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ABU ZAINEH Mohammad
BARBACARU/PERLES T. A.
BERLAND Caroline

BOYER Sylvie

COLSON Sébastien
DEGIOANNI/SALLE Anna

ELDIN Carole

FAURE Alice

FOLETTI Jean- Marc

FRANKEL Diane

FROMONOT Julien

GASTALDI Marguerite
GELSI/BOYER Véronique
GIUSIANO Bernard

GIUSIANO COURCAMBECK Sophie
GONZALEZ Jean-Michel
GOURIET Frédérique

GRAILLON Thomas

GUERIN Carole

GUENOUN MEYSSIGNAC Daphné
GUIDON Catherine

GUIVARCH Jokthan
HAUTIER/KRAHN Aurélie
HRAIECH Sami

KASPI-PEZZOLI Elise

L'OLLIVIER Coralie
LABIT-BOUVIER Corinne
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina
LAGARDE Stanislas

LAGIER Aude (disponibilité)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude
LEVY/MOZZICONACCI Annie
LOOSVELD Marie

MAAROUF Adil

MACAGNO Nicolas

MAUES DE PAULA André

MEGE Diane

MOTTOLA GHIGO Giovanna
NINOVE Laetitia

NOUGAIREDE Antoine

(mono-appartenants)
DESNUES Benoit
MARANINCHI Marie

MERHEJ/CHAUVEAU Vicky
MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte
POGGI Marjorie

POUGET Benoit

PAULMYER/LACROIX Odile
PESENTI Sébastien
RADULESCO Thomas
RESSEGUIER Noémie
ROBERT Philippe

ROBERT Thomas

ROMANET Pauline
SABATIER Renaud
SARI-MINODIER Iréne
SAVEANU Alexandru

SECQ Véronique (disponibilité)
STELLMANN Jan-Patrick
SUCHON Pierre

TABOURET Emeline

TOGA Caroline

TOGA Isabelle

TOMASINI Pascale
TOSELLO Barthélémy
TROUSSE Delphine
TUCHTAN-TORRENTS Lucile
VELY Frédéric

VION-DURY Jean
ZATTARA/CANNONI Héléne

MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES

RUEL Jéréme
THOLLON Lionel

THIRION Sylvie
VERNA Emeline

MAITRE DE CONFERENCES DES UNIVERSITES DE MEDECINE GENERALE

CASANOVA Ludovic

MAITRES DE CONFERENCES ASSOCIES DE MEDECINE GENERALE a MI-TEMPS

BARGIER Jacques
CALVET-MONTREDON Céline
FORTE Jenny
JANCZEWSKI Aurélie
NUSSLI Nicolas
ROUSSEAU-DURAND Raphaélle



THERY Didier

MAITRE DE CONFERENCES ASSOCIE a MI-TEMPS
BOURRIQUEN Maryline
EVANS-VIALLAT Catherine

LAZZAROTTO Sébastien
LUCAS Guillaume
MATHIEU Marion

MAYENS-RODRIGUES Sandrine

MELLINAS Marie
ROMAN Christophe
TRINQUET Laure



ESSEURS DES UNIVERSITES et MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES - PRATICIENS HOSPITA|
PROFESSEURS ASSOCIES, MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES mono-appartenants

I ANATOMIE 4201

| ANTHROPOLOGIE 20 |

CHAMPSAUR Pierre (PU-PH)
LE CORROLLER Thomas (PU-PH)
PIRRO Nicolas (PU-PH)

GUENOUN-MEYSSIGNAC Daphné (MCU-PH)
LAGIER Aude (MCU-PH) disponibilité

THOLLON Lionel (MCF) (60éme section)

ADALIAN Pascal (PR)

DEGIOANNI/SALLE Anna (MCF)
POUGET Benoit (MCF)
VERNA Emeline (MCF)

I BACTERIOLOGIE-VIROLOGIE ; HYGIENE HOSPITALIERE 4501 I

CHARREL Rémi (PU PH)
DRANCOURT Michel (PU-PH)
FENOLLAR Florence (PU-PH)
FOURNIER Pierre-Edouard (PU-PH)

1 ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES 4203

INICOLAS DE LAMBALLERIE Xavier (PU-PH)

CHARAFE/JAUFFRET Emmanuelle (PU-PH)
DANIEL Laurent (PU-PH)
FIGARELLA/BRANGER Dominique (PU-PH)
GARCIA Stéphane (PU-PH)

XERRI Luc (PU-PH)

DALES Jean-Philippe (MCU-PH)

GIUSIANO COURCAMBECK Sophie (MCU PH)
LABIT/BOUVIER Corinne (MCU-PH)
MACAGNO Nicolas (MCU-PH)

MAUES DE PAULA André (MCU-PH)

SECQ Véronique (MCU-PH) disponibilité

LA SCOLA Bernard (PU-PH)
RAOULT Didier (PU-PH) Surnombre

AHERFI Sarah (MCU-PH)

ANGELAKIS Emmanouil (MCU-PH) disponibilité
DUBOURG Grégory (MCU-PH)

GOURIET Frédérique (MCU-PH)

NOUGAIREDE Antoine (MCU-PH)

NINOVE Laetitia (MCU-PH)

CHABRIERE Eric (PR) (64éme section)
LEVASSEUR Anthony (PR) (64&éme section)

DESNUES Benoit (MCF) ( 65eéme section )
MERHEJ/CHAUVEAU Vicky (MCF) (87eme section)

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE 4401 |

ANESTHESIOLOGIE ET REANIMATION CHIRURGICALE ;
MEDECINE URGENCE 4801

BARLIER/SETTI Anne (PU-PH)

ALBANESE Jacques (PU-PH)
BRUDER Nicolas (PU-PH)
LEONE Marc (PU-PH)
MICHEL Fabrice (PU-PH)
VELLY Lionel (PU-PH)

BOUSSEN Salah Michel (MCU-PH)
GUIDON Catherine (MCU-PH)

GABERT Jean (PU-PH)
GUIEU Régis (PU-PH)
OUAFIK L'Houcine (PU-PH)

BUFFAT Christophe (MCU-PH)
FROMONOT Julien (MCU-PH)
MOTTOLA GHIGO Giovanna (MCU-PH)
ROMANET Pauline (MCU-PH)
SAVEANU Alexandru (MCU-PH)

I ANGLAIS 11

| BIOLOGIE CELLULAIRE 4403 |

BRANDENBURGER Chantal (PRCE) retraite mars 2021
FRAISSE-MANGIALOMINI Jeanne (PRCE)

ROLL Patrice (PU-PH)

FRANKEL Diane (MCU-PH)
GASTALDI Marguerite (MCU-PH)
KASPI-PEZZOLI Elise (MCU-PH)

BIOLOGIE ET MEDECINE DU DEVELOPPEMENT
ET DE LA REPRODUCTION ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5405

LEVY-MOZZICONNACCI Annie (MCU-PH)

METZLER/GUILLEMAIN Catherine (PU-PH)
PERRIN Jeanne (PU-PH)

1 BIOPHYSIQUE ET MEDECINE NUCLEAIRE 4301

| CARDIOLOGIE 5102 |

GUED] Eric (PU-PH)

AVIERINOS Jean-Francois (PU-PH)



GUYE Maxime (PU-PH) BONELLO Laurent (PU PH)

TAIEB David (PU-PH) BONNET Jean-Louis (PU-PH)
CUISSET Thomas (PU-PH)
DEHARO Jean-Claude (PU-PH)

BELIN Pascal (PR) (69éme section) FRANCESCHI Frédéric (PU-PH)

RANJEVA Jean-Philippe (PR) (69éme section) HABIB Gilbert (PU-PH)
PAGANELLI Franck (PU-PH)

CAMMILLERI Serge (MCU-PH) THUNY Franck (PU-PH)

VION-DURY Jean (MCU-PH)

BARBACARU/PERLES Téodora Adriana (MCF) (69éme section) 1 CHIRURGIE VISCERALE ET DIGESTIVE 5202 |

BERDAH Stéphane (PU-PH)
BIOSTATISTIQUES, INFORMATIQUE MEDICALE |HARDWIGSEN Jean (PU-PH)
ET TECHNOLOGIES DE COMMUNICATION 4604 MOUTARDIER Vincent (PU-PH)
SEBAG Frédéric (PU-PH)
GAUDART Jean (PU-PH) SIELEZNEFF Igor (PU-PH)

GIORGI Roch (PU-PH) TURRINI Olivier (PU-PH)
MANCINI Julien (PU-PH)

CHAUDET Hervé (MCU-PH) BEGE Thierry (MCU-PH)
DUFOUR Jean-Charles (MCU-PH) BEYER-BERJOT Laura (MCU-PH)
GIUSIANO Bernard (MCU-PH) BIRNBAUM David (MCU-PH)

DUCONSEIL Pauline (MCU-PH)
ABU ZAINEH Mohammad (MCF) (5éme section) GUERIN Carole (MCU PH)
BOYER Sylvie (MCF) (5eme section) MEGE Diane (MCU-PH)

I CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE 5002 I

ARGENSON Jean-Noél (PU-PH)

BLONDEL Benjamin (PU-PH) 1 CHIRURGIE INFANTILE 5402CHIRURGIE INFANTILE 5402 |
FLECHER Xavier (PU PH)

OLLIVIER Matthieu (PU-PH) GUYS Jean-Michel (PU-PH) Surnombre

PARRATTE Sébastien (PU-PH) Disponibilité JOUVE Jean-Luc (PU-PH)

ROCHWERGER Richard (PU-PH) LAUNAY Franck (PU-PH)

