 0256 0044 0096 0087 0654 0703 0898 0413 0586 0498  0.508

(pmol / mol chol)

ST1. Association of SNPs, circulating ApoE and ApoJ levels, and demographic variables with CAA- MRl common

features.Data displayed are p-values. cSS: cortical Superficial Siderosis; distr.: distribution; EPVS: Enlarged Perivascular
Spaces; BG: Basal Ganglia; CSO: Centrum Semiovale; BG: Basal Ganglia; CMB: Cerebral Microbleedings; WMH: White
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Supplemental Figure 1
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protective factor is represented in lighter grey. Genotype frequency is expressed as a percentage in each
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Supplemental Table 2

Total ApoJ VLDL ApoJ LDL ApoJd HDL ApoJ
(g/L) (ug/mmol chol)  (ug/mmol chol)  (ug/mmol chol)
N=59 N= 60 N=60 N=60
177.99
60.78 450.98
M 0.183 + 0.060 [113.78 —
217.36] [4.34 — 93.81] [0 —881.95]
Sex 198.21 88.96 756.79
F 0.198 + 0.062 [163.68 — [31.75 - [472.94 —
270.77] 127.43] 1048.78]
p 0.369 0.070 0.104 0.127
202.46 63.61 762.35
No 0.183 £ 0.064 [136.30 — [10.38 — [472.29 —
271.21] 131.55] 1150.24]
HT 179.26 84.10 613.75
Yes 0.198 + 0.057 [145.10 - [52.14 - [57.84 — 901.28]
230.58] 118.75] ' )
p 0.363 0.247 0.680 0.145
194.51 71.89 762.35
No 0.186 + 0.061 [143.29 — [25.95 - [239.62 —
252.64] 127.25] 1039.01]
DM 187.10 59.51 498.90
Yes 0.212 +0.048 [117.76 — ) )
252.07] [1.01 - 111.45] [0 —852.09]
p 0.288 0.645 0.202 0.240
192.66 68.55
No 0.190 + 0.060 [138.30 — [15.77 - 0 _7?3664524]
235.21] 119.17] ’
DL 195.71 71.89 665.63
Yes 0.192 + 0.068 [166.46 — [3.85 — 141.09] [238.65 —
292.48] ' ' 971.54]
p 0.876 0.405 0.633 0.887
r 0.013 0.084 -0.183 -0.073
Age
p 0.920 0.521 0.163 0.578

ST2. Association of demographic and clinical features with ApoJ levels. Total ApoJ is expressed as g/L and
ApoJ in lipoprotein fractions is expressed as pg of ApoJ per mmol of cholesterol in each lipoprotein. M: Male;
F: Female: HT: Hypertension; DM: Diabetes Mellitus; DL: Dyslipidemia.
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Supplemental Table 3

VLDL ApoJ

Total ApoJ (ug/mmol LDL ApoJ HDL ApoJ
(g/L) u?‘:hol) (ng/mmol (ng/mmol chol)
N=59 N= 60 chol) N=60 N=60
189.01 62.05
C 0.189 + 0.058 [146.14 — [11.04 — 0 ?1;5'8847]
260.64] 125.20] !
200.58
r$11136000 (13971 - 90.98 795.87
MA) 0.200 + 0.066 - [58.70 — [586.48 —
268.94] 123.61] 1065.01]
p 0.351 0.653 0.151 0.012 *
190.81 78.11 751.23
T 0.195 + 0.061 [144.34 — [39.50 — [330.83 —
256.35] 111.87] 1028.20]
rs7012010 194.51 63.61 644.44
C(MA) 0188 +0.061 [122‘;"32]_ [9.72-129.29]  [0-971.54]
p 0.554 0.551 0.657 0.241
189.01 72.86 728.08
C 0.195 + 0.063 [142.53 — [13.57 - [238.65 —
267.55] 127.08] 977.89)
rs9331888 202.46 70.61 613.75
G (MA) 0.185 +0.056 [161.32 — [42.22 - [13.22 995 16]
266.45] 109.06] ' '
p 0.456 0.496 0.907 0.558
189.01 63.61
T 0.187 +0.061 [145.10 — [12.31- [13 ;;fggl 01]
264.09] 126.14] ! '
159331896 200.58 84.10 795.87
C (MA) 0.203 + 0.059 [142.53 — [46.50 — [549.54 —
267.55] 122.02] 1065.01]
p 0.167 0.738 0.408 0.056 *

ST3. Association of CLU SNPs with ApoJ levels. Total ApoJ is expressed as g/L and ApoJ in lipoprotein
fractions is expressed as pg of ApoJ per mmol of cholesterol in each lipoprotein. MA: Minor Allele. * p < 0.05;

#p<0.1
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Supplemental Table 4

Total ADOE VLDL ApoE LDL ApoE HDL ApoE
CAA (m /f) (umol / mol (umol / mol (umol / mol
N_959 chol) chol) chol)
= N= 60 N= 60 N= 60
345.16 28.93
M 45.39 £19.25 [162.16 — [12.20 _ 43.99] 318.35 + 202.17
691.93] ' )
Sex 274.69 46.12
F 46.33 £ 15.51 [90.13 — [25.74 _ 64.51] 354.98 + 225.31
657.25] ' .
p 0.839 0.524 0.056 0.532
366.44 39.99
No 42.75+11.30 [153.65 — [19.45 _ 68.49] 353.13 £ 223.92
704.21] ' '
HT 290.92 35.22
Yes 50.50 £ 20.51 [159.67 — ' 325.49 + 215.99
634.64] [19.88 — 56.65]
p 0.086 0.950 0.732 0.634
393.67 39.44
No 46.37 £16.91 [163.38 — ' 342.40 £ 229.57
704.21] [21.69 — 65.46]
DM 183.82 30.32
Yes 48.03 £ 20.21 [138.69 — ' 347.32 £ 161.28
546.96] [14.17 — 58.79]
p 0.824 0.240 0.528 0.957
380.06 3901
No 46.78 £ 15.36 [154.16 — [21.12 _ 58.39] 336.31 £ 241.43
696.21] ' )
DL 273.11 3522
Yes 42.23 £20.47 [163.90 — ' 358.35 £ 187.84
697.77] [14.99 — 85.01]
p 0.363 0.677 0.965 0.731
A r -0.028 -0.084 -0.243 0.048
e
g p 0.834 0.523 0.061 0.716

ST4. Association of demographic and clinical features with ApoE levels. Total ApoE is expressed as mg/L and
ApoE in lipoprotein fractions is expressed as pumols of ApoE per mol of cholesterol in each lipoprotein. HT:
Hypertension; DM: Diabetes Mellitus; DL: Dyslipidemia.
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Supplemental Table 5

Total ApoE VLDL ApoE LDL ApoE HDL ApoE
(umol / mol (umol / mol (umol / mol
CAA (mg/L)
N=59 chol) chol) chol)
= N= 60 N= 60 N= 60
287.58 35.07
No 43.16 = 14.02 [143.76 — [17.64 _ 51.61] 323.57 £ 211.25
634.64] ' )
APOE£2 407.84 67.48
Yes 67.04 £ 21.56 [200.08 — [58.79 — 477.68 £ 219.04
908.61] 171.32]
p <0.001 *** 0.377 0.001 ** 0.076 #
363.52 38.57
No 48.59 +17.17 [151.26 — [20.21 _ 67.48] 355.04 £ 228.17
697.77] ' '
APOEe4 284.09 36.76
Yes 36.82 £11.73 [120.15 - [20.33 — 46.34] 292.80 £ 163.54
504.03] ' '
p 0.024 * 0.641 0.484 0.363

ST5. Association of ApoE genotype with ApoE levels. Total ApoE is expressed as mg/L
and ApoE in lipoprotein fractions is expressed as pmols of ApoE per mol of cholesterol
in each lipoprotein. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; # p < 0.1.
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Abstract: Cerebral amyloid angiopathy (CAA) refers to beta-amyloid (Af) deposition in brain vessels
and is clinically the main cause of lobar intracerebral hemorrhage (ICH). Af can also accumulate in
brain parenchyma forming neuritic plaques in Alzheimer’s disease (AD). Our study aimed to deter-
mine whether the peripheral lipid profile and lipoprotein composition are associated with cerebral
beta-amyloidosis pathology and may reflect biological differences in AD and CAA. For this purpose,
lipid and apolipoproteins levels were analyzed in plasma from 51 ICH-CAA patients (collected
during the chronic phase of the disease), 60 AD patients, and 60 control subjects. Lipoproteins (VLDL,
LDL, and HDL) were isolated and their composition and pro/antioxidant ability were determined.
We observed that alterations in the lipid profile and lipoprotein composition were remarkable in
the ICH-CAA group compared to control subjects, whereas the AD group presented no specific
alterations compared with controls. ICH-CAA patients presented an atheroprotective profile, which
consisted of lower total and LDL cholesterol levels. Plasma from chronic ICH-CAA patients also
showed a redistribution of ApoC-III from HDL to VLDL and a higher ApoE/ApoC-III ratio in HDL.
Whether these alterations reflect a protective response or have a causative effect on the pathology
requires further investigation.

Biomedicines 2021, 9, 72. https:/ /doi.org/10.3390 /biomedicines9010072

https://www.mdpi.com/journal /biomedicines

129



Biomedicines 2021, 9, 72

20f 14

130

Keywords: cerebral amyloid angiopathy; Alzheimer’s disease; lipoprotein composition; lipid pro-
file; apolipoproteins

1. Introduction

Cerebral beta-amyloidosis is defined as the accumulation of amyloid-beta (Af) in
the brain and is a principal neuropathological feature in Alzheimer’s disease (AD) and in
the most common form of sporadic cerebral amyloid angiopathy (CAA). AD is the most
common cause of dementia worldwide whereas CAA is the most frequent cause of lobar
intracerebral hemorrhage (ICH) in adults over 55-60 years of age [1,2]. After symptomatic
ICH, cognitive deterioration is a relevant clinical manifestation of CAA, independent of
AD [3]. CAA is present in nearly all brains with AD [4], although advanced CAA is only
present in approximately 25% of AD brains [5]. Even though there is a high overlap between
the two diseases, in terms of A level generation and clearance pathways, the pathological
mechanisms and clinical presentation differ. While A accumulates in cerebral blood
vessels replacing smooth muscle cells and inducing vascular degeneration compromising
the vessel functionality and integrity in CAA, in AD A accumulates in brain parenchyma
being the core of neuritic plaques contributing to the loss of synapses and neurons [4]. A3
peptides are caused by the sequential processing of amyloid precursor protein (APP) by f3-
secretase and then by Y-secretase, mainly generating peptides consisting of 40 or 42 amino
acids (AB40 and AB42, respectively). AB42 is the main component of amyloid plaques
in sporadic AD brains, while Af340 is the predominant component in vascular deposits
in CAA [6,7]. Actually, ApB40 levels in cerebrospinal fluid (CSF) have been described to
be lower in CAA patients than in AD, whereas A(42 is decreased in both [8]. Beyond the
Ap peptide length, the reasons explaining the localization of AR peptides in CAA and
AD, which involve a different clinical phenotype, are still unidentified. Even though both
pathologies present distinctive symptomatology, there are no biomarkers to distinguish
them in the clinical practice yet [4]. In this context, cerebral A} deposition, parenchymal,
and vascular, can be detected by amyloid positron emission tomography (PET) imaging.
However, PET’s diagnostic accuracy for CAA is still limited [9].

It is known that tight control of cholesterol is essential for correct brain function [10]
and growing evidence shows that cholesterol metabolism in the brain is closely related to
the onset of neurocognitive impairment [11]. Cholesterol levels in AD have been extensively
studied, and although there are conflicting data [12], a meta-analysis in 2017 reported that
high levels of total cholesterol in midlife and early states of aging are significantly associated
with a higher risk of developing AD [13]. In this context, lipid-lowering statins have been
reported to reduce the risk of AD and decrease its progression [14]. In contrast, it has been
demonstrated that low triglycerides, total and LDL cholesterol, and high HDL cholesterol
levels, are associated with an increased probability of ICH occurrence, including lobar
ICH [15-17]. Even though statin treatment as such does not increase the risk of experiencing
ICH, it has been suggested that in patients with prior ICH history, this treatment could
eventually promote another hemorrhagic event [16,18].

On the other hand, the APOE locus, which encodes ApoE, is the genetic factor most
associated with sporadic AD and CAA [19-21]. Indeed, the Apoe4 allele is a major risk
factor for both AD and CAA and it is associated with neuritic and vascular A deposi-
tion [22-24]. In contrast, the Apoe2 allele is protective in AD [25] but a risk factor for ICH
attributed to CAA [23,26]. This difference regarding the genetic association of the Apoe2
supports a functional involvement of lipid metabolism in the transport and localization
of AP within the brain, as the involvement of the Apoe2 allele has been related to a major
clearance across the blood-brain barrier (BBB) [27]. In addition to the ApoE genotype,
polymorphisms in other genes related to lipid metabolism, such as ApoJ, ApoC-III and
ApoA-I, have also been reported as genetic determinants of AD risk [28-30].
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The relationship of lipoproteins with pathological processes is not only related to
their concentration but also depends on their qualitative characteristics. Lipoproteins are
not homogeneous entities but are formed by multiple heterogeneous particles differing
in their relative content of both lipids and proteins [31]. Regarding the protein moiety of
lipoproteins, the only common molecule in all very-low-density lipoprotein (VLDL) and
low-density lipoprotein (LDL) particles is ApoB-100, whereas ApoA-I is the only protein
contained in all the high-density lipoprotein (HDL) particles [32]. However, particularly in
HDL, there are a plethora of other apolipoproteins and enzymes with different functions,
whose content varies among lipoproteins and confers them in different capacities [33].

In an atherosclerotic disease context, the ability of lipoproteins, mainly HDL and
LDL, to enter the arterial wall is well known. As opposed to LDL, which mainly plays a
proinflammatory role, the function of HDL includes antioxidant and anti-inflammatory
actions protecting the arterial wall from deleterious effects [33]. This function is mediated
by apolipoproteins such as ApoA-I or enzymes such as paraoxonase-1 (PON1), lecithin
cholesterol acyltransferase (LCAT), or lipoprotein-associated phospholipase A, (Lp-PLA,).
This implication of lipoproteins in the arterial wall can also have an effect on brain vessel
stability in conditions such as CAA. In addition, some apolipoproteins, such as ApoE and
Apo], are the main transporters of lipids in the brain [10,34], and together with ApoA-I,
they can also modulate cerebral Af aggregation, deposition, and distribution [27,35-39].
This suggests that alterations in the composition and function of plasma lipoproteins
could have a direct role in the formation of amyloid deposits in the arterial wall of brain
arteries and/or parenchyma. Based on this assumption, our aim was to analyze the
composition and function of lipoproteins isolated from AD or ICH-CAA plasma patients
to assess possible abnormalities compared with lipoproteins from sex- and age-matched
healthy subjects.

2. Experimental Section
2.1. Study Population

The population studied in this project consisted of 51 patients who had presented ICH
with clinical suspicion of CAA, 60 AD patients, and 60 gender- and age-matched control
subjects. The 51 ICH-CAA patients were recruited during a follow-up visit in neurology or
stroke units of 10 different Spanish centers. All AD patients and controls were recruited at
Vall d'Hebron University Hospital (VHUH).

ICH-CAA patients were >55 years old and had suffered at least one lobar intracere-
bral hemorrhage. Patients who exhibited any deep intracerebral hemorrhage, presented
microbleeds in the basal ganglia, internal or external capsule, thalamus or brainstem, or
were being treated with anticoagulant therapy were excluded. The diagnosis was made by
magnetic resonance imaging (MRI) acquired following the clinical protocol in each center.
In all cases, MRI examinations were obtained using a 1.5-T whole-body scanner. Images
obtained included axial T2-weighted turbo spin-echo, axial T1-weighted spin-echo, turbo
fluid-attenuated inversion recovery (FLAIR), and axial T2-weighted susceptibility- based
echo-planar gradient-echo sequence. All MRI images were evaluated in VHUH by the
same neuroradiologist to avoid bias among the different centers. ICH-CAA patients accom-
plished a CAA diagnosis according to the modified Boston criteria [40] and did not present
a diagnosis of dementia at the time of recruitment. According to the modified Boston
criteria, 11 patients were classified as possible CAA, 37 probable CAA, and 3 probable
CAA with supporting pathology.

The recruited AD patients presented sporadic probable Alzheimer’s disease, according
to NIA-AA criteria [41], with mild-to-moderate dementia based on the mini-mental state
examination [42]. The MMSE score for the AD cohort was 18 + 4. AD patients did
not present a history of stroke before recruitment. The control subjects were healthy
acquaintances or companions of the patients, who were >55 years old and had no history
of stroke or dementia (MMSE = 30 + 0).
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The data obtained from the whole cohort included patient coding, inclusion date,
demographic characteristics (age, sex), relevant vascular risk factors (HTA, DM, dyslipi-
demia), and medication, including statin intake. Clinical and anthropometric data of all
groups are shown in Table 1. Blood samples of all groups were collected at a follow-up visit.
Samples from the ICH-CAA group were obtained at 11 & 18 months after the last ICH.

Table 1. Demographic and clinical characteristics.

Parameters Control ICH-CAA AD p-Value
Age 76.0 [71.0-81.0] 77.0 [72.0-79.0] 77.0 [72.3-81.0] 0.755
Gender (F) 34 (56.7%) 32 (62.7%) 42 (70%) 0.317
Hypertension 34 (63.0%) 22 (43.1%) 27 (61.4%) 0.083
Diabetes 7 (13.0%) 5 (9.8%) 7 (15.9%) 0.672
Dyslipidemia 19 (35.2%) 17 (34.7%) 22 (51.2%) 0.189
ApoE2 7 (11.7%) 6 (11.8%) 2 (3.3%) 0.181
ApoE4 10 (16.7%) 11 (21.6%) 28 (46.7%) $*+ 0.001

Age is expressed as median [interquartile range]. ** p < 0.001 vs. the control group; ® p < 0.05 vs. the ICH-CAA
group. Bold numbers indicate statistically significant differences.