TROPIANO Patrick (PU-PH) MERROT Thierry (PU-PH)

VIEHWEGER Heide Elke (PU-PH) détachement
DARIEL Anne (MCU-PH)
IROLOGIE ; RADIOTHERAPIE 4702CANCEROLOGIE ; RADIOTHERAPIFAURE Alice (MCU PH)

PESENTI Sébastien (MCU-PH)

BERTUCCI Francois (PU-PH)
CHINOT Olivier (PU-PH)

COWEN Didier (PU-PH) FACIALE ET STOMATOLOGIE 5503CHIRURGIE MAXILLO-FACIALEH
DUFFAUD Florence (PU-PH)

GONCALVES Anthony PU-PH) CHOSSEGROS Cyrille (PU-PH)

HOUVENAEGHEL Gilles (PU-PH) GUYOT Laurent (PU-PH)

LAMBAUDIE Eric (PU-PH)

PADOVANI Laetitia (PH-PH) FOLETTI Jean-Marc (MCU-PH)

SALAS Sébastien (PU-PH)
VIENS Patrice (PU-PH)

SABATIER Renaud (MCU-PH)
TABOURET Emeline (MCU-PH)



| CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIOVASCULAIRE 5103 CHIRURGIE PLASTIQUE,
RECONSTRUCTRICE ET ESTHETIQUE ; BRULOLOGIE 5004

COLLART Frédéric (PU-PH)

D'JOURNO Xavier (PU-PH) CASANOVA Dominique (PU-PH)
DODDOLI Christophe (PU-PH) LEGRE Régis (PU-PH)

FOUILLOUX Virginie (PU-PH)

GARIBOLDI Vlad (PU-PH) BERTRAND Baptiste (MCU-PH)
MACE Loic (PU-PH) HAUTIER/KRAHN Aurélie (MCU-PH)

THOMAS Pascal (PU-PH)
TROUSSE Delphine (MCU-PH)

I CHIRURGIE VASCULAIRE ; MEDECINE VASCULAIRE 5104 I

ALIMI Yves (PU-PH)

BARTOLI Michel (PU-PH)

BOUFI Mourad (PU-PH) BARTHET Marc (PU-PH)

MAGNAN Pierre-Edouard (PU-PH) DAHAN-ALCARAZ Laetitia (PU-PH)
PIQUET Philippe (PU-PH) GEROLAMI-SANTANDREA René (PU-PH)
SARLON-BARTOLI Gabrielle (PU PH) GRANDVAL Philippe (PU-PH)

VITTON Véronique (PU-PH)

I HISTOLOGIE, EMBRYOLOGIE ET CYTOGENETIQUE 4202 I

LEPIDI Hubert (PU-PH)

PAULMYER/LACROIX Odile (MCU-PH) GONZALEZ Jean-Michel ( MCU-PH)
1 DERMATOLOGIE - VENEREOLOGIE 5003 | GENETIQUE 4704 |
BERBIS Philippe (PU-PH) BEROUD Christophe (PU-PH)
DELAPORTE Emmanuel (PU-PH) KRAHN Martin (PU-PH)
GAUDY/MARQUESTE Caroline (PU-PH) LEVY Nicolas (PU-PH)
GROB Jean-Jacques (PU-PH) NGYUEN Karine (PU-PH)
RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth (PU-PH)
[ DUSI |
TOGA Caroline (MCU-PH)
COLSON Sébastien (MCF) ZATTARA/CANNONI Héléne (MCU-PH)

BOURRIQUEN Maryline (MAST)
EVANS-VIALLAT Catherine (MAST)

LUCAS Guillaume (MAST) EYNECOLOGIE-OBSTETRIQUE ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5403
MAYEN-RODRIGUES Sandrine (MAST)

MELLINAS Marie (MAST) AGOSTINI Aubert (PU-PH)

ROMAN Christophe (MAST) BOUBLI Léon (PU-PH) Surnombre

TRINQUET Laure (MAST) BRETELLE Florence (PU-PH)

CARCOPINO-TUSOLI Xavier (PU-PH)

COURBIERE Blandine (PU-PH)

ENDOCRINOLOGIE ,DIABETE ET MALADIES METABOLIQUES ; JCRAVELLO Ludovic (PU-PH)
GYNECOLOGIE MEDICALE 5404 D'ERCOLE Claude (PU-PH)

BRUE Thierry (PU-PH)
CASTINETTI Frédéric (PU-PH)
CUNY Thomas (MCU PH)



[PIDEMIOLOGIE, ECONOMIE DE LA SANTE ET PREVENTION 460}

HEMATOLOGIE ; TRANSFUSION 4701

AUQUIER Pascal (PU-PH)
BERBIS Julie (PU-PH)
BOYER Laurent (PU-PH)
GENTILE Stéphanie (PU-PH)

LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude (MCU-PH)
RESSEGUIER Noémie (MCU-PH)

MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte (MCF)(06&me section)

BLAISE Didier (PU-PH)

COSTELLO Régis (PU-PH)

CHIARONI Jacques (PU-PH)
GILBERT/ALESSI Marie-Christine (PU-PH)
MORANGE Pierre-Emmanuel (PU-PH)
VEY Norbert (PU-PH)

DEVILLIER Raynier (MCU PH)

GELSI/BOYER Véronique (MCU-PH)
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina (MCU-PH)
LOOSVELD Marie (MCU-PH)

SUCHON Pierre (MCU-PH)

POGGI Marjorie (MCF) (64éme section)

1 IMMUNOLOGIE 4703

KAPLANSKI Gilles (PU-PH)
MEGE Jean-Louis (PU-PH)
OLIVE Daniel (PU-PH)
VIVIER Eric (PU-PH)

FERON Francois (PR) (69&éme section)

BOUCRAUT Joseph (MCU-PH)
CHRETIEN Anne-Sophie (MCU PH)
DEGEORGES/VITTE Joélle (MCU-PH)
DESPLAT/JEGO Sophie (MCU-PH)
ROBERT Philippe (MCU-PH)

VELY Frédéric (MCU-PH)

MEDECINE LEGALE ET DROIT DE LA SANTE 4603

BARTOLI Christophe (PU-PH)

LEONETTI Georges (PU-PH)
PELISSIER-ALICOT Anne-Laure (PU-PH)
PIERCECCHI-MARTI Marie-Dominique (PU-PH)

TUCHTAN-TORRENTS Lucile (MCU-PH)

BERLAND Caroline (MCF) (1ére section)

I MEDECINE PHYSIQUE ET DE READAPTATION 4905 I

I MALADIES INFECTIEUSES ; MALADIES TROPICALES 4503

JBENSOUSSAN Laurent (PU-PH)

BROUQUI Philippe (PU-PH)
LAGIER Jean-Christophe (PU-PH)
MILLION Matthieu (PU-PH)
PAROLA Philippe (PU-PH)

STEIN Andréas (PU-PH)

ELDIN Carole (MCU-PH)

VITON Jean-Michel (PU-PH)

| MEDECINE ET SANTE AU TRAVAIL 4602

LEHUCHER/MICHEL Marie-Pascale (PU-PH)

1 MEDECINE D'URGENCE 4805

JSARI/MINODIER Iréne (MCU-PH)

KERBAUL Francois (PU-PH) détachement
MICHELET Pierre (PU-PH)

MEDECINE INTERNE ; GERIATRIE ET BIOLOGIE DU
VIEILLISSEMENT ; ADDICTOLOGIE 5301

BONIN/GUILLAUME Sylvie (PU-PH)
DISDIER Patrick (PU-PH)

DURAND Jean-Marc (PU-PH)
EBBO Mikael (PU-PH)
GRANEL/REY Brigitte (PU-PH)
HARLE Jean-Robert (PU-PH)
ROSSI Pascal (PU-PH)
SCHLEINITZ Nicolas (PU-PH)

BENYAMINE Audrey (MCU-PH)



| MEDECINE GENERALE 5303

| NEPHROLOGIE 5203

GENTILE Gaétan (PR Méd. Gén. Temps plein)

CASANOVA Ludovic (MCF Méd. Gén. Temps plein)

BRUNET Philippe (PU-PH)
BURTEY Stépahne (PU-PH)
DUSSOL Bertrand (PU-PH)
JOURDE CHICHE Noémie (PU PH)

GUIDA Pierre (PR associé Méd. Gén. a mi-temps) retraite au 25/09/2(MOAL Valérie (PU-PH)

BARGIER Jacques (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

CALVET-MONTREDON Céline (MCF associé Méd. Gén. a temps plein)

FORTE Jenny (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

JANCZEWSKI Aurélie (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

NUSSLI Nicolas (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

ROBERT Thomas (MCU-PH)

| NEUROCHIRURGIE 4902

ROUSSEAU-DURAND Raphaélle (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps) DUFOUR Henry (PU-PH)
THERY Didier (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps) (nomination au 1,FUENTES Stéphane (PU-PH)

REGIS Jean (PU-PH)

| NUTRITION 4404

JROCHE Pierre-Hugues (PU-PH)

DARMON Patrice (PU-PH)
RACCAH Denis (PU-PH)
VALERO René (PU-PH)

ATLAN Catherine (MCU-PH) disponibilité
BELIARD Sophie (MCU-PH)

MARANINCHI Marie (MCF) (66eme section)

SCAVARDA Didier (PU-PH)

CARRON Romain (MCU PH)
GRAILLON Thomas (MCU PH)

NEUROLOGIE 4901

| ONCOLOGIE 65 (BIOLOGIE CELLULAIRE)

CHABANNON Christian (PR) (66eéme section)
SOBOL Hagay (PR) (65&éme section)

ATTARIAN Sharham (PU PH)
AUDOIN Bertrand (PU-PH)
AZULAY Jean-Philippe (PU-PH)
CECCALDI Mathieu (PU-PH)
EUSEBIO Alexandre (PU-PH)

I OPHTALMOLOGIE 5502

JFELICIAN Olivier (PU-PH)

DAVID Thierry (PU-PH)
DENIS Daniele (PU-PH)

PELLETIER Jean (PU-PH)

MAAROUF Adil (MCU-PH)

1 PEDOPSYCHIATRIE; ADDICTOLOGIE 4904

DA FONSECA David (PU-PH)
POINSO Frangois (PU-PH)

1 OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE 5501

DESSI Patrick (PU-PH)
FAKHRY Nicolas (PU-PH)
GIOVANNI Antoine (PU-PH)
LAVIEILLE Jean-Pierre (PU-PH)
MICHEL Justin (PU-PH)
NICOLLAS Richard (PU-PH)
TRIGLIA Jean-Michel (PU-PH)

RADULESCO Thomas (MCU-PH)

REVIS Joana (PAST) (Orthophonie) (7éme Section)

GUIVARCH Jokthan (MCU-PH)

PHARMACOLOGIE FONDAMENTALE -

PHARMACOLOGIE CLINIQUE; ADDICTOLOGIE 4803

BLIN Olivier (PU-PH)
MICALLEF/ROLL Joélle (PU-PH)
SIMON Nicolas (PU-PH)

BOULAMERY Audrey (MCU-PH)

1 PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE 4502

| PHILOSPHIE 17




RANQUE Stéphane (PU-PH)

CASSAGNE Carole (MCU-PH)
L'OLLIVIER Coralie (MCU-PH)
TOGA Isabelle (MCU-PH)

LE COZ Pierre (PR) (17&me section)

MATHIEU Marion (MAST)

PHYSIOLOGIE 4402

1 PEDIATRIE 5401

ANDRE Nicolas (PU-PH)
BARLOGIS Vincent (PU-PH)
CHAMBOST Hervé (PU-PH)

DUBUS Jean-Christophe (PU-PH)
FABRE Alexandre (PU-PH)
GIRAUD/CHABROL Brigitte (PU-PH)
MICHEL Gérard (PU-PH)

MILH Mathieu (PU-PH)
OVAERT-REGGIO Caroline (PU-PH)
REYNAUD Rachel (PU-PH)
TSIMARATOS Michel (PU-PH)

TOSELLO Barthélémy (MCU-PH)

BARTOLOMEI Fabrice (PU-PH)

BREGEON Fabienne (PU-PH)

GABORIT Bénédicte (PU-PH)
MEYER/DUTOUR Anne (PU-PH)
TREBUCHON/DA FONSECA Agnes (PU-PH)

BONINI Francesca (MCU-PH)
BOULLU/CIOCCA Sandrine (MCU-PH)
DADOUN Frédéric (MCU-PH) (disponibilité)
DELLIAUX Stéphane (MCU-PH)

LAGARDE Stanislas (MCU-PH)

RUEL Jéréme (MCF) (69éme section)
THIRION Sylvie (MCF) (66eme section)

1 PSYCHIATRIE D'ADULTES ; ADDICTOLOGIE 4903

BAILLY Daniel (PU-PH)
LANCON Christophe (PU-PH)
NAUDIN Jean (PU-PH)
RICHIERI Raphaélle (PU-PH)

CERMOLACCE Michel (MCU-PH)

ASTOUL Philippe (PU-PH)
BARLESI Fabrice (PU-PH)
CHANEZ Pascal (PU-PH)

GREILLIER Laurent (PU PH)
REYNAUD/GAUBERT Martine (PU-PH)

CHOLOGIE - PSYCHOLOGIE CLINIQUE, PCYCHOLOGIE SOCIAL|

AGHABABIAN Valérie (PR)

LAZZAROTTO Sébastien (MAST)

16
TOMASINI Pascale (MCU-PH)

1 RADIOLOGIE ET IMAGERIE MEDICALE 4302

RHUMATOLOGIE 5001

BARTOLI Jean-Michel (PU-PH)
CHAGNAUD Christophe (PU-PH)
CHAUMOITRE Kathia (PU-PH)
GIRARD Nadine (PU-PH)

JACQUIER Alexis (PU-PH)

MOULIN Guy (PU-PH)

PANUEL Michel (PU-PH) surnombre
PETIT Philippe (PU-PH)

VAROQUAUX Arthur Damien (PU-PH)
VIDAL Vincent (PU-PH)

STELLMANN Jan-Patrick (MCU-PH)

GUIS Sandrine (PU-PH)
LAFFORGUE Pierre (PU-PH)
PHAM Thao (PU-PH)
ROUDIER Jean (PU-PH)

HERAPEUTIQUE; MEDECINE D'URGENCE; ADDICTOLOGIE 4380:

AMBROSI Pierre (PU-PH)
VILLANI Patrick (PU-PH)

DAUMAS Aurélie (MCU-PH)

PNEUMOLOGIE; ADDICTOLOGIE 5101



1 REANIMATION MEDICALE ; MEDECINE URGENCE 4802 |

GAINNIER Marc (PU-PH) |

UROLOGIE 5204
GERBEAUX Patrick (PU-PH)

PAPAZIAN Laurent (PU-PH)

BASTIDE Cyrille (PU-PH)
ROCH Antoine (PU-PH)

KARSENTY Gilles (PU-PH)
LECHEVALLIER Eric (PU-PH)

HRAIECH Sami (MCU-PH) ROSSI Dominique (PU-PH)
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Liste des Abbréviations

ASL : Arterial spin labeling

PASL : ASL pulsée

SEP : Sclérose en plaques

SEP-PP : Sclérose en plaques primaire progressive

SEP- RR : Sclérose en plaques rémittente récurrente
SEP-SP : Sclérose en plaques secondairement progressive
T25FW: Timed-25-Foot-Walk

SDMT: Symbol-digit modalities test

EDSS: Expanded Disability Status scale

NHPT: 9-hole-peg Test

CBF : Flux sanguin cérébral

CBFs : Equivalent CBF

CBV : Volume sanguin cérébral

DMN : Default mode network : Réseau du mode par défaut
SD: Standard deviation

FDR: False discovery rate



PARTIE 1

These article - Version francaise

Etude de la corrélation entre la perfusion ASL (Arterial Spin Labeling) et le
handicap au sein d’une cohorte de patients atteints de sclérose en plaques
primaire progressive




Résumé :

Objectif : Etudier I'évolution de la perfusion ASL et son association avec le handicap dans une
cohorte longitudinale de patients atteints de sclérose en plaques primaire progressive (SEP-

PP).

Matériels et méthodes : 77 patients atteints de SEP-PP ont été suivis pendant une période
maximale de 5 ans. Pour chaque patient, le suivi comprenait une consultation annuelle
incluant plusieurs tests cliniques d’évaluation du handicap physique et cognitif : le Timed-25-
Foot-Walk (T25FW), le 9 Hole-Peg-Test (NHPT), le Symbol-Digit-Modalities-Test (SDMT) et
I'Expanded Disability Status Scale (EDSS) ainsi qu’une IRM cérébrale avec des séquences 3D
en pondération T1, axiale en pondération T2 et FLAIR, et une séquence de perfusion cérébrale
par Arterial Spin Labeling pulsée (PASL) afin d’évaluer le flux sanguin cérébral (CBF). A partir
de I'atlas de Desikan Killiany, nous avons extrait des CBF équivalents (CBFs) régionaux et les

avons notamment comparés a un petit groupe de 11 témoins appariés sur le sexe et |'age.

Résultats : Aucune différence significative n’a été observé entre les CBFs des patients et des
témoins (p=0,199). L'EDSS a légérement augmenté au cours du suivi de I'étude (p=0,023)
tandis que les CBFs totaux ont diminué au cours du suivi (p<0,001), tout comme avec la durée
d’évolution de la maladie depuis les premiers symptomes (p=0,009), mais sans différence
régionale. Un CBFs global plus faible était corrélé avec un handicap plus élevé, mesuré par
I'EDSS, le NHPT et le T25FW (tous p=<0,001). La performance au test SDMT était par contre
inversement corrélée au CBFs, signifiant que des valeurs de CBFs plus faibles indiquaient une
meilleure réussite du test (p<0,001). A I’échelle régionale, nous avons observé une corrélation
inverse entre 20 régions cérébrales cortico sous corticales et le NHPT dont principalement des
régions impliquées dans des taches visuelles et motrices. Une corrélation inattendue entre le
SDMT et 7 régions (notamment des régions corticales frontales et une partie du gyrus
cingulaire) a été observée, de sorte qu’une perfusion plus basse reflétait de meilleure

performance, faisant supposer un possible mécanisme de mal adaptation.



Conclusion : La diminution de la perfusion cérébrale semble en lien avec des mécanismes
fondamentaux impliqués dans la sclérose en plaques de forme primaire progressive, tels que
la neurodégénérescence, la réduction du métabolisme et la perte de résilience. Bien que le
manque de sensibilité aux changements et sa variabilité limitent I'utilisation de la séquence
ASL comme un outil de décision et de suivi clinique, elle pourrait fournir un apercu instantané

de la réorganisation fonctionnelle dans la sclérose en plaques.