The study was approved by the Clinical Investigation Ethical Committee of the Vall
d’Hebron University Hospital, Barcelona, Spain (PR(AG)326/2014) and had the approval
of the Ethical Committees of all the participating centers. The study was conducted in
accordance with the Helsinki Declaration.

Ten mL of blood in EDTA-containing Vacutainer tubes (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA) was collected from each participant. Blood was centrifuged at 4 °C
for 15 min at 2500 rpm and plasma was immediately aliquoted and frozen at —80 °C.
APOE genotypes (rs429358 and rs7412) were determined by allelic discrimination using
the TagMan® Genotyping Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and
the SNP genotyping mixes C-3084793 and C-904973 (Applied Biosystems) in a Rotor-Gene
6000 Real-Time PCR analyzer (Corbett Life Sciences, Valencia, CA, USA).

2.2. Plasma Determinations

The lipid profile, total apolipoproteins, Lp-PLA; activity, LDL size, and HDL sub-
fraction proportion were determined in plasma obtained in EDTA-containing Vacutainer
tubes. The lipid profile included total cholesterol, triglycerides, and VLDL, LDL, and HDL
cholesterol. The cholesterol in the lipoprotein fractions was routinely quantified using
a direct HDL-cholesterol method (HDL-C plus) or by ultracentrifugation when the TG
concentration was higher than 3 mmol/L, according to the National Cholesterol Education
Program [43]. All these determinations were performed in the Clinical Biochemistry Unit
of the VHUH in an AU 5800 autoanalyzer (Beckman Coulter, Pasadena, CA, USA) using
reagents from Beckman Coulter. Apolipoproteins B, A-I, A-II, E, and C-III were quantified
in the Research Institute of the Hospital de Sant Pau in a Cobas 6000/c501 autoanalyzer
using reagents from Roche Diagnostics (ApoB, ApoA-I, Basel, Switzerland) and Kamiya
Biomedical Company (ApoA-II, ApoE, ApoC-IIL, Seattle, WA, USA). Apo] was determined
by ELISA in a subgroup of the cohort (30 controls, 22 ICH-CAA, and 30 AD) (Mabtech,
Stockholm, Sweden). The LDL size and HDL subfraction ratio were evaluated by non-
denaturing polyacrylamide gradient (2.5-16%) gel electrophoresis (GGE), as described
previously [44]. Briefly, the LDL size was measured using a homemade standard containing
four bands of LDL, and the HDL2/3 ratio was calculated from the intensity of HDL 2
and HDL 3 bands. Lp-PLA,; activity was measured using 2-tio-PAF (Cayman Chemicals,
Ann Arbor, MI, USA) as a substrate [45] according to the manufacturer’s instructions.
The distribution of Lp-PLA, between lipoprotein fractions was assessed by precipitating
ApoB-containing lipoproteins from plasma with dextran sulfate [46].
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2.3. Lipoprotein Composition

Lipoproteins were isolated by flotation sequential ultracentrifugation according to
density: VLDL (1.006-1.019 g/mL), LDL (1.019-1.063 g/mL), and HDL (1.063-1.210 g/mL).
Their lipid and apolipoprotein composition was determined by measuring the content of
cholesterol, triglycerides, ApoB, ApoA-I (Roche Diagnostics), phospholipids, free choles-
terol (Wako Pure Chemical, Osaka, Japan), ApoA-II, ApoE, and ApoC-III (Kamiya Biomed-
icals, Seattle, WA, USA) in an autoanalyzer Cobas 6000/c501. Apo] content in isolated
lipoproteins was evaluated using commercial ELISA (Mabtech, Stockholm, Sweden). Before
ELISA quantification, lipoprotein samples were diluted to the same cholesterol concentration.

2.4. LDL and HDL Susceptibility to Oxidation

Lipoproteins were dialyzed against phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.4 by gel
filtration chromatography in a PD10 column (Sephadex G-25, GE Healthcare, Chicago, IL,
USA). Susceptibility to oxidation was evaluated by monitoring the formation of conjugated
diene formation at 234 nm in a Synergy HT spectrophotometer (BioTek, Winooski, VT,
USA). LDL or HDL at 0.15 mM cholesterol were incubated with 5 uM CuSQOy, and the lag
phase time of the oxidation kinetics was determined [47].

2.5. Antioxidant Capacity of HDL

HDL at 0.15 mM cholesterol was incubated with a standard LDL (obtained from a
pool of normolipidemic plasma and stored with 10% sucrose at —80 °C), and oxidation was
induced by adding 5 uM CuSOy. Conjugated diene formation was monitored as described
in the previous section. The results are expressed as the capacity of HDL to prolong the lag
phase time of the standard LDL alone, as described previously [48].

2.6. Statistical Analysis

All the data were analyzed by comparing the three groups: controls, ICH-CAA, and
AD patients. The association of categorical variables with the diagnostic groups was studied
using contingency tables and a Chi-squared test using the Pearson p-value. Significant
p-values were adjusted by the Bonferroni test when necessary. The distribution of the
continuous variables was tested using the Kolmogorov-Smirnov test. If the distribution was
normal, one-way ANOVA and Bonferroni’s test for multiple comparisons were performed.
If the distribution was not normal, an independent-samples Kruskal-Wallis test with
Dunn-Bonferroni adjustment for multiple comparisons was applied. A Forward LR binary
logistic regression using the significant variables after multiple comparisons for each study
(lipidic profile, each lipoprotein composition, Apo] distribution, and lipoprotein size),
ApoE4 genotype, sex, and age were assessed. The odds ratios (ORs) and 95% confidence
intervals (CIs) for the effect on diagnosis were estimated using binary logistic regression
analysis. Data are expressed as the mean 4 SD for normal distributions or as the median
[interquartile range] for non-normal distributions. A p-value below 0.05 was considered
statistically significant.

3. Results
3.1. Lipid Profile

All groups presented similar clinical characteristics with a low incidence of diabetes
and relatively frequent dyslipidemia and hypertension (Table 1). Statin intake was similar
among groups (Ctrl: 12 (21.8%), ICH-CAA: 17 (31.5%), AD: 14 (31.1%), p-value: 0.461).
Table 2 shows the lipid profile and apolipoprotein concentration in the plasma from
the three groups. No significant difference was observed between the control group
and AD patients. In contrast, ICH-CAA subjects showed lower levels of ApoA-II than
controls, and differences were also found between ICH-CAA and AD patients, with lower
levels of total cholesterol and LDL-c in the ICH-CAA group. Although ApoE levels were
significantly different when comparing all groups, multiple comparison analysis did not
allow reaching statistical significance between cohorts. Both ApoA-II and LDL-c levels
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remained significantly lower in the ICH-CAA patients after adjustment for the ApoE4
genotype by binary logistic regressions (ApoA-II (dg/L): OR: 0.538 [0.346-0.835], p = 0.006;
and LDL-c (mg/dL): OR: 1.016 [1.005-1.027], p = 0.004) (Supplemental Table S1).

Table 2. Lipid profile and apolipoprotein concentration in plasma.

Parameters Controls ICH-CAA AD p-Value
Total cholesterol 228.00[199.50-261.50]  207.00 [185.00-226.00] *  230.00 [198.00-283.00] ¥ 0.006
HDL-c 58.30 + 11.32 58.57 £+ 13.09 60.52 + 15.98 0.642
LDL-c 145.00 [108.00-172.20] 126.00 [114.00-139.60] ~ 143.70 [117.90-190.65] ® 0.004
VLDL-c 24.80 [18.00-32.00] 21.00 [16.60-26.80] 21.50 [17.50-29.00] 0.150
Triglycerides 122.00 [91.50-162.50] 105.00 [83.00-134.00] 108.50 [87.00-145.00] 0.133
ApoA-I 1.744 £ 0.266 1.707 £ 0.329 1.670 & 0.284 0.399
ApoA-II 0.416 [0.337-0.460] 0.340 [0.260-0.423] * 0.400 [0.340-0.440] 0.010
ApoB 1.095 [0.938-1.285] 0.995 [0.895-1.095] 1.070 [0.900-1.300] 0.052
ApoC-III 0.126 + 0.054 0.116 + 0.045 0.107 + 0.049 0.112
ApoE 0.053 £ 0.016 0.045 £0.018 0.053 £ 0.016 0.030
Apo] 0.218 + 0.059 0.193 + 0.060 0.211 + 0.054 0.079

Lipids are expressed as mg/dL and apolipoproteins are expressed as g/L. * p < 0.05 vs. the control group; # p < 0.05 vs. the ICH-CAA group.

3.2. Prevalence of ApoE Genotypes

As expected, the AD group presented a higher incidence of the ApoE4 genotype than
the control and ICH-CAA groups (Table 1 and Supplemental Figure S1). No difference in
the frequency of the ApoE4 genotype was observed between ICH-CAA patients and control
subjects. Regarding the distribution of the ApoE2 genotype, no statistically significant
difference was observed among groups (Table 1 and Supplemental Figure S1).

3.3. Lipoprotein Composition

VLDL from ICH-CAA patients contained lower cholesterol (total and esterified) levels
than those from control subjects and AD patients, and higher ApoC-III levels than those
from AD patients (Table 3). These differences in the composition suggest larger VLDL
particles in plasma from ICH-CAA patients. No difference was observed between plasma
VLDL from AD patients and controls. After adjusting for the ApoE4 genotype, the esterified
cholesterol levels remained significantly different between the ICH-CAA group and control
(OR: 0.808 [0.683-0.956], p = 0.013); and ApoClIII levels between ICH-CAA group and AD
(OR: 0.39 [0.184-0.829], p = 0.014) (Supplemental Table S2).

Table 3. VLDL composition.

Parameters Controls ICH-CAA AD p-Value
Cholesterol 20.15[18.13-21.78] 17.70 [16.60-20.10] * 20.65 [18.00-22.70] $ 0.001
Free cholesterol 6.65 [6.03-7.45] 6.30 [5.90-6.70] 6.80 [6.10-7.50] 0.031
Esterified cholesterol 13.36 4+ 1.90 12.12 +£3.03 * 13.62 +£2.929% 0.008
Triglycerides 49.66 + 4.79 50.73 £ 5.52 48.23 £ 6.07 0.056
Phospholipid 19.70 [18.33-20.48] 19.10 [18.30-20.20] 19.40 [18.53-20.70] 0.731
Protein 11.23 [10.59-11.90] 10.93 [9.87-12.10] 11.44 [9.89-12.75] 0.750
ApoB-100 10.07 [9.30-10.79] 9.60 [8.02-10.08] 10.20 [8.48-12.10] 0.149
ApoC-III 0.70 [0.50-1.00] 0.90 [0.40-1.30] 0.60 [0.23-0.85] ® 0.022
ApoE 0.40 [0.13-0.68] 0.47 [0.20-0.80] 0.36 [0.17-0.68] 0.724

Data are expressed as the percentage of each component of the total lipoprotein mass. * p < 0.05 vs. the control group;  p < 0.05 vs. the

ICH-CAA group.
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No difference in LDL composition was observed among the studied groups (Table 4).
Only a trend toward lower esterified cholesterol content in the ICH-CAA cohort compared
to the control and AD groups was detected.
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Table 4. LDL composition.

Parameters Controls ICH-CAA AD p-Value
Cholesterol 39.20 [38.10-40.30] 38.60 [36.50-40.40] 39.30 [38.10-40.25] 0.288
Free cholesterol 10.30 [9.70-10.68] 10.40 [9.80-10.80] 10.30 [9.65-10.68] 0.755
Esterified cholesterol 29.10 [28.28-29.88] 28.20 [26.70-30.00] 29.15 [28.13-29.90] 0.062
Triglycerides 7.65 [6.90-8.88] 8.40 [6.90-9.60] 7.70 [6.70-9.00] 0.334
Phospholipid 25.40 [24.70-25.98] 25.40 [24.88-26.00] 25.50 [24.80-26.00] 0.766
Protein 27.50 [26.95-28.38] 27.40 [26.60-28.40] 27.37 [26.76-28.24] 0.587
ApoB-100 27.37 [26.73-28.28] 27.43 [26.45-28.40] 27.24 [26.60-28.13] 0.723
ApoE 0.10 [0.05-0.20] 0.14 [0.09-0.21] 0.12 [0.06-0.18] 0.294
Data are expressed as the percentage of each component of the total lipoprotein mass.
Regarding the composition of HDLs, total and esterified cholesterol levels were in-
creased in plasma from the ICH-CAA group compared with that from both the control and
AD groups (Table 5), which is suggestive of the presence of more mature HDL particles
in this group. Additionally, the ApoE level showed a trend to increase, whereas ApoC-III
was decreased in ICH-CAA patients compared with controls and AD patients, respectively,
resulting in a higher ApoE/ApoC-III ratio in the ICH-CAA cohort compared to controls.
No difference was observed between AD patients and controls. After adjusting for the
ApoE4 genotype, esterified cholesterol levels remained significantly different between ICH-
CAA and both controls (OR: 1.583 [1.119-2.239], p = 0.010) and AD (OR: 0.525 [0.365-0.754],
p =0.0005), and ApoC-III levels also remained significantly different between ICH-CAA
and controls (OR: 0.414 [0.221-0.772], p = 0.006) (Supplemental Table S3).
Table 5. HDL composition.
Parameters Controls ICH-CAA AD p-Value
Cholesterol 16.04 + 1.61 17.06 £1.70 * 16.32 +1.42°% 0.003
Free cholesterol 3.10 [2.80-3.48] 3.30 [2.80-3.70] 3.20 [2.90-3.60] 0.487
Esterified cholesterol 12.92 +1.42 13.86 +1.30 * 13.08 +1.13 % <0.001
Triglycerides 3.05 [2.70-3.80] 3.00 [2.00-4.00] 3.20 [2.53-3.90] 0.444
Phospholipid 28.67 £ 2.63 28.68 + 2.36 29.06 +1.76 0.567
Protein 51.92 £2.82 51.08 £ 2.80 51.34 £2.17 0.214
ApoA-1 38.98 £ 3.10 39.11 £ 2.70 38.94 £ 2.65 0.948
ApoA-II 10.97 + 1.86 10.44 +1.81 10.68 & 1.87 0.318
ApoC-TII 1.59 [0.93-2.00] 0.95 [0.60-1.35] * 0.98 [0.64-1.79] 0.003
ApoE 0.38 [0.21-0.50] 0.47 [0.26-0.80] 0.36 [0.21-0.46] 0.081
ApoE/ApoC-TIT 0.25 [0.13-0.39] 0.50 [0.25-0.92] * 0.28 [0.13-0.65] 0.007

Data are expressed as the percentage of each component of the total lipoprotein mass. * p < 0.05 vs. the control group; ® p < 0.05 vs. the

ICH-CAA group.

3.4. Apolipoprotein | Content in Lipoproteins

Levels of Apo] were also quantified in a subgroup of patients with the aim of studying
whether the distribution of this apolipoprotein among the different lipoproteins differed
between the selected clinical groups. However, the results showed that the Apo] content in
each lipoprotein fraction was similar between groups (Table 6). A tendency toward higher
Apo] levels in LDL was found in AD patients when the three groups were analyzed. Indeed,
Apo] levels in LDL from AD patients were significantly higher than the corresponding
levels in plasma from ICH-CAA patients when adjusted for the ApoE4 genotype (OR: 1.015
[1.002-1.027], p= 0.019) (Supplemental Table S4).
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Table 6. Apo] content in lipoproteins.

Parameters Controls ICH-CAA AD p-Value
Apo] in HDL 988.07 £ 405.68 1106.81 £ 349.20 1000.17 £ 270.93 0.430
Apo] LDL 97.46 [73.84-189.11] 104.27 [81.81-144.17] 146.54 [97.46-221.94] 0.064
Apo] VLDL 218.64 [170.18-309.78] 249.60 [167.51 -318.45] 223.08 [178.98-332.63] 0.782
Data are expressed as g apoJ/mmol cholesterol.
3.5. Lipoprotein Size and Oxidation-Related Functions
GGE allows us to define the LDL subfraction phenotype of patients. LDL subfraction
phenotype A (large LDL particles > 25.5 nm) is the usual phenotype present in normolipi-
demic healthy subjects, in contrast to phenotype B (small LDL particles < 25.5 nm), which
is characteristic of hypertriglyceridemic subjects at high cardiovascular risk. GGE showed
that LDL particles from AD patients were slightly smaller than LDL particles from the ICH-
CAA group (Table 7), reflecting the differences in lipid profiles between the two groups.
However, in all groups, including AD patients, the LDL subfraction phenotype was type A;
therefore, it can be considered non-atherogenic. No differences in the HDL2 /HDL3 ratio
were observed among groups. Regarding Lp-PLA activity, in plasma from AD patients,
a decrease in the relative proportion of this activity associated with HDL was observed.
No difference was detected in either LDL or HDL susceptibility to oxidation or in the
antioxidant capacity of HDL among groups. After adjusting for the ApoE4 genotype,
both the LDL size and Lp-PLA relative activity remained significantly lower in the AD
group when compared to IHC-CAA (OR: 0.55 [0.331-0.912], p = 0.021; OR: 0.962 [0.925-1],
p = 0.049 (Supplemental Table S5).
Table 7. Lipoprotein size, Lp-PLA, activity and oxidative properties of LDL and HDL.
Parameters Controls ICH-CAA AD p-Value
LDL size (nm) 26.23 [25.83-26.89] 26.40 [25.90-26.86] 26.13 [25.52-26.50] ¥ 0.020
Ratio HDL2/HDL3 0.86 [0.38-1.23] 0.96 [0.56-1.44] 0.91 [0.45-1.37] 0.611
Total Lp-PLA; activity ! 18.30 [15.40-22.55] 17.30 [14.17-21.80] 18.32 [16.10-21.45] 0415
Lp-PLA,; activity in HDL ! 7.85 [6.53-9.80] 8.18 [7.30-9.73] 7.75 [6.80-8.63] 0.381
Lp-PLA; activity in HDL (%) 43.16 [36.97-52.18] 46.49 [42.09-54.55] 40.25 [35.83-48.24] % 0.029
HDL lag time (min) 25.04 + 5.88 27.09 £4.85 25.71 £ 5.66 0.165
LDL lag time (min) 46.00 [38.71-51.93] 46.00 [38.50-50.60] 46.20 [40.18-5.45] 0.904
Antioxidant ability of HDL 2 121.48 4+ 47.21 124.02 4 50.73 105.95 4= 44.31 0.104

! imol/min mL. 2 percentage of increase in lag time. ® p < 0.05 vs. the ICH-CAA group.
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4. Discussion

This study was conducted to determine whether a complete peripheral lipid analysis
in plasma can reveal functional or quantitative circulating markers associated with cerebral
beta-amyloidosis pathology and/or reflect biological differences in AD and CAA patients.