Résultats clés : Dans une cohorte longitudinale de 77 patients atteints de SEP-PP, nous avons
constaté une légere diminution globale de la perfusion cérébrale ASL, corrélée a une
augmentation de l'incapacité physique (NHPT, T25FW) et cognitive (EDSS). Nous avons
observé des associations régionales significatives avec les scores NHPT et SMDT soutenant la
pertinence fonctionnelle de la perfusion cérébrale. La perte de perfusion cérébrale semble
représenter une neurodégénérescence continue dans la SEP progressive mais semble étre

modulée par I'adaptation fonctionnelle.

Mots clés : Sclérose en plaques ; ASL pulsée ; Handicap ; Perfusion cérébrale ; Débit sanguin

cérébral.



l. Introduction

La sclérose en plaques primaire progressive (SEP-PP) est une forme rare de sclérose en plaques
(SEP) qui comparativement a la sclérose en plaque récurrente rémittente (SEP-RR) touche une
population plus masculine, plus dgée et présente une composante neurodégénérative plus
importante. La progression de l'invalidité clinique se présente comme la conséquence de
processus a la fois inflammatoire et de neurodégénérescence se manifestant respectivement
par des poussées et une perte continue de fonction (1). Ces deux mécanismes
physiopathologiques semblent étre a I'origine d’une modification de la perfusion cérébrale.
En effet, I'élévation du volume sanguin cérébral (CBV) et du débit sanguin cérébral (DSC)
semblent associés a la pathogenése de la lésion au sein de la substance blanche (2), mais
également a une inflammation subtile de la substance blanche d'apparence normale (NAWM)
(3). D’autres études ont par ailleurs montré que dans les formes plus neurodégénératives de

la maladie, les Iésions se situaient plus souvent dans des régions a faible perfusion (4).

Dans I'ensemble, il semble exister une diminution de la perfusion cérébrale dans la SEP (5).
D'un point de vue conceptuel, I'hypoperfusion cérébrale pourrait révéler une perte neuronale
ainsi qu’une diminution de I'activité métabolique, mais pourrait également survenir a un stade
précoce de la maladie (6). Cette baisse de perfusion apparait partiellement indépendante de
la diminution du métabolisme énergétique axonal, comme le montre le découplage observé
avec le N-acétylaspartate (NAA), marqueur de l'activité mitochondriale et de l'intégrité
axonale (7). Bien que les raisons de I'altération du débit sanguin cérébral dans la SEP ne soient
pas complétement comprises, la perfusion cérébrale offre un lien intéressant entre les lésions
structurelles et la fonctionnalité cérébrale. Ainsi, I'«Arterial Spin Labelling » (ASL) est une
technique d'imagerie fonctionnelle qui pourrait aider a explorer la représentation des niveaux

d'organisation supérieurs du cerveau (8).

L'évaluation de la perfusion cérébrale en IRM est considérée comme un biomarqueur
prometteur dans la SEP (5). En effet, L'ASL est une séquence non invasive permettant
d'évaluer la perfusion cérébrale sans avoir recours au gadolinium, ce qui apparait comme un

outil potentiellement intéressant dans le suivi des patients atteints de SEP (9).



Toutefois, les données de la littérature disponibles présentent des résultats controversés sur
I'association entre le handicap et la perfusion cérébrale. Certains auteurs notent notamment
une plus grande modification de la perfusion cérébrale dans les phénotypes de SEP
progressives par rapport a la SEP récurrente rémittente, en particulier une hypoperfusion dans
la substance blanche péri-ventriculaire et frontale d’apparence normale ainsi que dans le
thalamus et les noyaux caudés (5). Cependant, la majorité de ces études sont transversales et
intéressent de petits effectifs de patients atteints d’'une forme progressive ou une population

de phénotypes mixtes (10-15).

Ainsi, notre objectif était d’éclairer I'association entre la perfusion cérébrale, la

neurodégénérescence et le handicap dans une cohorte longitudinale exclusive de SEP-PP.



Il. Matériels et Méthodes

1. Participants

Les participants ont été recrutés a I'Institut de neuro-immunologie et de sclérose en plaques
du centre médical universitaire de Hambourg-Eppendorf entre 2012 et 2018 pour une étude
de cohorte observationnelle prospective comprenant des visites de suivi annuelles sur une
durée maximale de 5 ans. Les criteres d’éligibilité incluaient un diagnostic de SEP-PP selon les
criteres de McDonald 2010 (16) ainsi qu’un score de < 7,0 sur I’échelle d'invalidité étendue
(EDSS). Chaque visite comprenait une IRM cérébrale avec une séquence de perfusion ASL et
une évaluation clinique par différents scores: le score EDSS et une version modifiée du
Multiple Sclerosis Functional Composite (MSFC) comprenant le Timed-25-foot-walk (T25FW,
vitesse de marche sur une courte distance), le 9-Hole-Peg-Test (NHPT, explorant le
fonctionnement de la main) et le Symbol Digit Modalities Test (SDMT, traitement de
I'information) en remplacement du PASAT (Paced Auditory Serial Addition Test).

Nous avons défini deux sous-groupes de patients en fonction de I'évolution clinique de la
maladie : les patients présentant des rechutes persistantes ont été classés comme progressifs
récidivants et les patients sans rechute comme purement progressifs. Nous avons comparé
les données IRM a un petit groupe de patients sains appariés sur I'dge et le sexe. Tous les
participants ont fourni leur consentement éclairé par écrit et I'Institutional Review Board
(comité d'éthique de la Chambre des médecins de Hambourg, PV3961/PV4405) a approuvé

I'étude.

2. Protocole IRM

Le protocole d'IRM cérébrale (Siemens Skyra, 3T) comprenait une acquisition rapide 3D
pondérée en T1 avec écho de gradient (MPRAGE), des acquisitions pondérées en T2 et en
FLAIR et une séquence de perfusion 3D pulsée Turbo gradient spin-echo ASL (PSAL) avec bolus

de saturation Q2-TIPS.



Les parameétres d'acquisition étaient les suivants :

-Séquences PASL : durée du bolus = 700 ms ; délai de post-marquage = 1900 ms ; temps de
répétition (TR) = 5000 ms ; temps d'écho (TE) = 15,7 ms ; angle de bascule (FA) = 150° ; taille
du voxel = 4x4x4mm3.

-Séquences pondérées en T1 : TR=1900ms ; TE=2.46ms ; FA=9°; taille du voxel = 0.9mm3.
-Séquences pondérées en T2 : TR=2800ms ; TE=18ms ; FA=160° ; taille du voxel= 0,5x0,5x3

mm3.

3. Traitement des images

Le traitement des images a été réalisé a I'aide de la bibliotheque de logiciels d'imagerie
fonctionnelle (FSL, version 5.0, www.fmrib.ox.ac.uk) et du logiciel FreeSurfer (version 6.0)
pour la reconstruction corticale et la segmentation volumétrique
(surfer.nmr.mgh.harvard.edu/). Les lésions de la substance blanche ont été délimitées
manuellement puis remplacées sur les images pondérées en T1 par de la substance blanche
normale, afin d’éviter les erreurs de segmentation. Puis nous avons utilisé le pipeline
longitudinal de FreeSurfer (17). La substance grise a été divisée en 34 régions corticales par
hémisphére et 8 régions sous-corticales selon I'atlas de Desikan-Killiany (18). Les images des
séquences de perfusion ASL ont été traitées a l'aide du logiciel ANTs dans R

(https://github.com/ANTsX/ANTsR).

Du fait de I'absence d’acquisition supplémentaire (M0) nécessaire a I’estimation quantitative
absolue du CBF, nous avons calculé un CBF équivalent (nommé CBFs dans la suite de I'article)
par soustraction du signal des séquences ASL avec marquage et des séquences ASL contrdles,
proportionnel au CBF absolu, puis nous avons normalisé le CBFs grace a cette formule (M/Mc)
= (Mlabel-Mcontrol) /Mcontrol. Les images pondérées en T1 et les atlas de segmentation ont
été recalés de maniere non linéaire dans I'espace ASL et nous avons extrait le volume et la
valeur moyenne des CBFs pour chaque région de I'atlas. L'ensemble des images natives, les
cartographies de perfusion et de CBFs ainsi que le recalage ont été inspectés visuellement par
CD et JPS. Les examens présentant des artefacts de mouvements importants, un échec de
recalage ou de cartographie de perfusion ont été exclues. Nos analyses se sont exclusivement

concentrées sur le cortex et la substance grise profonde.
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Une vue d'ensemble du processus de traitement des données est représentée dans la figure

1.