Our results showed that alterations in the lipid profile and lipoprotein composition
were more evident in ICH-CAA than in AD patients compared to sex- and age-matched
control subjects. We found that the lipid profile of the AD cohort was very similar to that
of the control subjects. In contrast, patients in a chronic phase after an ICH associated
with CAA presented multiple differences, in both the basic lipid profile and lipoprotein
composition, compared with control and AD subjects. Even though statin treatment can
modify the lipid profile, no relationship was found between statin intake and diagnosis
groups, implying that statin treatment did not have an important effect on the obtained
results. In addition, the ApoE genotype frequency in our cohort was similar between
controls and ICH-CAA patients; hence, differences found in the lipid profile of ICH-CAA
patients cannot be attributed to the ApoE genotype either. From a cardiovascular risk point
of view, the lipid profile of ICH-CAA subjects was rather atheroprotective, displaying lower
levels of total and LDL cholesterol. Other potential cardiovascular risk factors, such as
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hypertension and diabetes, were similar among groups, and smoking or sedentarism were
not studied. This result agrees with previous findings reporting an association between
total and LDL cholesterol and increased risk of ICH [12,15,16]. Actually, a prior study
reported that a decline in total and LDL cholesterol occurs within 6 months preceding
ICH [49]. Indeed, the ApoE2 genotype, which is a risk factor for ICH in CAA, is also
associated with lower levels of LDL cholesterol [50]. Lower LDL cholesterol levels were
described to be associated with hematoma growth and increased mortality after acute
ICH for both lobar and deep localizations [51]. In addition, previous evidence showed
that lower total cholesterol and higher HDL cholesterol levels were associated with the
presence of specifically lobar cerebral microbleeds [52,53], a characteristic trait of CAA [54].
Since lipids are an essential complement of cellular membranes, it has been proposed
that lower blood cholesterol levels and triglycerides may cause fragility and necrosis
in endothelial and smooth muscle cells in arterial media, contributing to vessel rupture
in patients with ICH or presenting with multiple CMB [16,55,56]. However, the exact
pathological mechanisms are still unclear, and other possible explanations, such as the
effect of cholesterol on platelet aggregability, are also plausible [51]. On the other hand,
our data show that ApoA-II plasma levels were exclusively decreased in the ICH-CAA
group, whereas the other apolipoproteins presented similar concentrations among groups.
Only a few reports have studied ApoA-II in subjects with cognitive impairment, and the
results are divergent. Whereas Song et al. reported that a low concentration of ApoA-II was
associated with an increased risk for cognitive decline in normal individuals [57], Lehallier
et al. described increased ApoA-II levels in patients with the progression of mild cognitive
impairment to AD [58]. Further studies are necessary to confirm or refute whether ApoA-II
levels in the blood are associated with the development or progression of CAA.

Regarding the lipoprotein composition, alterations in the lipid content of VLDL in
ICH-CAA suggest larger particles. The mechanism leading to this higher size of VLDL is
probably related to the increased ApoC-III content since this apolipoprotein is the main
inhibitor of the enzyme lipoprotein lipase (LpL), which degrades VLDL triglycerides in the
capillary endothelium [59]. Interestingly, increased ApoC-III in VLDL was accompanied by
decreased ApoC-III bound to HDL, which may reflect a redistribution of this apolipopro-
tein among plasma lipoproteins in ICH-CAA patients. In addition, HDL particles from
these patients presented a higher ApoE/ApoC-III ratio than those from controls and AD
patients and, thus, being a potential biomarker for ICH-CAA. Besides, our data suggest
that HDL from ICH-CAA are more mature particles with increased esterified cholesterol.
Hence, from a cardiovascular point of view, HDL from ICH-CAA subjects, with more
ApoE and less ApoC-III, would also be atheroprotective by enhancing reverse cholesterol
transport [60-62], in accordance with the atheroprotective lipid profile found in plasma
from ICH-CAA patients. Moreover, these data open the possibility that the alterations
observed in ICH-CAA HDL particles, especially the increase in ApoE in relation to a
decreased ApoC-III, could be a defensive response against the deposition of Af in the
walls of the brain vasculature, which would be in line with recent results showing that
ApoE-enriched HDL reduces CAA in an in vitro model [63].

Concerning lipoprotein composition in the AD cohort, ApoC-1II levels in HDL also
tended to be lower than in controls. Indeed, higher ApoC-III levels in HDL have been
associated with lower dementia and AD risk [64]. We also found low content of Lp-PLA,
activity in HDL from AD patients, which could suggest impaired anti-inflammatory func-
tion. The physiological implications of such observation in the context of AD are difficult to
appraise. However, the antioxidative and anti-inflammatory enzymes transported by HDL
play a key role in the maintenance of a systemic non-inflammatory status in blood. There-
fore, this finding could be related to the concept that inflammation is a central mechanism
in the development of AD [65], which would be reflected at a systemic level in decreased
anti-inflammatory capacity of HDL.

We were particularly interested in studying the distribution of Apo] in circulating
lipoproteins because of its potential to participate in A accumulation and clearance and
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modulate the balance between Af levels in brain vessels and parenchymal plaques [66].
In addition, Apo] is co-deposited with fibrillary Ap in both parenchymal plaques and
vascular A3 deposits [67-70]. Therefore, we first analyzed the levels of circulating total
Apo] levels, although no statistically significant differences among groups were obtained.
It is worth mentioning that previous studies have found increased Apo] levels in the
plasma of AD and ICH-CAA patients [71-73], but other studies have not confirmed such
differences [64,74]. However, it has been proposed that Apo] levels are associated with AD
in an age-dependent manner, especially in individuals above 80 years old, as a protective
response to brain injury [75], which could explain our results in a slightly younger cohort.
Furthermore, Apo] is a chaperone that interacts with A3 and prevents its fibrillation
and toxicity in vitro [36,76,77] and it is also involved in the clearance of Af across the
BBB [37,38]. In this sense, we observed higher Apo] levels in LDL from AD patients,
which suggests a redistribution of Apo]J in lipoproteins in AD. Since it has been previously
demonstrated that lipidated Apo] has a major affinity for one of the receptors involved
in A clearance through the BBB (LRP-2) [78], the increase in Apo] levels in LDL could
be seen as a protective response to enhance parenchymal A clearance. However, the
meaning of our findings regarding abnormal Apo] distribution in lipoproteins and their
link to AD pathology warrants further research and confirmation in other cohorts.

The results obtained in this study do not allow us to consider these lipid-related
variables as biomarkers for diagnosis or clinical follow-up in medical practice. Nonetheless,
our data can provide some insights to elucidate the relevance of lipid metabolism in the
cerebral amyloidosis process and cerebral vascular functionality, which could potentially
help in the management and treatment of these diseases. In future studies, it would be
interesting to evaluate plasma Af levels in the different lipoproteins and thereby extend our
results. Analyzing the A distribution among circulating lipoproteins could also deepen
our understanding of the role and function of lipoproteins in cerebral beta-amyloidosis.
Unfortunately, the Af3 levels in lipoproteins were too low to be detected in the samples
used in this study.

The biological overlap between CAA and AD pathologies involves an intrinsic lim-
itation to differentiate the cohorts of the study. Although AD patients and controls did
not present a history of ICH, the lack of neuroimaging data in those cohorts could have
masked the presence of CAA-related radiological markers. To overcome this limitation and
define a clear CAA phenotype in comparison to other potential degrees of CAA pathology,
we selected only patients with at least one lobar ICH (ICH-CAA cohort) and without
microbleeds in deep cerebral structures nor diagnosis of dementia. Nevertheless, even if
there were some common pathological features in the AD and ICH-CAA cohorts, it would
not determine the clear and specific lipid profile signature found in the last group.

In addition, the comparison of the three cohorts of the study suggests the analysis of
plasma biomarkers of patients who have suffered a symptomatic intracerebral hemorrhage
with patients without stroke. We tried to overcome this limitation by selecting plasma
samples from ICH-CAA patients in a chronic phase of the disease, avoiding changes in
biomarkers due to the inflammatory process caused during the acute phase of the stroke.

It is also important to keep in mind that the data obtained in the ICH-CAA cohort
may reflect pathological changes associated with the previous symptomatic hemorrhage
within the brain rather than the deposition of A3 along the cerebral vasculature. In fact,
a similar lipid profile has been previously found in non-lobar ICH patients before and
immediately after the hemorrhagic episode [15,16,49]. Therefore, lipid analysis of patients
who have suffered an ICH independent of a CAA etiology in a chronic phase of the disease
would serve to compare and reinterpret our results. Furthermore, our study presents other
limitations. First, the sample size is small, which could be a cause of patient selection
bias. Larger studies with a higher number of patients should be conducted to confirm our
results. Second, the observational nature of our study does not allow us to discriminate
whether the differences observed between groups are a cause, a consequence, or a response
to the pathology.
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5. Conclusions

Our data show that, unlike AD, the lipid profile and lipoprotein composition in
samples from chronic ICH-CAA patients present numerous differences from those in
control subjects. Specifically, we observed an atheroprotective profile associated with
ICH-CAA diagnosis, which confirmed previous studies and consisted of lower blood total
and LDL cholesterol levels. In this study, ICH-CAA patients also presented a redistribution
of ApoC-III from HDL to VLDL and a higher ApoE/ApoC-III ratio in HDL. Whether
the alterations observed in lipoproteins from the ICH-CAA cohort are a reflection of a
protective response or have a causative effect requires further investigation.
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Supplementary Materials

Table S1. Binary logistic regression for lipid profile and apolipoprotein concentration in plasma.

Ctrl - AD ICH-CAA - AD

Ctrl - ICH-CAA

Parameters OR (95% CI)  p value OR (95% CI) p value OR (95% CI) p value

Chol LDL - - - - 1.016 (1.005-1.027) 0.004
ApoA-II 0.538 (0.346-0.835)  0.006 - - - -
ApoE4 - - - - 2.801 (1.171-6.704) 0.021

Table S2. Binary logistic regression for VLDL composition.
Parameters Ctrl - ICH-CAA Ctrl - AD ICH-CAA -AD
OR (95% CI) pvalue OR (95% CI) pvalue OR (95% CI) p value

Esterified 0.808 (0.683— 0.013 ) . .

chol 0.956)
0.39 (0.184—
ApoC-III - - - - 0529) 0.014
ApoE4 - - - - 2.8(1.184-6.625) 0.019

Table S3. Binary logistic regression for HDL composition.

Parameters Ctrl - ICH-CAA Ctrl - AD ICH-CAA - AD
OR (95% CI) pvalue OR(95% CI) pvalue OR (95% CI) p value
ESt:}I;i)flied 1.582372(551)19— 0.010 ) ) 0.5?;3;(;.4365— 0.0005
ApoC-II1 0'41;'1;2'22)21_ 0.006 - - - -
ApoE4 - - - - 45?387'97)7 " oo

Table S4. Binary logistic regression for Apo] content in lipoproteins.

Parameters Ctrl - ICH-CAA Ctrl - AD ICH-CAA - AD
OR (95% CI) pvalue OR(95% CI) pvalue OR (95% CI) p value
1.015 (1.002—
ApoJ LDL - - - - L027) 0.019
11.092 (1.796—
ApoEd - - - - 655) 0.010
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Table S5. Binary logistic regression for lipoprotein size.
Ctrl - ICH-CAA Ctrl - AD ICH-CAA - AD
P t R (959
arameters O c(19)5 % pvalue OR(95% C) pvalue OR(95%CD p value
. 0.55 (0.331-
LDL size - - - - 0.912) 0.021
Lp-PLA: activity
in HDL (%) 0.962 (0.925-1) 0.049
3.006 (1.245-
ApoE4 - - - . 7.26) 0.014
A) B)
Controls  ICH-CAA AD p-value ApoEA genotype
e O+
o 50(833%) 40(78.4%)  32(533%) o
-EA 10(167%) 9(176%)  23(383%) 0.003 =
EA/E4 0(00%)  2(39%)  5(83%) ==
Controls  ICH-CAA AD patuy
o 53(883%) 45(882%)  58(96.7%) il
2 6(100%)  4(7.8%) 2(33%) 0342 e
E2/E2 1(17%)  2(39%)  0(0.0%) -
Croié'ﬂl ICH-CAA AD

Fgure S1. ApoE genotype. (A) Contingency table of ApoE genotype according to clinical diagnosis. (B) ApoE4 genotype
frequency (%) according to clinical diagnosis.

144



Resultats

3. The presence of circulating human Apolipoprotein J
reduces the number of cerebral microbleeds associated
with cerebral amyloid angiopathy in mice

145






Resultats

The presence of circulating human Apolipoprotein J
reduces the number of cerebral microbleeds associated
with cerebral amyloid angiopathy in mice

Anna Bonaterra-Pastra, MS.1, Montse Solé, PhD1, Silvia Lope-Piedrafita, PhD2 Maria
Lucas, MS1, Paula Marazuela, PhDz1, Olalla Pancorbo, MS.3, David Rodriguez-Luna, MD,

PhD 3 and Mar Hernandez-Guillamon, PhD1*

1. Neurovascular Research Laboratory, Vall d’'Hebron Research Institute,Universitat Autonoma de Barcelona,

Barcelona, Spain
2. Servei de Ressonancia Magnética Nuclear, Universitat Autonoma de Barcelona, Cerdanyola del Vallés, Spain
3. Stroke Research Group, Vall d'Hebron Research Institute, Barcelona, Spain.

* Correspondence:Mar.hernandez.guillamon@vhir.org. Neurovascular Research Laboratory, Vall d’Hebron Research
Institute, Passeig Vall d'Hebron, 119-129 , Ed. Mediterrania, 1% floor, lab 106, 08035, Barcelona, Spain

Short title: Levels of rApoJ and microbleed count in APP23 mice

147



Resultats

Abstract

Background: Cerebral amyloid angiopathy (CAA) is characterized by progressive
deposition of amyloid B (AB) in cerebral blood vessels that can cause lobar symptomatic
intracerebral hemorrhages (ICH) and lobar microbleeds (CMB). Apolipoprotein J (ApoJ)
is a multifunctional chaperone related to AB aggregation and clearance. The present
study aimed to determine the effect of rhApoJ chronic treatment in a transgenic mouse
model of CAA, in terms of vascular damage evaluated by the presence of spontaneous
CMBs.

Methods: Twenty-month-old APP23 C57BL/6 mice received a treatment of 25 doses of
rhApoJ (1mg/kg) (n=9) or saline (n=8) intraperitoneally during 13 weeks, while wild-type
mice received saline (n=13). Brains from postmortem mice were subjected to T2*-
weighted magnetic resonance imaging (MRI) to detect hemorrhagic lesions as
hypointensities. To determine the potential clinical relevance of some of the findings in

humans, acute plasma samples from 40 patients with ICH and 17 controls were analyzed.

Results: APP23 mice that chronically received rhApoJ presented a lower number of
cortical CMBs (p=0.012) and larger hemorrhages (p=0.002) than saline-treated mice,
independently of the total and vascular A levels in the brain. After the rhApoJ treatment
in mice, the human protein was detected in plasma and in occasional leptomeningeal
vessels, but not in the parenchyma, suggesting that its effect was mediated through the
periphery. The administration of rhApoJ induced a significant increase of Gro-a (p=0.035)
and MIP-1a (p=0.035) plasma levels and a reduction of circulating MMP-12 (p=0.046)
levels compared to the saline-treated group. In plasma samples from patients presenting
a lobar ICH, MMP-12 levels were significantly associated with a larger hemorrhage

volume (p=0.040) and more irregular ICH shape (p=0.036).

Conclusions: Chronic treatment with rhApoJ in aged APP233 mice ameliorated the
neurovascular damage associated with CAA pathology by decreasing the occurrence of
cortical microbleeds. We propose that rhApoJ treatment could prevent BBB leakage and
the appearance of CMB associated with CAA partly through the modulation of circulating
MMP-12.
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Background

Cerebral amyloid Angiopathy (CAA) is caused by the cerebrovascular accumulation of
amyloid, commonly amyloid-B (AB). AB is the result of the sequential processing of
amyloid precursor protein (APP) that can result in peptides of different sizes that tend to
aggregate, with the most common forms being ABao, which mainly deposits in brain blood
vessels causing CAA, and AB4z that tends to deposit in the parenchyma being a hallmark
of Alzheimer’s Disease (AD)!. Currently, there is no treatment for CAA, which is the main
cause of lobar intracerebral hemorrhage (ICH) in adults >55 years2. The A accumulation
in brain blood vessels causes smooth muscle cell loss and vascular dysfunction which
could contribute to the appearance of cerebral microbleeds (CMB) in a specific lobar
location3. Indeed, the presence of lobar CMBs is one of the main radiological and
pathological features of CAA* and is associated with the progression of CAA and the
recurring risk of ICH>6. In addition, CMBs are associated with a higher likelihood of
dementia’, and severity of cognitive dysfunction®®. Therefore, the progression of new

CMB could be considered a clinical endpoint to monitor future treatments for CAA.

Apolipoprotein J (ApoJ), also known as Clusterin (Clu), is a multifunctional chaperone
that co-deposits with cerebrovascular AR in human brains!®-!?2 and can prevent AB
fibrillogenesis®14 and toxicity in vitro®. In this sense, we have previously reported that
the peripheral treatment with recombinant human ApoJ (rhApoJ) reduced vascular A
deposits in APP23 micel8, an in vivo model of cerebral B—amyloidosis that presents
parenchymal AR accumulation and prominent AB4o deposition in brain vessels, as well as
vascular dysfunction and CMBs’-20. Nevertheless, the potential impact of ApoJ
regarding functional endpoints related to CAA pathology, such as cerebral hemorrhage
occurrence, still needs to be investigated. With this background, the aim of this study was

to evaluate the effect of increasing the plasma ApoJ levels in aged APP23 mice.

Methodology

Human recombinant ApoJ production and purification

We have previously reported the production of human recombinant ApoJ (rhApoJ)16.21.22,
Briefly, transfected human embryonic kidney 293 T cells (HEK293T) that overexpress
human ApoJ were cultured in HYPERFlask systems (Corning Inc., Corning, NY, USA).

Supernatants were used for protein purification with fast protein liquid chromatography
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(FLPC; AKTA Purifier 100 system, GE Healthcare Bio-Science Corp., Piscataway, NJ,
USA) by Ni-affinity with HiScreen Ni FF columns (GE Healthcare) in the ICTS
“NANOBIOSIS”, Protein Production Platform Unit of the CIBER-BBN at the Universitat
Autonoma de Barcelona, obtaining a purity >75%?22. The purified protein was dialyzed
overnight (ON) against PBS in 10 KDa SnakeSkin Dialysis Tubing membranes at 4 °C
(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). Protein concentration was quantified by
bicinchoninic acid assay (BCA) (Thermo Fisher) and diluted to a final concentration of

300 ug of rhApoJ per PBS mL. Aliquots were stored at —80 °C until their usage.

In vivo administration of rhApoJ

APP23 mice (B6.Cg-Tg (Thyl-APP) 3Somm/J) were obtained from The Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) and WT mice were C57BL/6 mice obtained from
Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). Male APP23 mice were backcrossed with
WT females, and the genotype was tested by Transnetyx (Cordova, TN, USA). The mice
used were aged in the animal facility of our institution and housed in a climate-controlled
environment on a 12/12 hours light/dark cycle with food and water ad libitum. For the
experiments, we treated two groups. Group 1 consisted of APP23 females of 20+£0.5
months old at the beginning of the experiment that received a chronic treatment of 25
doses of rhApoJ (1mg/kg) (n=9) or saline (n=8) intraperitoneally (IP) for 13 weeks,
whereas old-matched wild-type (WT) female mice received saline solution (n=13). Mice
were euthanized 3 days after the last administration, after ON fasting (Supplemental
Figure 1.A). Group 2 was composed of 19.6+2.3 months old APP23 female mice that
received one intraperitoneal dose of rhApoJ (1mg/kg) (n=4), saline (n=3), and old-
matched WT female mice that received saline (n=3). Mice from group 2 were euthanized
30 minutes after the administration (Supplemental Figure 1.B). Administrations and
analyses of mice samples were performed in a blinded manner. Five animals died during
treatments, but neither mortality nor body weight loss was associated with the treatment.
All animal procedures were approved by the Ethics Committee for Animal
Experimentation of Vall d’Hebron Research Institute and Universitat Autdbnoma de
Barcelona (CEA-OH/10888/1) and conducted in compliance with Spanish legislation (RD
53/2013) and European Union Directives (86/609/EEC). The treatment was conducted
from February to April 2020.
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Mice cerebrospinal fluid (CSF), brain and blood collection

At the moment of euthanasia, mice were anesthetized with isoflurane inhalation and CSF
was sampled as previously described!8. Briefly, CSF was collected by penetrating glass
capillaries (0.5 mm in diameter) in the dura mater of the cistern Magna under the
microscope. Only completely clear CSF was considered for further experiments. After
CSF extraction, blood was sampled via intracardiac puncture. Blood samples were
centrifuged in ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)-tubes to recollect EDTA plasma.
For group 1, mice were perfused with 20 mL of cold saline followed by 20 mL of
paraformaldehyde (PFA) 4%. Brains were rapidly removed and stored in PFA 4% at 4 °C
for 72 hours, and then transferred to PBS with 0.01% Sodium Azide for a minimum of 10
days for tissue stabilization. Mice from group 2 were perfused with 20 mL of cold saline
after CSF and blood extraction. Brains were rapidly removed and the left hemisphere
was immediately immersed in 10% formalin for 72 hours before paraffin embedding,

whereas the right hemisphere was snap-frozen in liquid nitrogen.
Mice ex-vivo brain MRI

Mice from group 1 were subjected to ex-vivo T2*-weighted magnetic resonance imaging
(MRI) in a horizontal magnetic system (7T, BioSpec 70/30USR, Bruker, Ettlingen,
Germany) immersed in Galden® D05 PFPE (Solvay, Bollate, Italy). MRIs were performed
at Servei de Ressonancia Magnética Nuclear at Universitat Autbnoma de Barcelona with
the operational software Paravision (Bruker). The imaging parameters used were:
repetition time 700 ms, echo time 8 ms, matrix 160 x 160, field-of-view 1.28 x 1.28 cm?,
slice thickness 0.3 mm, and the number of slices 28. The total acquisition time for a voxel
of a size of 0.08x0.08x0.3 mm?3 was 22 minutes. Spheric hypointense signals on T2* were
visually counted as hemorrhagic lesions and classified as CMB (50-300 um diameter) or
larger hemorrhages (>300 pm)2°. To avoid counting the same hemorrhagic lesion
multiple times, its presence was carefully controlled over several consecutive slices.
Hemorrhagic lesions were also classified according to their location as lobar (cortex) or
deep (thalamus and basal ganglia). The volume of hemorrhagic lesions was quantified
using Image J Software (NIH, Maryland, MD, USA). An example of 24 T2*-MRI brain
sections from one saline-treated APP23 mouse is shown in Supplemental Figure 2. After
the MRI acquisitions, brains were immersed in 10% formalin for 12 hours and paraffin-
embedded.
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Brain homogenates

The right brain hemispheres of group 2 were homogenized in cold sucrose buffer (0.32
M of sucrose (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) and 5 mM Hepes (Thermo Fisher))
with a Dounce homogenizer. The double amount of RIPA lysis buffer containing protease
and phosphatase inhibitors was added to the homogenates and then centrifuged for 15

minutes at 15000 g at 4°C to obtain the final supernatant as the final brain homogenate.
Brain sections stainings

Sagittal paraffin-embedded sections were used for several staining processes, including
Thioflavin S (Ths) to stain fibrillary AR, Resorufin for the specific detection of vascular
AB?3, and incubations with different antibodies to perform immunohistochemistry or
immunofluorescence techniques. Details of each staining method are detailed in
Supplementary Methods. Images from all histological sections were obtained with the
Pannoramic 250 scanner (3DHistech, Budapest, Hungary). A 20x objective was used to
digitize the slides and images were captured and processed using Case Viewer Software
(3DHistech). Quantifications were performed with ImageJ software (NIH) and are detailed

in Supplementary Methods.
Human study population

The study cohort consisted in 40 participants who suffered at least one ICH, 18 of them
in deep brain areas, and 22 in a lobar location. All patients underwent a computerized
tomography (CT) scan to detect the ICH which is observed as a hyperintense signal?*.
ICH volume was measured in the CT scan using semiautomatic Hounsfield-unit,
threshold-based, computerized planimetry software. Also, the shape of the hemorrhage
was analyzed according to Barras et al?® on a 1-5 scale, with 1 being the most regular
shape and 5 the most irregular. Demographic characteristics, vascular risk factors,
medication and ApoE genotype were also annotated. Blood from ICH patients was
collected in the acute phase (<24 hours from CT) in EDTA-containing Vacutainer tubes
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and centrifuged at 4 °C for 15 min at 2500
rpm. Clinical parameters in plasma were evaluated by Vall d’Hebron University Hospital
laboratories. The rest of the plasma obtained from each patient was aliquoted and frozen
at -80°C. The study also contemplated the analysis of samples from control participants
(n=17) with no stroke history from the PARIAS study (Patients At Risk of Ischemic Acute

Stroke). The study was approved by the local Clinical Investigation Ethical Committee

152



Resultats

(PR(AG)269/2017, 2014PI/162-1) and conducted in accordance with the Helsinki
Declaration.

Single and Multiplexed ELISAs

AB40 quantification in mice CSF was performed by a commercial enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kit (#KHB3481, Invitrogen, Waltham, MA, USA) following
manufacturer instructions. Plasma and brain levels of hApoJ were analyzed with a
commercial kit specific for human ApoJ (#3713-1HP-1, Mabtech, Stockholm, Sweden).
Plasma inflammation markers (Groaq, 1I-13, IL-17A, MCP-1, MIP-1a, MIP-1(3, MIP-2a) and
matrix metalloproteinase (MMP) (MMP-2, MMP-3, MMP-8, proMMP-9, MMP-12) levels
were evaluated by multiplexed ELISAs (#EPX080-20832-901, Thermo Fisher;
#MMMP1IMAG-79K and # MMMP2MAG-79K, Merck, Darmstadt, Germany). MMP-12
levels in human plasma were evaluated by ELISA kit (#EH327RB, Thermo Fisher).

Statistical Analysis

The distribution among linear variables was tested using the Shapiro-Wilk test. If the
distribution was normal, analysis were performed with a t-test or a one-way ANOVA test
with Bonferroni corrections. If not normal, a Mann-Withney test or Kruskal-Wallis test with
a Dunn’s post hoc for multiple comparisons was performed. When studying the
association between categorical variables, crosstab and Chi-squared or Fisher tests were
used accordingly. For correlations, associations between variables were analyzed with
Pearson or Spearman correlation coefficients (R and Rho), according to the normality of
each variable. Backward linear regressions were performed and the slope (B) with a 95%
confidence interval (Cl) was estimated in each case. Normal variables are expressed as
mean + SD, whereas non-normal variables are expressed as median [Interquartile
Range]. A p-value below 0.05 was considered statistically significant. Statistical analyses
were conducted using SPSS Statistics version 21 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA)
and Graphpad Prism 9 (Prism, Pleasant Hill, CA, USA). Extreme outlier values detected

by the SPSS software were discarded from the analysis.
Results

We observed that 23 months old APP23 presented a higher number of cerebral
hemorrhages than WT mice (9.6+5.25 vs. 1.31£1.49, respectively; p<0.001) detected by

ex-vivo T2*-MRI, in accordance with previous results’. More interestingly, chronic
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rhApoJ treatment significantly reduced the total number of cerebral hemorrhagic lesions
compared to saline-treated APP23 mice (6.43+4.96 vs 13.38+3.89 respectively; p=0.011)
(Figure 1.A). Whereas in the cortex rhApoJ treatment significantly reduced the total
number of cerebral hemorrhages (saline-treated: 6.88+2.95 vs rhApoJ-treated:
2.43£1.15; p=0.002), including CMBs (saline-treated: 5.13+2.30 vs rhApoJ-treated:
2.14+1.86; p=0.012) and larger hemorrhages (saline-treated: 1.75+1-04 vs rhApoJ-
treated: 0.29+0.49; p=0.001) compared with saline-treated mouse brains (Figure 1.B), no
differences were observed in the count of hemorrhagic lesions in deep brain areas
(Figure 1.C). Although mice that chronically received the rhApoJ treatment presented
lower number of hemorrhagic lesions, their mean volume was similar among groups
(saline-treated: 0.041+0.023 mm?3 vs. rhApoJ-treated: 0.030+0.014 mms3; p=0.695) in

both cortex and deep brain areas.

Because the APP23 transgenic mouse line can be considered a model of CAA for the
prominent cerebrovascular AB4o accumulation, we evaluated if the reduction of cerebral
hemorrhagic lesions was related to cerebral AB levels. We observed that the amount of
AR deposited in the brain was similar among chronically treated APP23 mice. More in
detail, no significant differences were observed in the total number of deposits per area,
the positive percentage and the average size of the deposits, neither with ThS staining
nor with ABso IHC (Figure 2.A, Supplemental table 1). Vascular AR levels were quantified
as the number of positive vessels using ThS, Resorufine stainings and Afs IHC
(Supplemental table 2), but no differences were detected among treatment groups either
(Figure 2.A). AB4o levels in CSF, obtained 3 days after the last administration with rhApoJ
or saline, were also similar among treatment groups. As expected, aged-matched WT
mice did not present circulating AB levels or brain AR deposits. Although no differences
in the AR load were found between APP23 groups, rhApoJ-treated mice showed a
significant inverse correlation between the number of fibrillary AR deposits per area in the
cortex (ThS-positive brain deposits) with the number of AB-positive cortical vessels
(resorufin-positive vessels) (R=-0.824, p=0.023), which was not observed in the saline-
treated mouse brains. Remarkably, only the chronically rhApoJ-treated mice presented
a significant association between the number of AB-positive cortical vessels and the
number of cortical hemorrhagic lesions (p=0.029, Rho=0.805) and specifically large
cortical hemorrhages (Rho=0.791, p=0.034).
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Figure 1. A) Representative T2*-weighted cerebral MRI sections of APP23 mice chronically treated with saline
or rhApoJ, and WT mice treated with saline. CMB are indicated with red arrows. Graphical representation of
the total number of hemorrhagic lesions. B) Graphical representation of the number of hemorrhagic lesions,
CMB (50-300 pm diameter) and large hemorrhagic lesions (>300 pum) in the brain cortex, and C) in deep brain
regions (thalamus and basal ganglia). Data are represented as mean+SD. #: count. *:p<0.05 **:p<0.01
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Active microglia is associated with higher pathology severity in human CAA brains,
suggesting a relation between perivascular inflammation and BBB leakage?s. To
determine whether the microglial state could be influenced by the rhApoJ treatment and
impacted the occurrence of CMB, we analyzed the levels of CD68 (as a marker of
phagocytic microglia) and Ibal (as a marker of resident microglia) in brains from
chronically treated mice (group 1). We observed that the cortex from APP23 mice
presented significantly higher levels of CD68 than WT brains (WT: 45.64 [24.67 — 47-21]
counts/area, saline-treated APP23: 82.16 [49.29 — 262.73] counts/area, p=0.035;
rhApoJ-treated APP23 115.50 [87.75 — 129.76] counts/area, p=0.023), as also occurred
for Ibal (WT: 19.45+£16.68, saline-treated APP23: 104.90+36.70 counts/area, p=0.005;
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rhApoJ-treated APP23 98.81+40.74 counts/area, p=0.008). However, no significant
differences were observed between rhApoJ-treated and saline-treated APP23 mice
(Figure 2.B).

ApoJ is a short-life protein with a half-life of 2 hours in carcinogenic human cells?’.
Because mice from group 1 were euthanized 3 days after the last dose of the treatment
to avoid the acute reaction induced by the administration of a recombinant protein, certain
molecular mechanisms associated with the direct action of rhApoJ could be masked due
to the experimental design. To overcome this, a second group of mice (group 2) was
treated and euthanized right after the administration (30 minutes time gap) (Supplemental
Figure 1). Unlike what was observed in group 1, in the second group, we were able to
verify the presence of the human rhApoJ in plasma, as well as in some occasional
leptomeningeal vessels in the brain (Figure 3.A), as we previously reported when
administered the recombinant protein intravenously?®. In all cases, we did not detect the
rhApoJ inside the brain after an acute or chronic IP administration. We next evaluated
the effect of the peripheral treatment regarding potential changes in inflammatory
markers and MMPs, which could be related to the CMB occurrence in this CAA mouse
model. In this sense, rhApoJ-treated mice from group 2 presented significantly higher
plasma levels of chemokines Groa (saline-treated: 12.14 [11.78 — 16.56] pg/mL vs.
rhApoJ-treated: 34.73 [28.33 — 51.82] pg/mL, p=0.035) and macrophage inflammatory
protein (MIP)-1a (saline-treated: 0.08 [0.08 — 0.08] pg/mL vs. rhApoJ-treated: 0.38 [0.30
—0.86] pg/mL, p=0.035) compared with saline-treated APP23 (Figure 3.B, Supplemental
table 3). Regarding the levels of plasma MMPs, we found that rhApoJ-treated mice
showed significantly lower levels of circulating MMP-12 than saline-treated mice (saline-
treated: 0.78+0.07 ng/mL vs. rhApoJ-treated: 0.42+0.14 ng/mL, p=0.046) (Figure 3.B,
Supplemental table 3). Interestingly, APP23 mice from group 1 presented a significant
correlation between plasma MMP-12 levels and the number of large hemorrhagic cortical
lesions (Rho=0.561, p=0.030) (Figure 3.C) and the volume of cortical hemorrhagic
lesions (Rho=0.754, p=0.001) (Figure 3.C) detected by ex-vivo MRI, independently from

the treatment group.

In order to expand the results obtained in mice, and due to the previous involvement of
MMP-12 in BBB leakage and neuroinflammation in different neurological experimental
models?8-30, we further explored the possible association between the circulating levels

of MMP-12 and the cerebral hemorrhagic load in humans. For this purpose, we evaluated
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MMP-12 plasma levels in controls and ICH patients, classified according to the

localization of the hemorrhage in deep areas (associated with a hypertensive
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microangiopathy etiology) or lobar ICH (commonly associated with an underlying CAA
pathology). A descriptive summary of the population studied can be found in
Supplemental table 4. The levels of plasma MMP-12 were not different between the
control subjects’ samples and those obtained during the acute phase after the ICH from
the patient’s cohort (Supplemental table 5). MMP-12 plasma levels were not different
between patients presenting a lobar or deep ICH either, although both sub-groups
showed differences regarding ICH volume (lobar ICH: 28.35 [14.65—44.78] cm?, deep
ICH: 7.99 [3.64—13.58] cm3, p=0.003), glucose levels, white blood cells count and
International Normalized Ratio (INR) (Supplemental table 5). Interestingly, in the lobar
ICH sub-cohort, circulating MMP-12 levels were correlated with the ICH volume (Figure
4.A) and the ICH shape (Figure 4.B), but also with the prothrombin time in the acute
phase (Supplemental table 5). MMP-12 plasma levels associations with ICH shape and
volume remained significant after adjusting for sex, age, and the prothrombin time by
linear regression (B=0.006 [0.000 — 0.011], p=0.040 for ICH volume; and B=0.095 [0.007
—0.183], p=0.036 for ICH shape) (Supplemental table 6).
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Figure 4. A) Correlation between MMP-12 plasma levels with ICH volume (cm®) and B) ICH shape from a

human cohort presenting acute lobar ICH.