Figure 1 : Sélection des Patients et traitement des images
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4, Statistiques

Nous avons réalisé des statistiques descriptives sous forme de moyenne (avec écart type) ou
de fréquences et de taux. Les deux sous-groupes ont été comparés soit par le test T de
Student, soit par le test du chi-2. Pour étudier I'évolution des résultats cliniques et de Ila
perfusion au cours du temps (définie comme le suivi pendant I'étude ou la durée d’évolution
de la maladie depuis les premiers symptémes), nous avons appliqué des modeéles linéaires a

effet mixte tenant compte des corrélations intra-individuelles de I'observation récurrente.
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Tous les modeles ont été corrigés pour I'age et le sexe. Les modeéles longitudinaux dépendants
du temps (LME) pour le temps de suivi pendant I'étude ont été corrigés pour les valeurs de
base. Nous avons extrait les valeurs béta standardisées en tant qu'estimations et utilisé le
false discovery rate (FDR) afin de corriger les tests multiples. Les corrélations entre les
résultats ont également été estimées avec le LME. Pour déterminer si la perfusion ASL pouvait
étre prédictive de la progression du handicap dans notre cohorte, nous avons utilisé des
modeles de risque proportionnel de Cox pour estimer les capacités prédictives du CBF global
et régional pour une progression de I'EDSS confirmée a 12 mois (+1,0 si EDSS <5,5, +0,5 si EDSS

>=5,5)(19).
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[Il. Résultats

1. Caractéristiques démographiques

Sur les 84 participants éligibles, 7 ont été exclus car ils n"avaient pas réalisé d’imagerie
cérébrale ou que leurs examens présentaient d’importants artefacts de mouvement. Parmi
les 77 patients restants, 16 visites sur 274 (5,8 %) ont été exclues en raison d’un traitement
d’images de qualité insuffisante ou de défauts de recalage non corrigibles (figure 1). Au début
de I'étude, I'age moyen était de 52 ans (39-69) et I'EDSS moyen était de 4 (2-7) indiquant un
handicap modéré sur I'échelle allant de 0 a 10 (0 = aucun handicap, 4 = distance de marche de
500m, 7 = fauteuil roulant, 10 = déces d0 a la SEP). Les données démographiques sont
résumées dans le tableau 1. Le sous-groupe de patients présentant une évolution purement
progressive de la maladie (n=57) présentait moins souvent un début de maladie subaigu que
le sous-groupe de patients avec poussées persistantes (n=18). Les autres paramétres de la
maladie, notamment le volume lésionnel et les parameétres de handicap ne différaient pas
entre les deux sous-groupes. En comparant les CBFs des témoins et des SEP-PP, nous n'avons
trouvé aucune différence dans les CBF globaux des patients (betastand = -0,31, p=0,199). De

méme, une analyse par région n'a pas permis de détecter de différence significative.



Tableau 1-Données démographiques

Femmes n (%)
Age années

Durée de la maladie
années
Sans Immunothérapie
au cours de la maladie
n (%)
Immunothérapie
pendant le suivi n (%)
Suivi années médiane
[range]
Bandes oligoclonales n
(%)

Oui

Non

Inconnu
Fumeur n (%)

Oui

Non

Inconnu
Début n (%)
Lentement progressif
Subaigu
EDSS mediane[range]

T25FW s
NHPT s

SDMT SD
SDMT <= -1 SD n (%)
Volume des lésions mL

Controles
N=11

2 (18.2)
51.3 (4.9)

Tous
N=77

26 (33.8)
52.7
(7.1)
5.2 (5.6)

27 (35.1)

13 (16.9)

2[0-5]

63 (81.8)
5 (6.5)
9(11.7)

22 (28.6)
36 (46.8)
19 (24.7)

64 (83.1)
13 (16.9)
3.5[2-
7]

6.2 (2.7)
25.6
(7.9)
-0.6 (1.3)
30 (39.5)
7.6(9.3)

Purement Progressive
progressive  avec rechutes
N =57 N=18

21 (36.8) 4(22.2)
52.8 (7.5) 51.8 (6)
4.6 (5.4) 6.9 (5.8)
19 (33.3) 7 (38.8)

8 (14.0) 5(27.7)
2[0-5] 1[0-5]

46 (80.7) 15 (83.3)
4 (7.0) 1(5.6)

7 (12.3) 2(11.1)

14 (24.6) 8 (44.4)

28 (49.1) 6 (33.3)

15 (26.3) 4(22.2)
53(93.0) 10 (55.5)
4 (7.0) 8 (44.4)
35([2-7] 4[2.5-7]
6.1(2.6) 6.6 (3.4)
25.7 (8.2) 25.5(6.82)
-0.6 (1.3) -0.5(1.3)
21 (37.5) 9 (50)

6.6 (8.0) 9.9 (12.2)

13

p

0.390°%
0.599*

0.121*%

0.883

0.324

0.314%

0.965°%

0.261°%

<0.001%

0.065"

0.552%
0.904%

0.467%
0.561°%
0.183%

Les données sont exprimées en moyenne (SD= déviation standard), sauf indication contraire
Durée de la maladie = depuis les premiers symptémes

S=secondes.
range= intervalle

§ = chi square test, # = Student T Test



14

2. Distribution régionale de la perfusion cérébrale

Nous avons observé des valeurs de CBFs plus élevées dans les régions temporales transverses
et cingulaires (Figure 2A). Les régions temporales inférieure et latérale occipitale présentaient
les valeurs de CBFs les plus faibles. La variabilité régionale augmentait avec les valeurs de CBFs
les plus élevées (Figure 2B). La comparaison des profils de CBFs des 34 régions corticales entre
les hémispheéres (figure 2C) a révélé une corrélation élevée mais non parfaite (betastand=0,67,
p<0,001). Dans I'ensemble, les valeurs moyennes de CBFs diminuaient avec le volume régional

(betastand=-0,19, p<0,001).



Figure 2 : Distribution de la perfusion cérébrale ASL :
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(A) CBFs moyen normalisé pour les 34 régions corticales cérébrales par hémisphéres.
Ecart type moyen correspondants pour ces mémes régions (B) comme une mesure de la
variabilité du CBFs dans la cohorte. Comparaison des CBFs régionaux (C) entre les
hémispheres (hémispheére gauche (lh) en haut, hémisphére droit (rh) en bas)
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3. Evolution du CBFs et du handicap au cours du temps

Dans I’ensemble, les CBFs ont diminué au cours du suivi de I’étude (betastand =-0,03, p<0,001,
figure 3A) et avec la durée de la maladie depuis les premiers symptomes (betastand=-0,08,
p=0,009, figure 3B). Les variations étaient plutot homogenes, et nous n'avons pas identifié de
régions présentant un changement prononcé. De plus, nous avons observé une atrophie dans
toutes les régions pendant le suivi (p=0,003), plus marquée avec la durée de la maladie depuis
les premiers symptomes (p=0,075), associée a une diminution de volume cérébral liée a I'age
(p=0,031). Une charge lésionnelle plus importante était corrélée a des valeurs de CBFs plus
faibles (betastand=-0.55, p<0.001). En comparant les patients purement progressifs et les
patients progressifs avec rechute, la diminution des CBFs régionaux était plus forte chez les
patients sans rechute (suivi : p<0,001, durée de la maladie p=0,001).

L'EDSS a augmenté d'environ 0,1 point par an (p=0,023, figure 3C). Le SDMT a eu tendance a
augmenter de 0,5 bonne réponse par an (p=0,056, figure 3D), probablement di a un effet
d’apprentissage. Le NHPT et le T25FW n'ont pas varié de facon significative au cours du suivi
et le volume des lésions est resté stable. Le CBFs était plus faible chez les hommes pour les
analyses du cerveau entier (p<0,023). Enfin, nous avons également étudié le volume
Iésionnelle en tant que co variable possible, mais nous n'avons observé aucune interaction

avec le CBF.



Figure 3 : CBFs et handicap au cours du temps :
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uniques et chaque ligne représente une seule région chez un seul patient.

L’Expanded disability status scale ( EDSS) augmente légérement pendant le suivi(C) alors que

les performances cognitives évaluées par le SDMT reste stable (D).
Les courbes individuelles sont représentées par de fines lignes ; les estimations de régression
pour chaque sexe sont représentées par des lignes épaisses.
Female= femmes ; male= hommes ; years=années
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4. Corrélation entre la perfusion et le handicap

Au niveau global, nous avons retrouvé une association inverse entre I'EDSS et le CBFs. En effet,
des valeurs de CBFs plus faibles indiquaient un handicap plus important (betastand=-0,01,
p<0,001). Un CBFs plus faible était également corrélé a un score NHPT plus long (betastand =-
0.07, p<0.001) et un T25FW plus long (betastand=-0.01, p=<0.001). En revanche, la
performance du test SDMT était corrélée de telle sorte que des valeurs plus faibles de CBFs

indiquaient un nombre plus élevé de réponses correctes (betastand=-0.03, p<0.001).

En appliquant des analyses par régions, nous n'avons observé aucune association entre les
CBFs, I'EDSS et le T25FW. Pour le NHPT, 20 régions ont montré une corrélation inverse avec
les CBFs, avec des valeurs plus élevées pour le cortex occipital latéral gauche (betastand=-
0.55, pFDR=0.004, Tableau 2 et Figure 4). Nous avons également détecté 7 corrélations entre
les CBFs et les scores du test SDMT dans plusieurs régions frontales, ainsi que dans la région
cingulaire antérieure droite, I'amygdale droite et le putamen droit. Une perfusion plus faible

était corrélée a une meilleure réussite du test (tableau 2 et figure 4).
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Figure 4 : Association entre le CBF estimé (= CBF surrogate) et les scores de handicap SDMT et

NHPT
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Les graphiques situés a gauche représentent les régions corticales corrélées de facon
significative avec le CBFs pour les scores NHPT and SDMT selon I'atlas de Desikan-Killiany. Les
échelles de couleur représentent les coefficients de standardisation béta ajustés pour I'dge et
le sexe.