Discussion

Apolipoproteins constitute a family of proteins widely related to AD and CAA, specifically
Apolipoprotein E (ApoE) and ApoJ, which are the most abundant in the brain. Both ApoE

and ApoJ are multifunctional proteins that play a role in AB aggregation and clearance,
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but also in other processes such as lipid metabolism and neuroinflammation3-32, Both
ApoE and ApoJ codeposit with cerebral AR in parenchyma and vasculature!®. In addition,
APOE is the most important genetic risk factor for sporadic AD and CAA3, and CLU,
which codifies for ApoJ, has also been extensively linked to AD23-%5. Indeed, we
previously observed that a CLU single nucleotide polymorphism (SNP) was associated
with the presence of lobar microbleeds in a CAA cohort3¢. From this background, we
previously studied the role of ApoJ as a target for treating AD and CAA experimentally.
In this context, we tested the effect of the subchronic administration of rhApoJ in 15
months-old APP23 mice and we found that the treatment induced a reduction of AB
parenchymal and vascular levels, as well as a decrease in the neurodegeneration
associated with the model'8. However, the impact of the treatment on cerebrovascular
health and the risk of microbleeds occurrence was not evaluated due to such vascular
lesions appear at an advanced stage of the pathology!®2°. Therefore, in the present
study, 20 months old APP23 mice were chronically treated with the same dose of rhApoJ
or saline and the presence of cerebral hemorrhagic lesions was determined through ex-
vivo T2*weighted MRI. The model selected was the APP23 transgenic mice for
presenting cerebrovascular alterations associated with brain AR deposition, including the
occurrence of spontaneous CMB linked to CAA, in contrast to other APP transgenic

models?’.

The main finding of our study was to demonstrate that increasing the levels of peripheral
ApoJ through the chronic treatment with rhApoJ had an impact on relevant clinical end-
points associated with CAA, such as the cerebral hemorrhagic load. In this regard, we
found that rhApoJ-treated APP23 mice presented a significant reduction in the number
of hemorrhagic lesions in the cortex detected by MRI. Because this observation was lost
when the analysis was carried out in brain deep areas, our results suggest a specific
effect of the treatment on those superficial arteries more commonly affected by CAA.
However, the effect of the presence of circulating rhApoJ in aged APP23 mice (23 months
old) on the cerebral hemorrhagic load could not be explained by the modulation of
insoluble parenchymal and/or vascular AB levels or the associated activation of microglia,
since these parameters resulted to be unaltered by the treatment. Regarding AR levels
and CAA load, in our previous study, we observed that the subchronic rhApoJ-treatment
of middle-aged APP23 mice reduced soluble and insoluble AR levels, as well as

parenchymal AB-plaque size and the number of AB-positive cerebral vessels?®. In fact,
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several studies have observed that the genetic alteration of CLU or the administration of
ApoJ-mimetic peptides in AD transgenic mouse models are able to modulate the AB load
and/or its intracerebral distribution3-%0. Altogether, these studies highlight a relevant
function of ApoJ in regulating AR aggregation and clearance from the brain. A possible
reason for the presumable discordance with our present study would be based on the
age of the experimental mice used. In the current study, the AB-associated pathology
was already well established and saturated with few possibilities to modulate the levels
of fibrillary AB. Therefore, because rhApoJ treatment did not show an impact in terms of
Ap modulation in aged mice, it can be speculated that the beneficial effects of rhApoJ
may be due to mechanisms related to an improvement of the cerebrovascular condition,
that would be translated into a lower occurrence of CMB in aged mice or with a direct
effect on AB mobilization through perivascular drainage pathways in younger mice. In this
regard, we did observe an inverse correlation between the number of AB-positive vessels
and parenchymal fibrillar AR deposits in the cortex of rhApoJ-treated mice specifically,
which may be linked with the idea of a relevant function of ApoJd in AB clearance

process?!, inducing a redistribution of A from parenchyma to vasculature®41,

Interestingly, after different time points of administration of rhApoJ (3 days or 30 min prior
to euthanasia), the recombinant human protein was not detected inside the brain,
suggesting that its mechanism of action would be through the periphery. Indeed, when
mouse tissues were obtained right after the administration, rhApoJ was found in plasma
and in occasional leptomeningeal vessels, as previously reported in our previous study?6.
How peripheral rhApoJ was able to induce the reduction of the number of CMB in the
APP23 mice in the present study was not completely elucidated, although the analysis of
different circulating inflammatory markers shed light on the question. In this regard, we
observed a significant increase in Groa, also known as CXCL1 and KC, and MIP-1aq,
known as CCL3, levels in the plasma of rhApoJ-treated APP23 mice when compared to
saline-treated APP23. It has been proposed that higher MIP1-a and Groa circulating
levels could enhance monocyte migration to the brain in an AD context where brain A
is accumulated*?#3, Monocytes play an important role after cerebral hemorrhage, which
can potentiate inflammation but are also relevant for hematoma removal and tissue
healing*4. On the other hand, we found that MMP-12 plasma levels were significantly
reduced in rhApoJ-treated APP23 mice. In addition, we also observed that MMP-12

plasma levels were significantly associated with the number of large cortical
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hemorrhages and the volume of cortical hemorrhagic lesions in APP23 mice. Because a
link between MMP-12 and blood-brain barrier (BBB) damage in experimental models has
been widely described?30, we hypothesize that the effect of the rhApoJ on the
cerebrovasculature may be associated with its capacity to partially modulate MMP-12
levels. In fact, the BBB alteration in CAA has been well demonstrated*>-4’, which
suggests that BBB damage can result in CMB development*®-%0. The mechanisms by
which ApoJ can influence the MMP-12 levels are not clarified. However, it has been
previously described that ApoJ can reduce the levels and activity of other proteins from
the MMP family, such as MMP-9, MMP-3 or MMP-751-53, Several MMPs have been
associated with CAA before and are proposed to contribute to vascular damage leading
to brain bleeding®-57. In particular, MMP-12 induces BBB damage after cerebral
ischemia and its levels are elevated and have a negative impact on sensorimotor function
after an ICH in rodent models?8-20. In addition, MMP-12 is implicated in the pathogenesis
of many inflammatory diseases and secretion of MMP-12 by microglial cells is
significantly upregulated by APi.42 treatment in vitro%859, Actually, MMP-12 has been
proposed as a promising therapeutic target for neurological diseases, including ICH®%®. In
this scenery, we observed for the first time a significant association between plasma
MMP-12 levels and the volume of lobar ICH in a human cohort. Also, a significant
association between MMP-12 plasma levels and a more irregular shape of ICH. Both
volume and the irregularity of the shape are associated with hemorrhage expansion- and
a worse prognosis8%-61, With all this information, we propose that the reduction of plasma
MMP-12 levels by the peripheral rhApoJ treatment could modulate the fragility of the BBB

and reduce the number of hemorrhagic lesions in a cerebral B-amyloidosis context.

Our study presents some limitations, which include the relatively small sample size
explained by the difficulty of obtaining a cohort of aged mice (23 months old mice) and
the mortality associated with the APP23 transgenic mice®. Also, all mice used were
females since we previously observed that female APP23 mice presented a higher brain
AB accumulation!” assuming a more severe CAA pathology than male mice. On the other
hand, a basal MRI to study the number of CMBs prior to treatment was not performed,
mainly because of the risks associated with long anesthesia in aged mice. Another
limitation of our study is related to the fact that MRI acquisitions had to be performed ex-
vivo due to COVID-19 restrictions, which consequently avoided the possibility to obtain

brain homogenates from group 1. Regarding the human population, our information is
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restricted to CT scans since MRIs were not available for all patients. Nevertheless, we
consider that our study highly contributes to expanding the knowledge about cerebral
hemorrhage occurrence and the role of ApoJ and MMP-12 in CAA pathology. In
conclusion, our results show that the presence of circulating rhApoJ reduces the number
of cortical cerebral microbleeds and larger hemorrhages in a CAA mouse model.
Although the exact molecular mechanism is yet to be elucidated, we propose that
peripheral rhApoJ treatment could partially prevent the brain hemorrhagic load
associated with CAA by modulating circulating MMP-12 levels. We suggest that
treatments based on the upregulation of ApoJ offer a non-invasive therapeutic
opportunity to ameliorate the cerebrovascular pathology associated with AB brain

accumulation.
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Supplementary Materials

Supplementary methods
Cerebral sections staining

All stainings were performed in 4 pm-thick sagittal paraffin-embedded sections. Sections
for each staining were obtained considering an equivalent depth and always contained
hippocampus and striatum brain structures. In all cases, sections were deparaffinized for

1 hour at 60 °C and rehydrated before the staining.
Thioflavin S (ThS) staining

Sections were immersed in 1% ThS solution (Sigma-Aldrich) dissolved in 75% ethanol
for 30 s followed by 0.1% Ths for 1 minute. Sections were then washed with 75% ethanol,
dehydrated and mounted in DAPI-containing mounting media (Vector Laboratories,

Burlingame, CA, USA) for nuclei counterstaining.
Resorufin staining

Sections were washed with PBS and permeabilized in PBS 0.2% Triton (PBST) before
being immersed in a PBS solution with Resorufin 1 mM (Sigma-Aldrich) for 5 minutes.
Finally, samples were rinsed with PBS, PBS-50% ethanol, dehydrated and mounted in

DAPI-containing mounting media (Vector Laboratories).
Immunohistochemistry staining

Immunohistochemistry staining was performed to specifically detect ABso and CD68.
Sections were incubated with citrate buffer (10 mM sodium citrate, 0.05% Tween20,
pH=6) at 95°C for 30 minutes for antigen retrieval. Blocking was performed with 1.5%
glycine, 10% Fetal Bovine Serum (FBS) and 0.2% TBS- 1% Tween20 diluted in TBS for
AP0, and 10% Goat serum and 1% Bovine Serum Albumin (BSA) in PBS- 0.1% Tween20
for CD68 for 1 hour at room temperature (RT). Sections were then incubated ON at 4°C
with the primary antibodies diluted in blocking buffer: rabbit polyclonal anti-ABao (1:5000,
#AB5074P, Millipore, Temecula, CA, USA) and rabbit polyclonal anti-CD68 (1:5000,
#ab125212, Abcam, Cambridge, UK). Endogenous peroxidases were blocked with 1%
hydrogen peroxide treatment for 15 minutes and samples were then incubated with
biotinylated anti-rabbit IgG diluted in blocking buffer (1:1000, Vector Laboratories) at RT
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for 1 hour, followed by streptavidin-horseradish peroxidase (HRP; 1:1000, Vector
Laboratories) 1-hour incubation at RT. Finally, sections were treated with
diaminobenzidine (DAB; Dako, Glostrup, Denmark) for 15 s and Harris hematoxylin
solution (Sigma-Aldrich) was used as contrast staining. For mounting, sections were
dehydrated and mounted with DPX (Sigma-Aldrich). Sections incubated with only the

secondary antibody were used as negative controls.
Immunofluorescence staining

Immunofluorescence staining was used to specifically detect Ibal and human ApoJd.
Sections were incubated with citrate buffer (10 mM sodium citrate, 0.05% Tween20,
pH=6) for 30 minutes at 95 °C for enhancing antigen exposure. Then, slices were blocked
with 10% FBS in PBS - 0.1% Tween20 and incubated ON at 4°C with the primary
antibodies: Ibal (1:200, #ab178847, Abcam) and hApoJ (1:50, #ab39991, Abcam). The
next day, samples were incubated with the secondary antibodies anti-rabbit-488 for Ibal
(1:500, Invitrogen) and anti-goat-lIgG-488 for hApoJ (1:500, Invitrogen) diluted in blocking
buffer for 1 hour at RT. Sections were finally dehydrated and mounted with DAPI
counterstaining (Vector Laboratories). Sections incubated with only the secondary

antibody were used as negative controls.
Quantification of cerebral staining

For all staining techniques, except Resorufin, the brain region of interest was delimited
(cortex, hippocampus, thalamus, or the whole brain except for the olfactory bulb and
cerebellum) and the area was measured. The number of positive particles was quantified
and divided by the area (# of deposits/area (um?)), and the percentage of the positive
area (%) and the average size of the deposits (um?) were calculated. For the
quantification of vessels positive for AB, they were manually determined in ThS,
Resorufin and AB40-IHC stained sections in the selected area (leptomeninges, cortex,
leptocortex, hippocampus, thalamus or the whole brain except for the olfactory bulb and

cerebellum).
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Supplementary figures and tables
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Supplemental Figure 1. Study timeline for A) group 1 and B) group 2. Black triangles represent each
administration. Crosses in the diagrams represent euthanasia.
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Supplemental Figure 2. Representation of T2*-weighted MRI cerebral sections of 23 months old chronically

ROSTRAL

vanvd

saline-treated APP23 mice from rostral to caudal. Cortical CMB are indicated with red arrows and deep CMB
with purple arrows.
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Supplemental Table 1. A parenchymal levels analyzed by Ths and AB4 IHC in APP23 mice chronically

treated with

saline/rhApoJ.

Brain

APP23-Saline

APP23-rhApoJ

location n=8 n=7 P

Cortex 21.86+3.17 20.48 + 4.80 0.517

# Fibrillary AB Hippocampus 15.04 £ 3.54 16.72 £4.15 0.414

(deposits/area) g, 3mys 6.99 + 2.29 6.91 £ 3.27 0.957

., Total 10.38 £ 1.57 10.21£2.20 0.867

g Cortex 9.73+2.42 8.75+2.45 0.449
(6]

E fﬁoe',;ﬁaep;i?;(%) Hippocampus 6.39 £ 2.38 6.57 2.3 0.879

= Thalamus 3.49+1.43 2.89 £ 1.60 0.459

(% Total 463+1.11 43113 0.608

= Cortex 4459.66 +902.33  4301.40+1101.7  0.764

Qﬁféﬁﬂié'i\% Hippocampus 428815 = 3965.34 + 1166.91  0.645

d?ﬁr?ﬁl)ts Thalamus v 415420 + 1228.76  0.298

Total 4465.10 £ 824.22  4186.05 + 1001.73  0.564

Cortex 35.91+5.17 36.10 +3.19 0.933

# ABuo Hippocampus 22.12 £5.57 25.15+5.98 0.328

(deposits/area)  tpa3mus 17.00 £ 11.58 17.16 £7.20 0.978

@ Total 19.19+2.77 19.12 £2.02 0.957

§ Cortex 7.86 +1.73 8.41 +2.00 0.577

g Percentage of Hippocampus 4,91 +2.50 6.00 £1.45 0.333

:‘5 AB4o (%) Thalamus ~ 1.56[0.98—1.90] 2.23[1.31-4.23] 0.336

CI; Total 3.84+0.72 4.14+1.19 0.557

4 Cortex 2180.46 +308.50  2328.88+522.79  0.508

o?‘féigdeeﬁfgt Hippocampus  2194.21 +849.41  2407.52 +339.38  0.546

(Hm?) Thalamus ~ 1024.57 +528.90  1510.57 + 928.77  0.227

Total 2006.87 +279.29 214532 +500.46  0.512
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Supplemental Table 2. Association of the number of vessels positive for resorufin, ThS and AB4 with chronic

treatment in APP23 mice.

L . APP23-Saline APP23-rhApoJ
ocation _ _ p
n=8 n=7
Leptomeninges 14.63 £ 8.07 12.14 £ 10.04 0.604
Cortex 7.50 [3.00 — 17.50] 12.00 [2.00 —29.00] 0.779
) o Leptocortex 23.88 + 12.98 26.00 £ 22.49 0.823
Resorufin-positive
vessels ]
Hippocampus 1.00 [0 —4.50] 0[0-3.00] 0.463
Thalamus 23.38 +8.45 32.71+£11.13 0.088
Total 59.63 + 24.96 68.29 + 30.72 0.557
Leptomeninges 23.50 +5.53 20.86 + 1.95 0.238
Cortex 7.50 [3.75 — 13.25] 13.00 [1.00 - 20.00] 0.867
. Leptocortex 33.88 +13.32 34.00 £12.33 0.985
ThS-positive
vessels )
Hippocampus 2.00 [1.25 - 3.00] 1.00 [0 —5.00] 0.336
Thalamus 37.5+£28.13 42,71 £17.26 0.678
73.00 98.00
Total [56.50— 94.25] [87.00-100.00] 3%
Leptomeninges 33.88 £ 13.58 29.71 £10.40 0.522
Cortex 31.38 £ 26.34 33.14 £ 22.67 0.892
. Leptocortex 65.25 + 33.04 62.86 + 30.93 0.888
ABaso-positive
vessels . 27 .00 22.00
Hippocampus [17.00 — 42.50] [17.00 — 52.00] 0.779
2.00 2.00
Thalamus [0.00 — 10.00] [1.00 — 6.50] 0.867
Total 116.00 125.00 0.779

[82.50 — 133.50]

[95.50 — 147.00]
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Supplemental Table 3. Association of plasma levels of inflammation markers and MMPs with acute
treatment in APP23 mice, and WT.