A droite : Tracés de I’ensemble des points représentant chaque patient et tracé des courbes de
régression dont les couleurs correspondent aux régions resprésentées sur le schéma de gauche

NHPT = Nine Hole Peg Test, SDMT = Symbol Digit Modality Test
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Tableau 2: Associations régionales significatives entre le CBF estimé et les scores SDMT et

NHPT

Scores Hemisphere

NHPT R
L
R
R
R
R
R
R
R
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L

SDMT
L
L
R
R
R
R
R

Coefficients Beta standardisés calculés avec modeles linéaires a effet mixtes
Régions sélectionnées sur les valeurs de p corrigé par le false discovery rate en dessous de

0,05.
L= left = gauche
R=right =droit

Region

Putamen

Caudate

Superior frontal
Rostral middle frontal
Precentral
Postcentral

Pars triangularis

Pars opercularis
Caudal middle frontal
Supramarginal
Precentral
Postcentral

Pars triangularis

Pars opercularis
Lingual

Lateral occipital
Inferior parietal
Fusiform

Caudal middle frontal
Banks of the superior temporal
sulcus

Pars triangularis

Lateral orbito frontal
Medial orbito frontal
Amygdala

Pars opercularis

Rostral anterior cingulate
Putamen

betastand
-0.28
-0.31
-0.12
-0.21
-0.28
-0.24
-0.30
-0.28
-0.38
-0.40
-0.20
-0.24
-0.21
-0.24
-0.23
-0.55
-0.35
-0.35
-0.22
-0.21

-0.15
-0.27
-0.19
-0.17
-0.15
-0.11
-0.29

FDR

p
0.048

0.048
0.034
0.002
0.007
0.034
<0.001
0.002
<0.001
<0.001
0.048
0.016
0.025
0.013
0.046
0.004
0.004
0.048
0.004
0.048

0.037
0.034
0.002
0.034
0.037
0.029
0.004
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5. Valeur prédictive de la perfusion globale et régionale pour la progression

de I'EDSS

Enfin, nous avons étudié la valeur prédictive des valeurs du CBFs pour la progression de I'EDSS.
Aprés 4 ans de suivi, 33,9 % (1C95 % : 33,0-34,9 %) des patients atteints de SEP-PP ont présenté
une progression confirmée de I'EDSS. Cependant, nous n'avons pas observé d'association
significative avec les valeurs de CBFs dans nos analyses de survie, tant au niveau global qu’au

au niveau régional.
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IV. Discussion

La perfusion cérébrale est un outil conceptuellement intéressant a l'interface entre les
altérations structurelles et le fonctionnement cérébral. Cependant, elle n'a jamais été étudiée
dans une population exclusive de SEP-PP au sein d’une cohorte de grande ampleur avec un
suivi longitudinal sur plusieurs années. Nous avons constaté une légére diminution globale du
CBFs au cours du temps de suivi dans notre étude. Les CBFs diminuaient également avec la
durée de la maladie depuis les premiers symptoémes ; ces deux résultats pourraient indiquer
une dynamique spécifique de la maladie dans cette cohorte a prédominance
neurodégénérative. Nous avons également observé des associations régionales significatives
avec des scores explorant la fonction de la main et la cognition ce qui confirme la pertinence
fonctionnelle du CBF. Cependant, la dynamique de la maladie au niveau clinique et de
I'imagerie était plutot faible sur une période s’étendant jusqu'a cing ans, ce qui a

probablement limité nos possibilités de modélisation prédictive.

Les précédentes recherches sur la perfusion cérébrale dans la SEP s'accordent a dire que les
changements de perfusion cérébrale sont différents selon le phénotype de la SEP,
indépendamment de la technique de perfusion, c'est-a-dire I'ASL (11,13) ou le contraste de
susceptibilité dynamique (9,10,14,21). En effet, Rashid et al (11) ont montré qu'il y avait une
hypoperfusion de la substance grise et de la substance blanche adjacente chez des patients
atteints de SEP par rapport aux sujets témoins, plus importante dans les sous-groupes SEP-PP
et secondairement progressive (SEP-SP). Inglese et al ont retrouvé (10) des résultats cohérents
avec une diminution significativement plus importante du CBF dans la SEP-PP que dans la SEP-
RR dans les thalamis et les noyaux gris profonds par rapport aux sujets témoins. Enfin, une
différence a également été démontrée dans la substance blanche d’apparence normale péri-
ventriculaire et frontale ou I'on note un CBF et un volume sanguin cérébral plus faibles chez
les patients atteints de SEP-PP que chez les patients atteints de SEP-RR par rapport aux
témoins (14). En revanche, une perfusion plus élevée a déja été associée a une activité

inflammatoire plus importante de la maladie comme expliquée précédemment (22).
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Dans notre étude, la comparaison entre les sous-groupes de patients purement progressifs et
de patients progressifs avec persistance de rechutes a révélé une plus forte diminution des
CBFs régionaux chez les patients sans rechute au fil du temps. Ces résultats sont en faveur
d’une diminution du CBF plut6t associée a la neurodégénérescence qu'a l'inflammation sur le

long terme.

De plus, les phénomenes d'hypoperfusion dans la SEP sont le résultat de multiples facteurs.
Le stress oxydatif et le dysfonctionnement mitochondrial sont des acteurs importants
reconnus de la neurodégénérescence axonale (1). Plusieurs études suggerent qu'ils ne
pourraient pas expliquer a eux seuls la diminution du flux sanguin cérébral. La diminution du
CBF semble étre déja présente avant |'atrophie ou la perte neuronale (6),(22),(7). Ainsi, ces
résultats suggerent que la diminution de la perfusion cérébrale pourrait étre due a une
réduction de l'activité axonale et du métabolisme énergétique des astrocytes, mais pas
nécessairement a une perte neuronale. De plus, le CBF pourrait étre modulé par une
implication vasculaire directe. Les taux plasmatiques d'endothéline-1 (ET1), un agent
vasoconstricteur probablement sécrété par des astrocytes réactifs au sein des plaques
démyélinisantes se sont avérés plus élevés chez les sujets atteints de SEP que chez les témoins
sains (23). Le concept d'unité neuro-vasculaire (NVU) décrit les interactions complexes entre
les composants de la matrice extracellulaire, les neurones et d'autres cellules (endothéliales,
péricytes, astrocytes, microgliales et muscles lisses) via des facteurs vasculaires et
endothéliaux, changeant dans le temps et I'espace et expliquant la variation de la perfusion
sanguine et de la barriere hémato-encéphalique (24). Marshall et al (26) ont montré une
diminution diffuse de la réactivité cérébro-vasculaire dans le cortex des patients atteints de
SEP par rapport aux témoins. Cette compliance artérielle semble étre notamment réduite chez
les patients atteints de SEP présentant des troubles cognitifs. Sivakolundu et al (26) ont par
ailleurs mis en évidence une relation entre le découplage neuro-vasculaire et la vitesse de
réactivité chez des patients atteints de SEP en exécutant une tache visuelle durant des
examens d’IRM fonctionnelle. Ces résultats indiquent que les mesures de CBFs pourraient
également refléter une altération du couplage neuro-vasculaire comme dans le cas des

dysfonctionnements cognitifs dans la SEP.
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Bien que nous n'ayons pas effectué de mesures plus longues du CBF comme celles des études
d'IRM fonctionnelle au repos ou basées sur des taches, nous avons observé une association
régionale significative entre deux parametres importants du handicap et le CBFs. Ces résultats
pourraient indiquer une influence préservée des exigences fonctionnelles sur la modification

du CBF régional, méme lors d'acquisitions ASL trés courtes.

Au niveau global, nous avons constaté que des valeurs de CBFs plus faibles étaient associées
a une plus grande incapacité dans tous les tests physiques (T25FW, NHPT) et pour I'EDSS, ce
qui semble en accord avec les mécanismes sus-mentionnés. Ces résultats s'inscrivent dans le
prolongement de recherches antérieures menées dans des cohortes de taille plus réduite et
généralement transversales, qui ont retrouvé des associations plutét faibles (11,15) ou
inexistantes avec I'EDSS (6,10,12,14). En revanche, des valeurs plus élevées de CBFs étaient

corrélés a une moins bonne réussite au test SDMT.

Aucune association régionale significative n’a été mise en évidence concernant I'EDSS ou le
T25FW. L'EDSS reste le gold standard pour quantifier la déficience neurologique dans la SEP,
mais il sous-évalue la fonction des membres supérieurs et reste principalement axé sur des
difficultés a la marche qui peuvent également étre liées a des lésions de la moelle épiniere
(27). Par contre, nous avons retrouvé un modeéle d'association robuste entre des CBFs
régionaux plus faibles et un fonctionnement de la main altéré mesuré par le NHPT. Ce score
demeure le gold standard (28) dans I'évaluation de la fonction des membres supérieurs chez
des patients atteints SEP et mesure notamment la dextérité manuelle. Les associations
régionales retrouvées dans notre étude concernent notamment des régions frontales connues
pour étre impliquées dans les fonctions motrices, mais également le cortex occipital latéral
gauche, impliqué dans le traitement visuel des objets et les régions pariétales impliquées dans
la coordination ceil-main. Ainsi, une baisse de CBF dans ces régions donne un schéma
d'association spatiale significatif et prolonge certaines recherches antérieures mettant en
évidence une connectivité fonctionnelle plus élevée dans certaines régions similaires (région
frontale moyenne caudale, gyrus frontal moyen), le gyrus fusiforme et les régions occipitales

(occipitale latérale) associée a un fonctionnement préservé de la main (29).
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Dans I'ensemble, la baisse régionale de la perfusion cérébrale semble représenter dans notre
cohorte une perte de dextérité et pourrait étre due a des changements structurels mais aussi
potentiellement a I'absence d'augmentation de I'activité fonctionnelle adaptative dans des

régions importantes telles que le cortex moteur.