Acute treatment APPZnS:-galine APPZZrSI-:rZApoJ r\:\g D
Groa (pg/mL) [11.7%2;1116.56] [28;; z?si.sz] [18.8%30;2;1.04] 0.030
IL-16 (pg/mL) [o.110i1112.29] [0.15 '—111.20] [4.3?? ?16.36] 0.145
IL-10 (pg/mL) [0.811 fi.68] [4.751 1—227.63] [2.9754651.37] 0.481

IL-17A (pg/mL) [3.3(:)3 fi.sg] [2.92 f%AS] [3.14343;10.67] 0.962
MCP-1 (pg/mL) [4.13 '—1(31.10] [4.735;3254.82] [3522 '535;.72] 0.035
MIP-Ta (pg/mL.) (0,08 .08 0.3 - 0.86] 0.14-062) 0.040
MIP-18 (pg/mL) [0.68 'f%.ss] [0.951: f82.14] [0.951 f%.oe] 0.719
MIP-2a (pg/mL) 2.49 + 1.50 5.07 +3.70 4.67 + 4.65 0.630
MMP-2 (ng/mL) [415.354 8%%9.60] [414;5 i'i%o.GO] [359.{;)56 1—.2(;5.65] 0.057
MMP-3 (ng/mL) [28.43;3;61?5.25] [37.1?)3i8g1.35] [31.33 7—'11%2.10] 0.211
MMP-8 (ng/mL) [115.8152 i'i%4.901 [124.(%5?1 ig%s.go] [111;51 (272%0.75] 0815
proMMP-9 (ng/mL) [11.5:;2;3177.56] [11.0%%4;2216.80] [7.627;7129.43] 0.554
MMP-12 (ng/mL) 0.78 +0.07 0.42 +0.14 * 0.59 0.21 0.042

Inflammation markers are expressed as pg/mL and MMps as ng/mL. * p<0.05 vs. APP23-Saline.
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Supplemental Table 4. Demographic and clinical characteristics of the study cohort. * p<0.05 vs. Controls.

ICH: Intracerebral hemorrhage.

Controls Deep ICH Lobar ICH
n=17 n=18 n=22 P
8 9 13
Sex (female) (47.1%) (50.0%) (59.1%) 0.730
72.0 79.5* 82.0%
Age 650 — 740]  [73.0—87.0] [700—s50] 2001
0.38 0.39 0.37
MMP-12 (ng/mL) [0.24—053] [020—098]  [025—059 2997
7 9 16
HTA (41.2%) (50.0%) (72.7%) 0.118
N 10 4 2
Atrial fibrillation (58.8%) (22.2%) (9.1%) 0.002
. . 2 7 3
Diabetes Mellitus (11.8%) (38.9%) (13.6%) 0.080
7.99 28.35
3
ICH volume (cm*) [3.64 —1358] [14.65—4478) 0003
Cholesterolemia (44_84%) (312%) 0.412
2 4
ApoEeg2 (11.1%) (21.1%) 0.660
4 4
ApoEe4 (22.2%) (21.1%) 1.000
. 0.73 0.80
Creatinin (mg/dL) [0.64 — 0.92] [0.72 — 1.07] 0.165
Fibrinogen (g/L) 3.69 + 0.68 4.13 +0.65 0.055
129.50 113.00
Glucose (mg/dL) [104.0 — 164.0] [950 —127.0] 002!
Hemoglobin (g/dL) 13.61 + 1.42 13.32+1.94 0.603
Anticoagulant
oatm ol 4 (20%) 2 (8%) 0.383
International 1.06 0.99 0.017
Normalized Ratio (INR) [1.00 — 1.19] [0.93 — 1.03] '
Platelets (units/nL) 190.56 +34.99  214.73 £+55.33 0.116
o 12.85 12.10
Prothrombin time (s) [12.25 — 14.55] [11.20 — 13.30] 0.075
Partial thromboplastin 29.90 27.30 0.141
time (s) [27.20 — 33.00] [24.50 — 30.70] :
White blood cells 6.87 + 1.56 8.83 +3.25 0.018

(units/nL)
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Supplemental Table 5. Association between plasma MMP-12 levels and demographic and clinical variables

from the ICH cohort represented by the p value obtained from the corresponding analysis

MMP-12 associations

Deep ICH Lobar ICH All ICH

n=18 N=22 N=40
Sex 0.931 0.357 0.600
Age 0.634 0.762 0.523
HTA 0.297 0.590 0.233
Atrial fibrillation 0.574 0.364 0.288
Diabetes Mellitus 0.724 0.857 0.634
ICH volume 0.687 0.059 0.501
ICH Shape 0.633 0.011 0.254
Cholesterolemia 0.122 0.332 0.600
ApoEe2 0.837 0.307 0.481
ApoEe4 1.000 0.665 0.677
Creatinin 0.948 0.918 0.671
Fibrinogen 0.753 0.529 0.455
Glucose 0.769 0.649 0.698
Hemoglobin 0.195 0.231 0.849
Anticoagulant treatment 0.574 0.364 0.288
International Normalized Ratio (INR) 0.116 0.170 0.058
Platelets 0.185 0.587 0.187
Prothrombin time 0.043 0.072 0.007
Partial thromboplastin time 0.535 0.191 0.168
White blood cells 0.338 0.215 0.055
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Supplemental table 6. Linear regression with MMP-12 plasma levels in a lobar ICH

cohort adjusting by sex, age and prothrombin time.

A)
B [Cl 95%)] p-value
ICH volume 0.006 [0.000 — 0.011] 0.040
Sex _ _
Age - -
Prothrombin time - -
B)
B [Cl 95%)] p-value
ICH Shape 0.095 [0.007 — 0.183] 0.036
Sex - -
Age - -

Prothrombin time -
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Discussio

Actualment la B-amiloidosi cerebral t¢é un impacte socioeconomic devastador en la
societat, englobant la MA, principal causa mundial de demeéncia, i 'AAC, la qual és una
causa frequent d’hemorragia intracerebral lobar en adults d’edat avangada. Tot i aixo,
els mecanismes fisiopatologics segueixen sense estar clars, sense terapies efectives per
cap de les dues malalties. Hi ha molts factors que indiquen una relacio entre el
metabolisme lipidic i la B-amiloidosi cerebral, pero el rol exacte segueix sent desconegut.
En aquest sentit, el paper de les lipoproteines i apolipoproteines plasmatiques aixi com
els seus nivells en 'AAC i MA segueix sense estar definit. La nostra hipotesi era que
nivells circulants d’ApoJ i ApoE i la seva distribucié en les diferents lipoproteines estaven
associats amb I'acumulacié i localitzacié de I'AB cerebral. Per tal d’estudiar aquesta
hipotesi, en aquesta tesi doctoral vam estudiar I'associacié dels nivells d’aquestes
apolipoproteines en plasma i a les diferents lipoproteines amb marcadors radiologics de
malaltia de petit vas en pacients amb sospita clinica d’AAC. Per altra banda, vam
comparar el perfil lipidic i la distribucié d’ApoJ i ApoE en les lipoproteines plasmatiques
en pacients amb AAC, MA i controls. Per ultim, degut a la capacitat d’ApoJ d’actuar com
a xaperona i evitar 'agregacié d’AB, aixi com de promoure 'aclariment d’AB en models
experimentals in vivo, vam decidir aprofundir en el potencial efecte terapéutic
d’augmentar els nivells circulants d’Apod en un model envellit de la malaltia. En
particular, vam estudiar I'efecte de I'administracié d’ApoJ recombinant humana en
I'afectacié cerebrovascular causada per 'AAC en el model de ratoli APP23 valorant la

preséncia de microsagnats cerebrals detectats per RMN.

1. Estudi de marcadors radiologics en una cohort amb HIC
lobar i sospita d’AAC

Tot I'estudi dels marcadors radioldgics es va dur a terme en una cohort multicéntrica de
126 pacients amb HIC lobar i sospita d’AAC (estudi 1).

1.1 Associacions genétiques amb marcadors radioldgics comuns en 'AAC

Per entendre els mecanismes implicats en 'AAC relacionats amb el procés de (-
amiloidosi cerebral, vam decidir estudiar diferents SNPs préviament relacionats amb la
MA (235,236) en una cohort amb HIC lobar i sospita clinica d’AAC. En concret, en aquest
estudi vam estudiar diferents SNPs associats a 15 gens, en concret a: APOE, CLU,
ABCA7, PICALM, BIN1, SORL1, PTK2B, EPHALl, CD33, CD2AP, MS4A6A, HLA-
DRB5/HLA-DRB1, TREM1, TREM2 i TREML2. La majoria d’aquests gens s’han associat
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amb la MA en diferents estudis i GWAs (236,330). En aquest estudi ens vam basar
principalment en el GWAS més gran fet fins al moment que consistia en 74046 individus
totals, 25580 dels quals tenien MA (235). Es important recalcar que GWASs més recents
han corroborat I'associacié6 de molts d’aquests gens amb la MA (239,240). Més
concretament, vam decidir avaluar l'associacid6 d’aquests SNPs amb marcadors
radiologics de malaltia de petit vas associats a ’AAC com sén la SSc, EPVD-CSO, LSB,
microsagnats corticals, atrofia cerebral i 'escala CAA-SVDB. Com hem explicat a la
Introduccid, els mecanismes patofisiologics que porten a 'aparicié d’aquests marcadors
encara no s6n coneguts i a més, la seva implicacié en la clinica encara no esta clara. De
fet, en un estudi longitudinal recent, han descrit com la preséncia de SSc seria predictora
de patir una HIC (374) i, en altres estudis, els microsagnats cerebrals també s’han
associat amb la progressié d’AAC i el risc de recurréncia d’HIC (34,88). En aquest sentit,
altres marcadors radiologics com la SSc (95,96) o LSB (99,100) també s’han associat al
risc hemorragic o deteriorament cognitiu. Considerem que és essencial obtenir més
informacio sobre les associacions entre aquests marcadors radiologics i diferents vies
moleculars per tal d’entendre millor la seva fisiopatologia i la seva implicacié en la
malaltia. A més, pensem que la cohort estudiada és representativa de pacients amb
sospita clinica d’AAC, amb una prevalenga de marcadors radioldgics associats a ’AAC
esperada. A més, la cohort presenta una severitat de malaltia de petit vas associada a
I'AAC variada, amb un 45% dels casos presentant un grau baix d’AAC-SVDB i un 55%
de casos amb un grau alt. Aquesta variabilitat ens permet estudiar els mecanismes
implicats en 'AAC i I'impacte dels diferents marcadors radiologics associats a malaltia

de petit vas.

1.1.1 Associacions genétiques de risc/proteccio en la MA i TAAC

En aquest estudi (estudi 1) en el que s’analitzaven variants genétiques en una cohort
amb HIC lobar i sospita clinica d’AAC, hem observat que la direccié de risc/proteccié en
la freqléncia d’al-lels minoritaris dels SNPs en molts casos no coincidia amb els resultats
descrits per la MA. Més concretament, en la nostre cohort hem observat que ABCA7
rs3764650 (G) es troba en menor freqiiéncia en pacients amb una major preséncia i més
microsagnats corticals, aixi com en pacients amb nivells més alts de 'escala CAA-SVDB,
suggerint un efecte protector en I’AAC. En canvi, s’ha descrit préviament com a factor de
risc per la MA, sense tenir una influéncia directe en ’'AAC a nivell patologic (375). Tot i

aixi, cal tenir en compte que bibliografia prévia recolzaria un paper rellevant d’aquest
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gen en 'AAC, ja que altres SNPs d’ABCAY7 s’han associat amb malalties de petit vas,
tant isquémica com AAC (155,376). Un altre exemple és TREML2 rs3747742 (C),
préviament descrit com a factor protector per la MA (377) i que en la nostra cohort
s’associava a un nimero alt de microsagnats lobars i amb I'escala CAA-SVDB. També,
EPHAL rs11767557 (C), SNP descrit de risc per MA (376,378), en la nostra cohort es va
associar a menors nivells en I'escala CAA-SVDB. En aquest cas, també s’ha descrit que
altres mutacions en el gen EPHAL estan associades a malaltia de petit vas isquémic
(376,378). El fet que els resultats obtinguts en la cohort d’'HIC lobar tinguin una
interpretacié contraria en termes de risc/proteccié dels descrits en la MA no és del tot
sorprenent, ja que aixd mateix passa amb l'al-lel APOEeg2, sent protector per la MA pero
associat a major risc hemorragic en 'AAC (2). Aquests resultats demostren la
complexitat de la 3-amiloidosi cerebral i ressalten les diferéncies entre la MA i 'AAC. De
fet, s’ha proposat que aquests gens podrien afectar a la 3-amiloidosi cerebral a partir de
la seva implicacié en l'aclariment d’AB (155,229,377). D’aquesta manera, possibles
alteracions funcionals en les proteines codificades podrien afectar a la redistribucié d’A
cerebral del parenquima a la vasculatura i per tant, tenir efectes contraris en la MA i
I'AAC. De totes maneres, cal tenir en compte que aquests gens estan implicats també
en molts altres mecanismes que poden influir de manera diferent en les dues patologies,
com el manteniment de la integritat de la BHE o la patologia associada a tau
(375,377,379,380).

1.1.2 Genotip de CLU en 'AAC

Pel que fa al genotip de CLU, el gen que codifica per ApoJ, vam estudiar 4 SNPs
diferents i vam observar que tots ells estaven associats amb algun dels marcadors
radiologics d’AAC. En aquest cas pero, els SNPs anaven en la mateixa direccié de

risc/proteccié que el que estava descrit per la MA.

Més concretament, vam observar una associacié de rs7012010 (C) amb el grau de
EPVD-CSO, la preséncia de microsagnats lobars i atrofia cerebral; i rs9331888 (G) amb
la preséncia de SSc, grau de LSB i severitat de I'escala CAA-SVDB. Aquests resultats
indiquen una associacié d’aquests SNPs amb una major severitat de malaltia de petit
vas i probablement d’AAC, anant en linia amb resultats previs on s’han descrit rs7012010
(C)irs9331888 (G) com marcadors de risc per la MA (327,330,332,381). Per altra banda,

en el nostre estudi, rs9331896 (C) es va associar a un menor grau de LSB i de I'escala
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CAA-SVDB. En canvi, rs11136000 (T) es va associar amb un menor nimero de
microsagnats lobars confirmant resultats previs del nostre grup on haviem vist una
associacio d’aquest SNP amb I'abséncia de microsagnats lobars (156). Aquests resultats
indiquen efectes protectors de rs11136000 (T) i rs9331896 (C) per processos relacionats
amb I'AAC, anant en linia amb resultats previs que els descriuen com factors protectors
per la MA (327).

Cal destacar que diferents mutacions al mateix gen poden causar afectacions semblants
o totalment diferents a la proteina final, tenint sentit que algunes mutacions siguin
protectores i altres de risc. En aquest sentit, un estudi recent descriu com diferents
variacions genetiques a CLU s’associaven a HIC lobar, un tret clinic caracteristic de
'AAC, resultats que anirien en la linia dels nostres resultats i confirmarien el paper
fonamental d’ApoJ en 'AAC (382).

Tot i que I'afectacio exacte d’aquests SNPs encara no es coneix, se sap que diversos
SNPs de CLU afecten I'expressi6 i nivells d’ApoJ (332-335,383,384). De fet, 'SNP
rs11136000 (T) s’ha associat a majors nivells d’expressié d’ApodJ cerebral en pacients
de MA i controls (383,384). Tot i aixi, altres estudis han trobat resultats divergents sobre
el seu impacte en plasma de controls, pacients amb MA i amb sospita d’AAC
(156,385,386). En aquest sentit, en el nostre estudi tampoc vam observar canvis en els
nivells plasmatics d’ApoJ segons el genotip perd si en la distribucié d’ApoJ en les
diferents lipoproteines. Concretament, els 2 SNPs que resultaven ser protectors en la
nostra cohort (rs11136000 (T) i rs9331896 (C)) es van associar a majors nivells d’ApoJ
en HDL. A més, el fet que el genotip no afecti als nivells plasmatics, pero si als nivells
d’ApoJ en HDL indicaria la importancia del metabolisme lipidic i la composicié de les

lipoproteines en 'AAC.
1.1.3 Genotip d’APOE en I'AAC

Tot i la importancia del genotip d’APOE en 'AAC com s’ha descrit a la seccié de la
Introduccié, en aquest estudi no vam trobar cap associacio significativa entre el genotip
d’APOE i els marcadors radiologics de petit vas associats a 'AAC, perd si una tendéncia
estadistica entre APOEe€2 i un grau més alt en I'escala CAA-SVDB. En aquest sentit,
estudis previs si que havien observat una associacié entre APOEeg4 i microsagnats
lobars (387) i APOEe2 amb I'extensié de la SSc (152) i la preséncia de HSA (388), tot i

que aquests resultats tampoc s’han pogut confirmar del tot en altres estudis
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(156,387,389). Pel que fa als nivells plasmatics d’ApoE associats al genotip, hem
observat majors nivells d’ApoE en plasma i LDL en portadors d’APOE¢€2 i menors nivells
d’ApoE plasmatics en portadors d’APOEe4. L’associacié entre el genotip i els nivells
plasmatics ha estat extensament descrita préviament en diferents poblacions, incloent
controls, pacients amb MA i amb AAC (156,390), pero els seus nivells en lipoproteines
no han estat tan estudiats. També cal tenir en compte que el genotip d’APOE, apart

d’alterar els nivells de la proteina, també pot alterar la seva funcié (319).

1.2 Relacié entre ApoJ i ApoE circulants i marcadors de neuroimatge
caracteristics de 'AAC

Degut a I'associacié que vam observar entre els diferents SNPs de CLU i els marcadors
radiologics caracteristics de 'AAC, aixi com dels resultats descrits préviament sobre
l'impacte d’Apod i ApoE en la B-amiloidosi cerebral, vam decidir aprofunditzar en I'estudi
d’aquestes proteines analitzant els seus nivells plasmatics i la distribucio6 en lipoproteines
amb I'objectiu d’entendre millor la implicacié bioldgica dels marcadors de RMN associats
alAAC .

Els resultats obtinguts van mostrar com menors nivells d’ApoJ en LDL i d’ApoE en
plasma i HDL estaven associats a la preséncia i grau ’EPVD-CSO. De fet, els EPVD-
CSO s’han associat a una major acumulacié d’Ap tant en AAC com en MA en estudis
histopatologics (106-108). Tenint aixd present, s’ha proposat que els EPVD-CSO
podrien ser deguts a una disminucié del drenatge perivascular d’A3 causant acumulacié
de liquid intersticial als EPV i dilatant-los (108-110). Previament s’ha descrit que el
tractament amb ApoJ en un model de ratoli que presenta aterosclerosi millora la
capacitat antioxidant i d’efluxi6 de colesterol de les HDL, indicant capacitats
ateroprotectores d’ApoJ(391). En aquest sentit, majors nivells d’ApoE també es
consideren ateroprotectors (324) i de fet, HDLs enriquides amb ApoE s6n capaces de
disminuir 'acumulacié vascular d’AB en un model d’AAC in vitro (392). Per altra banda,
en el nostre estudi, en una cohort amb HIC lobar i sospita clinica d’AAC, també vam
observar que menors nivells d’ApoJ en HDL estaven associats amb la preséncia i la
severitat d’'atrofia cerebral (113); i menors nivells d’ApoE a les LDL amb l'extensié de
SSc. Amb aquests resultats, proposem que nivells més elevats d’Apod i ApoE en LDL i
HDL poden potenciar el drenatge d’Af a nivell vascular, tenint propietats protectores en

I'AAC. Aixi, I'ApoE i I'Apod podrien dur a terme aquest drenatge d’AB a través de lligands
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molt estudiats com el receptor LDL, receptor d’ApoE, receptor de VLDL, LRP1 i

megalina.

1.3 Limitacions de I'estudi i perspectives de futur per I'estudi de marcadors
radioldgics de malaltia de petit vas associats a 'AAC

Considerem que aquest estudi destaca la rellevancia del metabolisme lipidic amb la
funcionalitat cerebrovascular en 'AAC i que obre les portes a noves estratégies
terapéutiques. De totes maneres, segueix sent necessari seguir investigant en aquest
camp en altres cohorts més amplies. Cal tenir en compte que alguns dels resultats
observats en aquest estudi podrien ser deguts al fenotip hemorragic, tot i que es va evitar
analitzar plasma obtingut durant la fase aguda d’HIC. Tampoc podem confirmar la
causalitat dels resultats obtinguts degut a la naturalesa de I'estudi observacional. En un
futur, seria interessant realitzar I'estudi amb un grup control que presenti una hemorragia
d’etiologia diferent. En aquest estudi (N=126), 108 pacients presentaven AAC pur sense
microhemorragies profundes, dels quals 30 presentaven AAC possible, 74 AAC probable
i 4 AAC confirmada amb mostra histopatologica segons els criteris de Boston 1.5 (56).
Seria interessant analitzar els resultats estudiant només pacients amb AAC probable o
confirmada o re-classificar-los segons els nous criteris de Boston 2.0. De totes maneres,
considerem que el fet d’haver inclos pacients amb AAC possible segons els criteris de
Boston 1.5 ens aporta un perfil de pacients amb menys afectacié cerebrovascular, Util
per permetre’ns comparar la severitat de I'afectacié de malaltia de petit vas. A més, seria
interessant dur a terme un estudi prospectiu que permetés fer un seguiment de I'evolucio
del dany cerebrovascular i analitzar el potencial predictiu de la distribucié d’Apod i d’ApoE
en les lipoproteines. Per Ultim, també caldria estudiar diferents afectacions cliniques de

'AAC, més enlla de la presencia de I'HIC lobar i marcadors de RMN.

2. Comparaci6 del perfil lipidic en pacients amb -amiloidosi
cerebral

Degut a que tant la MA com I'AAC tenen com a caracteristica principal
lacumulacié d’AB cerebral, hi ha un solapament entre els mecanismes
fisiopatologics d’ambdues. La diferéncia principal entre les dues patologies és
la localitzacid6 d’AB, trobant-se en forma de plaques al parénquima en la MA, i
acumulada als vasos en I'AAC (2). Aquesta diferéncia en la localitzacié dels

diposits d’AB comporta que les lesions causades en les dues patologies siguin
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diferents; provocant una pérdua de disfuncié sinaptica i mort neuronal en el
cas de la MA (2) i una degeneraci6 dels vasos sanguinis cerebrals, fent-los
més propensos a patir una ruptura, en 'AAC (9). Tot i aixi, molts mecanismes
entre les dues patologies convergeixen. En les dues patologies es creu que
lacumulacié6 d’AB és deguda a un desequilibri entre la produccié i aclariment
del peéptd AR (8). | a més, de manera més especifica, s’ha identificat la
disfuncié vascular com un estadi primerenc de la MA (393). En aquest sentit,
també s’ha descrit que els pacients amb MA tenen una major prevalengca de
microsagnats corticals (394), ftret caracteristc de I'AAC i s’han relacionat
marcadors radiologics de malaltia de petit vas amb la MA (395). Tot i que les
dues malalties presenten una simptomatologia diferenciada, actualment no hi
ha biomarcadors capacos de distingir-les en la practica clinica. En aquest

estudi pretenem comparar el perfil lipidic de pacients amb MA i AAC.

Per tal de dur a terme aquest estudi, vam determinar i comparar el perfil lipidic
i la distribuci6 d’ApoJ i ApoE en les lipoproteines circulants de pacients amb
AAC i MA (estudi 2; (396)). Els pacients amb AAC van ser seleccionats de la
cohort de Tlestudi 1, i tots complien amb un diagnostic de possible (n=11),
probable (n=37), o AAC confirmada amb histopatologia (n=3) segons els
criteris de Boston 1.5 (56). A més, cap dels pacients seleccionats per la cohort
representativa d’AAC presentava demeéncia. En aquest estudi voliem analitzar
si el perfil lipidic plasmatic complet podia aportar informacié6 sobre marcadors
funcionals o quantitatius dels diferents tipus de p-amiloidosi cerebral. Cal
assenyalar que no vam trobar diferéncies entre els factors de risc
cardiovascular estudiats (HTA, DM), el genotip d’ApoE o I'is d’estatines entre
els diferents grups estudiats, indicant que els resultats obtinguts no depenien

d’aquests factors.
2.1 Nivells de colesterol en B-amiloidosi cerebral

En termes generals, a l'estudi 2 vam observar que el perfil lipidic dels pacients
amb AAC presentava moltes més alteracions que el de pacients amb MA en
comparacio a una poblacié control.

Concretament, el perfil dels pacients d’AAC que havien patit una HIC lobar es

podia considerar ateroprotector des dun punt de Vvista cardiovascular,
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presentant nivells més baixos de colesterol total i de colesterol LDL. Aquests
resultats encaixen amb estudis previs on s’han descrit nivells baixos de
colesterol i colesterol LDL associats amb risc d'HIC (71,397-399) i de
microsagnats cerebrals lobars (295,400). Considerem important ressaltar que
els nostres resultats aporten informacid nova ja que indiquen que aquest perfil
no és només un fenomen de la fase aguda, sin6 que els nivells baixos de
colesterol segueixen presents en una fase cronica, temps en el que es va
extreure la sang en la nostra cohort després dhaver patit I'HIC lobar. En
aquest sentit, s’ha descrit una disminucié dels nivells de colesterol LDL des de
6 mesos abans de patir 'HIC (401), indicant que aquesta disminucié no és una
conseqiiéncia de I'hemorragia. Es rellevant recordar que, com hem comentat
previament, nivells baixos de colesterol LDL s’han associat a un pitjor
pronostic amb un volum d’HIC més gran, resolucid6 de I'hematoma més lenta i
fins i tot, una major mortalitat després de I'HIC (292,293). El genotip ApoEe2,
un factor de risc molt important per patir HIC associada a I'AAC (150), esta
relacionat també a menors nivells de colesterol (402); ressaltant l'associacio
entre nivells baixos de colesterol i risc hemorragic en I'AAC. ElI mecanisme
exacte pel qual nivells baixos de colesterol poden promoure una HIC encara
no es coneix. Tot i aixi, s’ha proposat que com el colesterol és un component
essencial de les membranes cel-lulars, una disminuci6 d’aquest podria portar
a fragilitat cel-lular, facilitant la necrosi de cél-lules endotelials i cél-lules del
muscul llis dels vasos (71,403,404). Aquesta debilitat vascular podria acabar
portant a la ruptura del vas en forma de microsagnats, o HIC. Una altra
explicaci6 que s’ha proposat és l'efecte del colesterol en la coagulacié (293).
Concretament, el colesterol promou [l'agregacid plaquetaria (405). Per tant,
s’ha suggerit que nivells baixos de colesterol podrien disminuir la capacitat
d’agregacié plaquetaria, endarrerint-la i causant una expansié de I'hematoma

major amb un pitjor pronostic clinic.

En sentit contrari, estudis previs han descrit la hipercolesterolémia i una dieta
rica en colesterol com a factors de risc per la MA (280,282); i fins i tot s’ha
suggerit que l'administracié d’estatines, que disminueixen els nivells lipidics
periferics, podrien arribar a disminuir el risc de patir MA tot i que no hi ha

dades suficients (283). De fet, els nivells de colesterol en MA s’han estudiat
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molt i es creu que nivells alts de colesterol LDL (279) i de colesterol total (406)
s6n un factor de risc per desenvolupar MA. Tot i aixi, els nostres resultats no
han mostrat canvis en els nivells de colesterol en els pacients amb MA en
comparacio als controls. De fet, un meta-analisi va mostrar com nivells alts de
colesterol en l'edat adulta sén un factor de risc per patir MA amb un inici més
primerenc; perd que nivells alts en edats avancades no estan relacionats amb
la MA (406), fet que podria explicar els nostres resultats. Els mecanismes pels
quals el colesterol pot promoure la MA encara no son coneguts, perd s’ha
proposat que poden estar associats amb [arterioesclerosi causant una
afectaci6 vascular i s’ha observat que promou lacumulacid d’AB en models
animals (406,407).

2.2 Distribucié d’apolipoproteines en la B-amiloidosi cerebral

A nivell d’apolipoproteines plasmatiques, el resultat més destacat de I'estudi 2 va ser
observar menors nivells d’apolipoproteina-Il (ApoA-Il) en mostres de pacients amb AAC
respecte la resta de cohorts estudiades. L’ApoA-Il és la segona apolipoproteina més
abundant en les HDL i esta associada a diversos processos patologics com la
hiperlipémia (408). No hi ha altres estudis sobre els nivells d’aquesta apolipoproteina en
un context d’'HIC o AAC. Tot i aixi, un estudi poblacional relacionava menors nivells
d’ApoA-1l amb un major risc de deteriorament cognitiu (409), i recentment s’ha publicat
un nou article on es descriuen menors nivells d’ApoA-Il en cohorts amb deteriorament
cognitiu i MA (410). En sentit contrari, un altre estudi va descriure una associacié entre
majors nivells d’ApoA-Il amb la progressié a MA en una poblacié amb deteriorament
cognitiu (411). Més estudis sobre ApoA-Il en la B-amiloidosi cerebral segueixen sent
necessaris per entendre el seu rol en aquest procés patologic. Cal remarcar que, en el
nostre estudi, els pacients amb MA no van presentar cap canvi significatiu respecte als

controls pel que fa als nivells totals d’apolipoproteines en plasma.

Pel que fa a la distribuci6 de les apolipoproteines en lipoproteines, vam observar una re-
distribucié de I’Apolipoproteina C-IIl (ApoC-Ill) de les HDL cap a les VLDL en els pacients
amb AAC. En més detall, els pacients amb AAC-HIC presentaven menors nivells
d’ApoC-lll a les HDL i majors nivells d’ApoC-IIl a les VLDL. En aquest sentit, també vam
observar una tendéncia estadistica de menors nivells d’ApoC-Ill a les HDL en pacients

amb MA en comparacié amb els controls; resultats en concordanca amb un estudi previ
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on associaven nivells alts d’ApoC-lll a les HDL amb menor risc de demeéncia (412).
L’ApoC-Illl és el principal inhibidor de la LpL que degrada els triglicérids de les VLDL
(413), pel que nivells majors d’ApoC-Ill en aquesta lipoproteina impliguen menys
degradacio6 de triglicérids i per tant, VLDL de mida més gran, les quals es podrien
relacionar amb desordres cardiometabolics (414). Al fer la ratio ApoE/ApoC-IlIl en les
HDL, aquesta resultava ser major en pacients amb AAC-HIC que en controls i pacients
amb MA. Apart de la composicié d’apolipoproteines, les HDL dels pacients amb AAC-
HIC presentaven majors nivells de colesterol total i esterificat que els controls i els
pacients amb MA; indicant HDLs més madures. En aquest sentit, HDL més madures,
amb més ApoE i menys ApoC-lll, es consideren ateroprotectores a nivell cardiovascular
(324,415,416). Aquests resultats van lligats amb els resultats discutits préviament que
fan referencia als nivells de colesterol, on observavem que els pacients amb HIC-AAC
presentaven un perfil ateroprotector. Aixi doncs, suggerim que aquest pefrfil
ateroprotector lligat a 'AAC-HIC podria ser una resposta protectora davant el dany
cerebrovascular, ja que per exemple, s’ha descrit que HDL enriquides amb ApoE poden
disminuir 'AAC en un model in vitro (392). Per altra banda, aquests resultats seguirien
la linia dels obtinguts a I'estudi anterior, on associavem menors nivells d’ApoE a les HDL

a marcadors radiologics de 'AAC.

Pel que fa als nivells d’ApoJ, no vam observar diferéncies a nivell plasmatic entre els
diferents grups estudiats. En aquest sentit, els resultats publicats fins a dia d’avui sobre
els nivells plasmatics d’Apod son divergents, amb estudis que han trobat nivells elevats
en pacients amb MA (340,341) i HIC associada a 'AAC (156,340,341), pero altres on no
han trobat aquestes diferéncies (343,412). A I'ajustar pel genotip d’ApoE, vam identificar
un augment de la quantitat d’ApoJ en LDL dels pacients amb MA, suggerint una
redistribucié d’aquesta lipoproteina en la MA. Préviament s’ha proposat que I'ApoJ
lipidada té una major afinitat per megalina, un dels receptors implicat en I'aclariment d’Af
(417). A més, 'augment d’ApodJ a les LDL el veiem en pacients amb MA en comparacio
amb pacients amb HIC-AAC; per tant, 'augment d’ApoJ en les LDL es podria interpretar

com una resposta protectora en termes d’aclariment d’AB parenquimatoés.
2.3 Propietats arterioesclerotiques en B-amiloidosi cerebral

Seguidament vam estudiar les propietats arterioesclerotiques en un context

cardiovascular, concretament la mida i les funcions relacionades amb I'oxidacio de les
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lipoproteines en les 3 cohorts. Vam observar una menor mida de les LDL en la cohort de
MA en comparacié amb pacients amb HIC-AAC. Cal assenyalar que LDL petites s’han
associat préviament amb processos inflamatoris i cardiovasculars (418). També vam
observar menys activitat de Lp-PLAz en les HDL de pacients amb MA que en la cohort
HIC-AAC; factor que podria implicar un deteriorament de la funcié anti-inflamatoria de
les HDL. Aquests resultats sén complexes i dificils d’'interpretar en un context de -
amiloidosi cerebral perd podrien ser el resultat d’'un mal manteniment de I'estat anti-
inflamatori en sang, lligat al concepte de la inflamacié com un mecanisme central en el
desenvolupament de la MA (419). Aquests resultats podrien implicar una pitjor regulacio
del sistema anti-inflamatori en la MA que en I'AAC, tot i que s’haurien de validar en altres

cohorts i analitzar altres marcadors inflamatoris amb més profunditat.
2.4 Limitacions de I'estudi i potencial del perfil lipidic com a biomarcador

Els marcadors més especifics que hem observat en aquest estudi sén uns nivells
disminuits d’ApoA-Il en plasma i una ratio elevada d’ApoE/ApoC-lll a les HDL de
pacients amb HIC-AAC. Tot i ser potencials biomarcadors per 'AAC simptomatica, es
requereixen més estudis confirmant aquests resultats en estudis prospectius utilitzant
cohorts més amplies per tal de poder determinar el seu possible valor diagnostic. A més,
en un futur, seria molt interesant avaluar els nivells d’AB en les diferents poblacions de
lipoproteines per poder entendre millor el rol d’aquestes en I'aclariment d’Af3 cerebral.
En aquest estudi vam intentar portar a terme aquest tipus d’analisi, pero les
concentracions d’AB van resultar ser massa petites; requerint I's de técniques de
deteccié amb millor sensibilitat.

Cal tenir en compte que aquest estudi presenta diferents limitacions. Apart de tenir una
mostra petita, el fet que la cohort amb AAC hagi patit una HIC pot afectar els resultats.
Es a dir, podria ser que els resultats obtinguts estiguessin relacionats amb mecanismes
associats al procés de la ruptura d’'un vas cerebral, perd no amb el dipdsit B-amiloide
vascular, ja que un perfil lipidic ateroprotector també s’ha descrit en cohorts amb HIC no
lobars (71,290,401). Un estudi comparant aquests resultats amb pacients que han patit
una HIC d’etiologia diferent a 'AAC segueix sent necessari per poder validar els resultats
obtinguts. A més, hi ha un gran solapament entre les dues malalties estudiades, 'AAC i
la MA. De fet, estudis histopatologics han descrit que un gran percentatge de pacients

amb MA presenten acumulacié d’A cerebrovascular, tot i que només un 25% d’aquests
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presenten AAC avancada (420). El fet que en el nostre estudi es comparessin cohorts
amb MA i AAC comporta una limitacio intrinseca ja que podria ser que els pacients amb
MA també presentin AAC i/o viceversa. Per tal de limitar aquest solapament entre les
dues cohorts, es van seleccionar pacients amb MA que no haguessin patit cap HIC; i
pacients d’AAC que no presentessin simptomes de deméncia. Una altra limitacié de
lestudi és que no va ser possible avaluar la preséncia de marcadors radiologics
associats amb I'’AAC en la cohort de MA ja que no disposavem d’informacié radiologica.
Tot i aixi, els resultats de I'estudi sén clars i es va obtenir un perfil lipidic especific dels
pacients amb AAC que havien patit una HIC. Considerem que aquest estudi aporta
informacié nova per entendre la rellevancia del metabolisme lipidic en la B-amiloidosi
cerebral, que podria ajudar al futur maneig del tractament d’aquestes patologies, sobretot
en relacio a 'administracié de medicaments que disminueixen els nivells de colesterol

en sang.