Contrairement au NHPT, nous avons observé un schéma de corrélation non intuitif entre le
CBFs et le SDMT dans sept régions corticales, ou des valeurs de CBF plus élevées reflétent
cette fois ci une moins bonne réussite du test. Des études d'IRM fonctionnelle ont décrit une
connectivité fonctionnelle accrue dans certaines régions du cerveau comme étant parfois
associée a une moins bonne performance cognitive. Ce phénomene serait expliqué par des
mécanismes de mal adaptation fonctionnelle, notamment décrits dans la SEP (30). Cette
observation semble étre particulierement prononcée dans le réseau du default mode network
(DMN) en association au déclin cognitif dans la SEP (31). Pour résumer brievement, le DMN
est un ensemble de régions (zone préfrontale médiane, cortex cingulaire antérieur et
postérieur, précuneus et cortex pariétal latéral) qui est activé a |'état de repos et désactivé
lors d'une tache spécifique. Une absence de désactivation du cortex cingulaire droit a été
décrite des le début de I'évolution de la SEP, chez des patients dont la fonction cognitive était
préservée (32). L'association inverse entre le CBFs et le SDMT dans le cortex cingulaire et
certaines régions frontales (impliquées dans le DNM) dans notre étude pourrait suggérer un
lien avec cette hypothese, bien que I'évaluation du CBFs dans notre cohorte ait été réalisée
sans aucune exploration fonctionnelle. Dans I'ensemble, les associations observées sont
significatives en termes de localisations et pourraient mettre en évidence que la perfusion
cérébrale ASL ressemble aux mécanismes d’adaptation et de mal adaptation fondamentaux

du cerveau dans la SEP.

Notre étude présente plusieurs limites :

- Les faibles variations observées de la perfusion cérébrale peuvent étre liées a la variabilité
intra-individuelle (33) de I'estimation du CBF par les séquences par ASL pulsée. Cependant, la
taille de I'échantillon et surtout la durée d'observation globale permettent de compenser

I'impact de la variabilité de I'évaluation du débit sanguin cérébral.
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- Les valeurs absolues de CBF n’ont pas pu étre calculés du fait de I'absence d’acquisition
supplémentaire MO ; cependant elles ne sont pas nécessaires pour les conclusions de notre
étude.

- L'absence de différence significative avec les témoins peut s'expliquer par le petit nombre
de sujets témoins, la grande variabilité individuelle de I'ASL parmi les témoins et les faibles
variations du CBFs associées a la SEP-PP, comme nous l'avons constaté dans notre étude.

- Les performances cognitives et physiques sont restées plutot stables pendant la période de
suivi, ce qui a limité nos capacités a établir des prédicteurs de I'évolution du handicap.

- Les tests physiques et cognitifs utilisés peuvent également constituer une limite : En effet,
L'EDSS est critiqué pour son manque de sensibilité dans la détection de la progression de
I'invalidité (34) et le SDMT est un test de dépistage mesurant principalement la vitesse de

traitement de l'information, n’explorant pas d'autres fonctions cognitives spécifiques.

En conclusion, devant la faible variation dans le temps de la perfusion cérébrale ASL et son
manque de sensibilité aux changements, son utilité en pratique clinique pour les patients
atteints de SEP-PP semble limité. Cependant, des associations régionales entre le CBF, le
fonctionnement de la main ainsi que des altérations cognitives confortent l'intérét des
séquences de perfusion comme outil de recherche a l'interface entre les altérations

structurelles et le fonctionnement cérébral.
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VI.

Annexes

L'échelle EDSS (Expanded Disability Status Scale)

Kurtzke JF. Rating neurological impairment in multiple sclerosis: an expanded disability
status scale. Neurology 1983; 33: 1444-1452

Score Criteres

o) Examen neurologique normal (tous systémes fonctionnels (SF) a 0; SF 1 mental
acceptable).
1.0 Absence de handicap fonctionnel, signes minimes d'atteinte d'une des fonctions (SF 1, a

I'exclusion du SF mental).

1.5 Absence de handicap fonctionnel, signes minimes dans plus d'un SF (plus d'un SF 1, a
I'exclusion du SF mental).

2.0 Handicap minime d'un des SF (1 SF 2, les autres 0 ou 1).
2.5 Handicap minime dans 2 SF (2 SF 2, les autres 0 ou 1).
3.0 Handicap modéré dans un SF (1 SF score 3, les autres 0 ou 1) ; ou atteinte minime de 3

ou 4 fonctions (3 ou 4 SF 2 ; les autres 0 ou 1), mais malade totalement ambulatoire.

3.5 Totalement ambulatoire, mais atteinte modérée dans un SF (SF 3) et 1 ou 2 SF 2; ou 2
SF 3 ; ou 5 SF 2 (les autres 0 ou 1).

4.0 Malade totalement autonome pour la marche, vaquant a ses occupations 12h par jour
malgré une géne fonctionnelle relativement importante : 1 SF a 4 (les autres o0 ou 1), ou
association de niveaux inférieurs dépassant les limites des degrés précédents. Capable
de marcher 500 m environ sans aide ni repos.

4.5 Malade autonome pour la marche, vaquant a ses occupations la majeure partie de la
journée, capable de travailler une journée entiére, mais pouvant parfois étre limité dans
ses activités ou avoir besoin d'une aide minime, handicap relativement sévére : un SF 4
(les autres 0 ou 1), ou association de niveaux inférieurs dépassant les limites des degrés
précédents. Capable de marcher 300m environ sans aide ni repos.

5.0 Capable de marcher environ 200 m sans aide ni repos, handicap suffisamment sévere
pour entraver 'activité d'une journée normale. (En général un SF 5, les autres 0 ou 1, ou
association de niveaux plus faibles dépassant ceux du grade 4.0).

5.5 Capable de marcher environ 100 m sans aide ni repos ; handicap suffisamment sévere
pour empécher 'activité d'une journée normale. (En général un SF 5, les autres o ou 1,
ou association de niveaux plus faibles dépassant ceux du grade 4.0).

6.0 Aide unilatérale (canne, canne anglaise, béquille) constante ou intermittente nécessaire
pour parcourir environ 100 m avec ou sans repos intermédiaire. (En général association
de SF comprenant plus de 2 SF 3+).

6.5 Aide permanente bilatérale (cannes, cannes anglaises, béquilles) nécessaire pour
marcher 20 m sans s'arréter. (En général association de SF comprenant plus de 2 SF
3+).

©2009 EDMUS Coordinating Center — www.edmus.org
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7.0

7-5

8.0

8.5

9.0

9.5

10

Incapable de marcher plus de 5 m méme avec aide ; essentiellement confiné au fauteuil
roulant; fait avancer lui-méme son fauteuil et effectue le transfert; est au fauteuil
roulant au moins 12 h par jour. (En général association de SF comprenant plus d'un SF
4+; trés rarement, SF 5 pyramidal seulement).

Incapable de faire plus de quelques pas; strictement confiné au fauteuil roulant; a
parfois besoin d'une aide pour le transfert; peut faire avancer lui-méme son fauteuil
mais ne peut y rester toute la journée; peut avoir besoin d'un fauteuil électrique. (En
général association de SF comprenant plus d'un SF 4+).

Essentiellement confiné au lit ou au fauteuil, ou promené en fauteuil par une autre
personne; peut rester hors du lit la majeure partie de la journée; conserve la plupart des
fonctions élémentaires; conserve en général 1'usage effectif des bras. (En général SF 4+
dans plusieurs systémes).

Confiné au lit 1a majeure partie de la journée ; garde un usage partiel des bras ; conserve
quelques fonctions élémentaires. (En général SF 4+ dans plusieurs systémes).

Patient grabataire ; peut communiquer et manger. (En général SF 4+ dans plusieurs
systémes).

Patient totalement impotent, ne peut plus manger ou avaler, ni communiquer. (En
général SF 4+ dans presque tous les systémes).

Déces lié a la SEP.
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Abstract:

Purpose: Explore evolution of ASL perfusion and its association with disability in a longitudinal

cohort of primary progressive multiple sclerosis (PPMS).

Materials and methods: 77 persons with PPMS were followed over up to 5 years. Visits
included a 3T MRI with pulsed ASL perfusion, the Timed-25-Foot-Walk (T25FW), 9 Hole-Peg-
Test (NHPT), Symbol-Digit-Modalities-Test (SDMT) and Expanded Disability Status Scale
(EDSS). Based on the Desikan Killiany atlas, we extracted regional cerebral blood flow
surrogates (CBFs) and compared them to a reference cohort of 11 age matched controls.
Moreover, we analyzed the change over time and associations with disability on a regional and

global level.

Results: Baseline CBFs values of patients and controls did not differ (p=0.199). EDSS
increased mildly during follow (p=0.023) and CBFs decreased during follow up (p<0.001) and
with disease duration (p=0.009) but without regional differences. Lower global CBFs correlated
with higher disability as indicated by EDSS, NHPT and T25FW (all p=<0.001). SDMT
performance was inversely correlated such as lower CBFs values indicated better performance
(p<0.001). On a regional level, we observed a meaningful regional association pattern for the
NHPT as a complex motor task. CBFs and SDMT scores correlated in seven, predominantly

frontal regions inversely indicating a putative maladaptive mechanism.

Conclusion: Decreasing CBFs indicates an association with fundamental MS disease
mechanisms such as neurodegeneration, reduced metabolism and loss of resilience. While
the insensitivity for changes limits the use of ASL as a clinical decision tool, it might provide a

snapshot of functional reorganization in MS.

Keys results: In a longitudinal primary progressive multiple sclerosis cohort of 77 patients, we
found a slight overall decrease of global ASL brain perfusion and with disease duration which
correlated with increased physical (NHPT, T25FW) and cognitive (EDSS) disability. We
observed meaningful regional associations with NHPT and SMDT scores supporting the
functional relevance of brain perfusion. Loss of brain perfusion seems to represent continuous
neurodegeneration in progressive MS but seems to be modulated by functional adaptation.
Required Summary Statement: A continuous subtle decrease in cerebral perfusion during in
progressive MS doesn’t support its clinical use but reveals regional functional adaptation
through associations with hand functioning and neuropsychological impairment.