3. Potencial terapéutic de rhApoJ

Seguidament, vam realitzar un estudi pre-clinic per determinar l'efecte de la
proteina ApoJ humana administrada periféricament en el model in vivo de B-
amiloidosi cerebral APP23 (estudi 3). Com hem comentat, 'Apod és una
proteina multifuncional (amb activitat xaperona) implicada en [l'agregacié i
aclariment d’AB perd també en altres processos com el metabolisme lipidic i
neuroinflamacié (347,351). Degut a [lactivitat xaperona d'’Apod, en el nostre
grup, vam estudiar el paper d’ApoJ com a potencial tractament per la f-
amiloidosi cerebral a nivell experimental. La hipotesi de partida era que un
increment circulant d’ApoJ podria desplagar I'equilibri d’AB entre la periféria i el
cervell, reduint-ne els diposits vasculars | parenquimatosos. Concretament,
vam avaluar l'efecte d'una administracié subcronica de rhApoJ en ratolins
transgénics de la linia APP23 de 15 mesos d’edat, observant una reduccio
dels nivells d’AB insolubles intracerebrals, aixi com una disminuci6 de Ila
neurodegenaracié (359). De totes maneres, limpacte del tractament en la
condicié cerebrovascular no es va avaluar. Per aix0, en el present estudi,
lobjectiu  principal era estudiar [limpacte de la funcié cerebrovascular,
analitzant la preséncia de microhemorragies cerebrals per RMN. ElI model
seleccionat, un cop més, va ser la linia de ratolins APP23, ja que presenten

acumulaci6 d'’AB en vasos cerebrals, aixi com microsagnats espontanis
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associats a 'AAC en edats avancades (247,248,252). Aquest estudi es va dur
a terme tractant ratolins de 20 mesos d'edat de manera cronica, durant 13

setmanes, amb la mateixa dosi que en I'estudi previ.

3.1 Efecte de rhApoJ en la preséncia de lesions hemorragiques i els
nivells d’AB cerebrals

El resultat principal del nostre estudi va ser demostrar que augmentar els nivells
periférics d’Apod a través del tractament cronic amb rhApoJ tenia un impacte en punts

clinicament rellevants, concretament, en la carrega hemorragica.

En més detall, vam observar que els ratolins APP23 tractats amb rhApoJ tenien una
reduccié del nimero de lesions corticals detectades per RMN, tant microhemorragies
com hemorragies més grans. El fet que aquesta reduccio es donés a zones corticals i no
en zones cerebrals profundes suggereix un efecte especific a les artéries més

superficials, més tipicament afectades per 'AAC.

En I'estudi previ del grup (359) vam observar que el tractament amb rhApoJ en ratolins
APP23 de 15 mesos d’edat reduia els nivells d’AB parenquimatés insoluble aixi com la
mida de les plaques neuritiques i el numero de vasos sanguinis amb acumulacié d’Ap.
També vam observar una reduccid dels nivells solubles d’AB4o tot i que no de manera
significativa. De fet, en altres estudis també han observat que alteracions genétiques a
CLU o I'administracio d’ApoJ o peptids mimetics a diferents models animals és capag de
modular els nivells d’AB o la seva distribuci6é cerebral (356—-358,421), destacant una
funcio rellevant d’ApodJ en la regulacié de I'agregacio i aclariment d’AB. En I'estudi actual
perd, no vam observar diferéncies en els nivells d’AB fibril-lar entre tractaments, Es a dir,
els efectes observats a nivell de carrega hemorragica no podien ser explicats per la
modulacié dels nivells o distribuci6 d’AB insoluble. Una possible explicacié per la
discordanga entre el nostre estudi i els previs podria ser 'avangada edat dels ratolins
utilitzats. En més detall, en aquest estudi, on els ratolins comengaven a tractar-se als 20
mesos d’edat, ja hi ha una patologia associada a I'’AB molt establerta i saturada, amb
poques possibilitats de poder modular els nivells d’AB fibril-lar dipositada. Per altra
banda, hagués estat interessant analitzar I'efecte del tractament en els nivells d’A
soluble cerebrals, que no vam poder dur a terme per falta d’homogenats cerebrals. L’AB
soluble pot ser més facilment mobilitzada del parénquima a la vasculatura que I'A

fibril-lar, podent exacerbar 'acumulacié d’aquesta a les parets arterials, agreujant 'AAC,
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perjudicant I'aclariment d’AB i presentant també toxicitat (161,422). Ja que el tractament
amb rhApoJ no va tenir cap efecte detectable pel que fa als nivells d’A fibril-lar, podem
especular que els efectes protectors del tractament amb rhApoJ, pel que fa a la carrega
hemorragica, poden venir donats per una millor condici6 cerebrovascular, evitant
'aparici6 de microsagnats cerebrals. De fet, aquesta possible millora en la condicié
vascular podria resultar també en un mecanisme d’aclariment periferic d’AB més eficient,
explicant els resultats on es veu una disminucié d’AB en ratolins més joves tractats amb
rhApoJ. En aquest sentit, en el nostre estudi amb ratolins envellits, vam observar una
correlacio inversa entre el numero de vasos positius d’AB i els diposits totals d’AB fibril-lar
al cortex dels ratolins tractats amb rhApoJ. Aquests resultats estarien alineats amb la
idea d’una funci6 rellevant d’ApoJ en el procés d’aclariment d’AB (351), promovent una

possible redistribucié d’AB del parénquima a la vasculatura (354,423).

3.2 Efecte de rhApoJ en la microglia i inflamacié

A continuaci6, degut a I'associacio descrita entre microglia perivascular activa amb una
maijor severitat d’AAC i disrupcié de la BHE en cervells d’humans (52), vam estudiar

I'estat inflamatori i la resposta immunologica després del tractament amb rhApoJ.

En l'estudi realitzat préviament (359), haviem observat que el tractament amb rhApoJ
augmentava els nivells de CD68 de la microglia que rodejava les plaques neuritiques. |
de fet, en un model in vitro vam demostrar que rhApoJ augmentava la captacié d’AB per
part de microglia (359), tal i com s’havia descrit previament (424). De totes maneres, en
I'estudi actual no vam veure canvis als nivells corticals de CD68 entre ratolins APP23
tractats amb rhApoJ o sali. Creiem que aquests resultats poden ser deguts, un cop mes,
a I'edat dels ratolins tractats en 'estudi actual, els quals presenten una major acumulacio
d’Ap fibril-lar i una resposta de la microglia molt activada de per si. En aquest sentit,
observem un augment significatiu dels nivells corticals tant de Ibal com de CD68 en els
ratolins APP23 respecte els WT, confirmant nivells més elevats de microglia i més
activada en ratolins envellits amb un alt contingut d’AB cerebral. Per altra banda, també
cal mencionar que en l'estudi actual, la quantificacid dels nivells de CD68 només s’ha
pogut realitzar a partir de técniques immunohistoquimiques ja que no teniem
disponibilitat d’homogenats cerebrals. Per tant, no podem descartar la possibilitat de

detectar més diferéncies entre grups de tractament utilitzant tecniques més sensibles.
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De fet, cal remarcar que no vam detectar la preséncia de proteina rhApoJ humana a
l'interior del cervell, perd si en sang i en alguns vasos leptomeningics en un grup de
ratolins que havien estat eutanasiats només 30 minuts després d’'una dosi de tractament
amb rhApoJ, tal i com haviem descrit previament (359). Aquest fet suggereix que el
tractament amb rhApoJ actua a través de la periféria i no per accié directa al parénquima
cerebral. Per aquest motiu vam decidir avaluar diferents marcadors inflamatoris
plasmatics. Vam observar que els ratolins que havien estat eutanasiats poc després de
'administracié de rhApoJ (30 minuts) presentaven nivells elevats de Groa, també
coneguda com CXCL1 (de I'anglés, chemokine (C-X-C motif) ligand 1) i KC; i de MIP-1a
(de I'angles, macrophage inflammatory protein-1 alpha) també anomenada CCL3 (de
I'anglés, chemokine (C-C motif) ligand 3) en comparacié amb els APP23 tractats amb
sali. S’ha proposat que nivells elevats de MIP-1a i Groa poden promoure migracié de
monacits al cervell en un context de MA on hi ha acumulacié d’Af (425,426). En aquest
sentit, els monocits tenen un paper molt important després d’una lesid hemorragica
cerebral en un intent de reabsorbir 'hematoma i promoure la curacio del teixit, tot i que
també podrien arribar a promoure la inflamacié (427). A més, cal destacar que el
tractament no va induir una resposta pro-inflamatoria sistémica ja que no va tenir efecte

en els nivells de quimiocines pro-inflamatories com IL-18 i IL-17A.

3.3 Efecte de rhApoJ en els nivells plasmatics de MMP-12

Per altra banda, altres marcadors plasmatics estudiats van ser les metal-loproteinases
de matriu. En concret vam observar nivells reduits de MMP-12 plasmatica en els ratolins
que havien rebut rhApoJ i que havien estat eutanasiats poc després de I'administracio,
comparat amb els ratolins tractats amb sali. Apart, els nivells de MMP-12 es van associar
al numero d’hemorragies corticals grans i al volum de les lesions hemorragiques corticals
en els ratolins APP23 que havien rebut un tractament cronic. En aquest sentit, no hi ha
altres estudis descrivint I'efecte de I'Apod sobre MMP-12, pero si que s’ha descrit que
pot reduir els nivells i activitat d’altres proteines de la familia de MMP, com la MMP-9,
MMP-3 i MMP-7 (428-430). Cal mencionar que altres MMP s’han associat amb 'AAC i
s’ha proposat que podrien contribuir al dany vascular promovent hemorragies cerebrals
(12,338,431,432). Préviament s’ha descrit una associacié entre MMP-12 i dany de la
BHE en models animals (433,434). Més en concret, s’ha descrit que MMP-12 indueix
dany a la BHE després d’una isquémia cerebral i que els seus nivells estan elevats i

tenen un impacte negatiu en la funcié sensomotra després d’'una HIC en models de
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rosegadors (433—-435). Tenint en compte que en I’AAC hi ha una disrupcié de la BHE
(81-83) i que aquesta disrupcio podria resultar en el desenvolupament de microsagnats
cerebrals (84-86), proposem que I'efecte de la rhApoJ en la cerebrovasculatura podria
estar associat a la seva capacitat de reduir els nivells circulants de MMP-12. A més, la
MMP-12 esta també implicada en processos patologics de moltes malalties inflamatories
i s’ha descrit que les cel-lules de la microglia augmenten la secreciéo de MMP-12 al ser
tractades amb AB1-42 in vitro (436,437). Finalment, també s’ha proposat la MMP-12 com
una diana terapéutica prometedora per diferents malalties neurologiques, incloent I'HIC
(437).

Per tal de confirmar el potencial paper de la MMP-12 en I'HIC, vam analitzar aquesta
molécula en una cohort de pacients que havia patit una hemorragia intracerebral aguda.
Tot i que els nivells de MMP-12 en plasma no es van associar a la localitzacié de I'HIC i
no van resultar diferents respecte els controls, en el subgrup de pacients amb una HIC
lobar, la qual se sol associar tipicament a una etiologia d’AAC, vam trobar diferents
associacions interessants. En primer lloc, els resultats obtinguts van mostrar una
correlacio significativa entre els nivells plasmatics de MMP-12 i el volum d’HIC, variable
gue s’ha associat a una major expansio de I’hematoma (62). A més, també vam observar
una associacio entre els nivells de MMP-12 en plasma i una forma més irregular de I'HIC,
un parametre de neuroimatge també associat amb I'expansié de 'hematoma (77).
Aquests resultats indicarien una associacio entre els nivells de MMP-12 plasmatics i

marcadors associats a una major expansio de I’hematoma i per tant, a un pitjor pronostic.

Per concloure, proposem que la reduccio6 dels nivells plasmatics de MMP-12 deguda al
tractament periféric amb rhApoJ podria modular la fragilitat de la BHE, evitant dany
d’aquesta i reduint el nimero de lesions hemorragiques en un context de $-amiloidosi
cerebral. Tot i aixi, no podem descartar que I'ApoJ circulant actui sobre la
cerebrovasculatura per diferents mecanismes paral-lelament. Per exemple, un estudi
molt recent suggereix que ApoJ promou la capacitat d’efluxié de colesterol de les HDL
al LCR, amb menors nivells associant-se a la MA (345). En aquest sentit, seria
interessant portar a terme un estudi més profund sobre el possible efecte d’Apod en el

metabolisme lipidic en els nostres models experimentals de B-amiloidosi cerebral.
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3.4 Limitacions i perspectives de futur per 'Apod i la MMP-12

El nostre estudi presenta diferents limitacions, entre elles, la utilitzacié d'un
nombre limitat d’animals en els grups de tractament degut a la dificultat
d’obtenir una cohort de ratolins envellits de 23 mesos, especialment ratolins
APP23 que tenen més mortalitat associada (258). Apart, tots els ratolins
utilitzats van ser femelles, ja que préviament haviem observat que les femelles
APP23 presenten més acumulaci6 d’AB que els mascles, assumint una
patologia relacionada amb I'AAC més severa en femelles. Per altra banda, no
es va poder realitzar una RMN basal als ratolins pel risc de mortalitat associat
a temps llargs danestésia en animals envellits. Finalment, una altra limitacié
de l'estudi va ser haver de realitzar la RMN ex vivo degut a que la realitzacié
d’aquests experiments va coincidir amb el periode de confinament causat per
la crisi de la COVID-19, fet que va impedir I'obtenci6 d’homogenats de cervells
del grup de ratolins que havien rebut el tractament cronic. Es per aixd que més
estudis augmentant la mostra, i/o estudiant [lefecte d'Apod en lesions
hemorragiques en mascles i en altres models d’AAC serien molt interessants
per confirmar els nostres resultats. Pel que fa a [lestudi realitzat utilitzant
mostres de plasma huma, no va ser possible obtenir informaci6 de RMN de
tots els pacients, pel que ens vam haver de limitar a informacié radioldgica
obtinguda del TC basal. De totes maneres, considerem que el nostre estudi
contribueix enormement al coneixement sobre [l'aparici6 d’hemorragies
cerebrals i el paper de I'Apod i la MMP-12 en I'AAC, sent potencials dianes
terapéutiques i proposem que tractaments basats en la sobreregulaci6 d’Apod
ofereixen una oportunitat terapeutica no invasiva per millorar la patologia

cerebrovascular associada amb I'acumulacié cerebral d’AB.
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1)

2)

3)

4)

Diferents variants genétigues préviament associades amb la MA, en
concret SNPs en els gens ABCA7, BIN1, CD2AP, CLU, CR1, EPHA1l i
TREML2, s’associen a diferents marcadors radioldogics caracteristics de
'AAC en una cohort amb HIC lobar i sospita clinica d’AAC. En concret, els
SNPs d'ABCA7 (rs3764650), CLU (rs9331896 i rs933188), EPHAl
(rs11767557), i TREML2 (rs3747742) s’associen a [lescala global de
severitat de malaltia de petit vas associada a 'AAC (CAA-SVDB).

Variants genétiques de CLU i APOE, protectores per la MA, s’associen a
nivells més alts d’ApoJ en HDL i ApoE en LDL en una cohort amb HIC
lobar i sospita clinica d’AAC. A més, menors nivells dApoJ i ApoE en HDL
i LDL s’associen amb la preséncia i el grau de diversos marcadors
radiologics caracteristics de I'AAC. Notablement, menors nivells d’ApoJ en
LDL i d’ApoE en plasma i HDL s’associen a la preséncia i un major grau
d’EPVD-CSO. Proposem que nivells elevats d’ApoJ i ApoE a les HDL i
LDL podrien promoure una resposta protectora en 'AAC.

Pacients amb HIC associada a [I'AAC tenen un perfil lipidic alterat
respecte una poblaci6 control i pacients amb MA. Concretament, els
pacients amb una HIC associada a AAC presenten un perfil lipidic
ateroprotector amb menys nivells de colesterol total i en les LDL, menors
nivells d’ApoA-ll plasmatics i una major ratio d’ApoE/ApoC-lll a les HDL.
En canvi, en el nostre estudi, els pacients amb MA no mostren cap
alteracié en el perfil lipidic periféric ni en el contingut de les lipoproteines
respecte els controls.

El tractament periféric amb proteina recombinant ApoJ humana redueix el
namero de microhemorragies i hemorragies grans al cortex, associades a
FAAC, en un model in vivo de [(-amiloidosi cerebral, sense afectar nivells
d’AB insoluble cerebrals. A més, el tractament promou un augment dels
nivells plasmatics de Gro-a i MIP-1a i una reducci6 en els de la
metal-loproteinasa de matriu (MMP)-12. Aquests resultats suggereixen que
tractaments basats en un increment d’ApodJ circulant ofereixen una oportunitat

terapéutica no invasiva per la B-amiloidosi cerebral.
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5) En una cohort de pacients amb HIC aguda, els nivells plasmatics de
MMP-12 s’associen al volum i a una forma irregular de I'hemorragia en
pacients que han patit una HIC lobar, resultats que situen la MMP-12 com

una molecula amb potencial rellevancia en I'HIC i TAAC
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