Key words: Multiple sclerosis; pulsed ASL; disability; brain perfusion; cerebral blood flow
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I. Introduction

Primary progressive multiple sclerosis (PPMS) is a rare form of multiple sclerosis (MS) that
affects an older and more masculine population and seems to be more neurodegenerative
than relapsing remitting multiple sclerosis (RRMS). Disability progression is highly
heterogeneous and conceptually driven by inflammation, clinically represented rather by
relapses, and by neurodegeneration, manifesting rather with a continuous loss function.(1)
Both mechanisms are considered to alter brain perfusion. Elevation of cerebral blood volume
(CBV) and cerebral blood flow (CBF) are suggestive for an association with the lesion
pathogenesis in the white matter(2) but also with subtle inflammation in normal appearing white
matter (NAWM)(3). In patients with a more neurodegenerative disease, lesions were more
often located in low perfusion regions(4) and overall there seems to be rather a decrease in
CBF in MS(5). Conceptually, hypoperfusion might indicate neuronal loss and decreased
metabolic activity but can occur early in the disease(6) and at least partially independently of
the decreased axonal energy metabolism as shown by the decoupling observed with the N-
acetylaspartate (NAA), marker of mitochondrial activity and axonal integrity(7). Although the
reasons for the alteration of CBF in MS are not completely understood, brain perfusion is
offering an interesting connection between structural damage and brain function. Arterial spin
labelling (ASL) is a functional imaging technique and might represent higher organizational

levels of the brain(8).

Brain perfusion assessment in MRI is discussed as a promising biomarker in MS(5). ASL is a
non-invasive sequence for the assessment of brain perfusion without the need for gadolinium
which is suitable for MS monitoring.(9) Available data include controversial results on the
association between disability and brain perfusion. There seems to be a trend for greater brain
perfusion modification in the progressive phenotypes compared with relapsing remitting MS,
in particular a trend for hypoperfusion in periventricular and frontal normal NAWM and in the
thalamus and the caudate head(5). However, the majority of studies are cross-sectional with

small progressive patient population or mixed phenotype population(10-15).

Thus, our objective was to decipher the association between brain perfusion,

neurodegeneration and disability in an exclusive longitudinal cohort of PPMS.
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Il. Methods

1. Participants

Participants with PPMS were recruited at the Institute of Neuroimmunology and MS of the
University Medical Centre Hamburg-Eppendorf between 2012 and 2018 for a prospective
observational cohort study with annual follow-up visits over 5 years. Patients were eligible if
they were diagnosed with PPMS according to the McDonald criteria 2010(16) and had an
Expanded Disability Status Scale (EDSS) of < 7.0. Visits included a brain MRI with an ASL
perfusion sequence and a clinical assessment with EDSS and a modified version of the
Multiple Sclerosis Functional Composite (MSFC) including the Timed-25-foot-walk (T25FW,
short distance walking speed), 9-Hole-Peg-Test (NHPT, hand functioning) and the Symbol
Digit Modalities Test (SDMT, information processing) as a replacement for the PASAT (Paced
Auditory Serial Addition Test). We defined two subgroups of patients based on their clinical
disease course: Participants with superimposed relapses were classified as relapsing
progressive and were suspected to have a higher amount of inflammatory disease activity
compared to purely progressive patients. MRI data from a small group of age and sex matched
healthy individuals were available for comparison. All participants provided written informed
consent, and the Institutional Review Board (ethics committee of the Hamburg Chamber of
physicians, PV3961/PV4405) approved the study.

2. MRI protocol

The MRI protocol (Siemens Skyra, 3T) included a 3D T1-weighted magnetization-prepared
rapid acquisition with gradient echo (MPRAGE), T2-weighted and FLAIR (Flow-sensitive
Alternating Inversion Recovery), Pulsed 3D Turbo gradient- spin-echo ASL (PASL) with Q2-
TIPS bolus saturation perfusion sequences. Acquisition parameters were for PASL: Bolus
duration = 700ms; post labelling delay = 1900ms; repetition time (TR) = 5000ms; echo time
(TE) = 15.7ms; flip angle (FA) = 150°; voxel size = 4x4x4mm?®. For T1w: TR=1900ms;
TE=2.46ms; FA=9°; voxel size = 0.9mm>. For T2w: TR=2800ms; TE=18ms; FA=160°; voxel

size= 0.5x0.5x3 mm?>.
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3. Image processing

Images were processed with the functional imaging software library (FSL, version 5.0,
www.fmrib.ox.ac.uk) and the FreeSurfer software (Version 6.0) for cortical reconstruction and
volumetric segmentation (surfer.nmr.mgh.harvard.edu/). After manual outlining of white matter
lesions and subsequent lesion filling of T1w images to avoid segmentation errors, we used the
FreeSurfer longitudinal pipeline(17). Gray matter was parcellated into 34 cortical regions per
hemisphere and 8 subcortical regions based on the Desikan-Killiany atlas(18). Perfusion ASL
images were processed with ANTs in R (https://github.com/ANTsX/ANTsR). As no additional
MO was acquired, we computed the normalized difference ASL image based on an estimated
MO from the two control images of the ASL acquisition as (DM/Mc) = (Milabel-
Mcontrol)/Mcontrol. The ASL difference image, proportional to absolute blood flow was used
as a surrogate value of CBF (CBFs) in the following. T1w images and atlases were non-linearly
registered to the ASL space and we extracted the volume and the mean CBFs value for each
atlas region. All raw images, perfusion and CBFs maps as well as the registration were visually
inspected by CD and JPS. Visits with severe motion artefacts or failure of registration and
perfusion maps were excluded. CBFs was normalized and we focused on cortex and deep

gray matter. An overview over the processing pipeline is given in figure 1.

4, Statistics

We performed descriptive statistics either as mean (sd) or frequencies and rates. The two
subgroups were compared either by Students’ T-Test or with the Chi-Square Test. To
investigate change of clinical outcomes and perfusion over time (defined as follow-up within
the study or disease duration since first symptoms), we applied linear mixed effect models
accounting for intraindividual correlations of recurrent observation. All models were corrected
for age and sex and allowed individual intercepts for the regions. Time dependent longitudinal
models (LME) for follow-up time within the study were further corrected for baseline values.
We extracted standardized beta values as estimates and used false discovery rate to correct
for multiple testing. The correlations between outcomes were also estimated with LME. To
determine, if ASL perfusion might be predictive for disability progression in our cohort, we used
cox proportional hazard models to estimate the predictive capacities of global and regional
ASL CBF for 12 months confirmed EDSS progression (+1.0 if EDSS <5.5, +0.5 if EDSS
>=5.5)(19).
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lll. Results

1. Demography and diseases characteristics

Out of 84 participants who were assessed for eligibility, 7 were excluded due to the lack of MRI
or due to severe motion artifacts. From the remaining 77 patients, 16 out of 274 visits (5.8%)
were excluded because the processed images had insufficient quality or non-correctable
registration failures (figure 1). At baseline, the mean age was 52 years (range 39-69) and the
mean EDSS was 4 (range 2-7) indicating a moderate disability on the scale ranging from 0 to
10 (0 = no disability, 4 = walking distance of 500m, 7 = wheelchair, 10 = death due to MS).
Demographic data are summarized in table 1. The group of patients with a purely progressive
disease course (n=57) had less often a subacute disease onset if compared to patients with
relapse activity (n=18). Other disease metrics including lesion volume and disability did not
differ between the two PPMS groups. Comparing CBFs of controls and PPMS, we found no
difference in global CBFs in patients (beta®®" = -0.31, p=0.199). Also, a regionwise analysis

did not detect a difference.

2. Regional distribution of brain perfusion

We observed highest CBFs values in transverse temporal and cingulate regions (Figure 2A).
Temporal inferior and occipital regions showed the lowest CBFs values. The regional variability
augmented with higher CBFs values (Figure 2B). Comparing CBFs profiles of the 34 cortical
regions between the hemispheres (Figure 2C) revealed a high but not perfect correlation
(beta®®"'=0.67, p<0.001). Overall, mean CBFs values decreased with larger region volume
(beta®®"?=-0.19, p<0.001).

3. Change of CBFs and disability over time

Overall CBFs decreased during follow up (beta®®™ =-0.03, p<0.001, Figure 3A) and with
disease duration (beta*®"=-0.08, p=0.009, Figure 3B). These changes seemed rather
homogenous, and we did not identify regions with a pronounced change. Further, we observed
an atrophy over all regions during follow up (p=0.003) and a trend of loss with disease duration
(p=0.075) in the presence of a decrease with age (p=0.031). Higher lesion load correlated with
lower CBFs values (beta®®"=-0.55, p<0.001). Comparing purely progressive and relapsing
progressive patients, decrease of regional CBFs was stronger in patients without relapses

(Follow-up: p<0.001, disease duration p=0.001).
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The EDSS as a summary measure of disability increased by approximately 0.1 points per year
(p=0.023, Figure 3C). The SDMT tended to increase by 0.5 correct answers per year (p=0.056,
Figure 3D). NHPT and T25FW did not change during follow-up and the lesion volume remained
stable. CBFs was lower in males for whole brain analyses (p<0.023). Finally, we investigated
also lesion volume as a possible covariate, but we observed no interaction with CBFs or follow-

up time.

4. Correlation between Perfusion and disability

On a global level, we found an inverse association between EDSS and CBFs, such as lower
CBFs values indicated greater disability (beta®*"=-0.01, p<0.001). Lower CBFs was also
correlated with longer NHPT (beta®™"® =-0.07, p<0.001) and longer T25FW (beta®**"*=-0.01,
p=<0.001). In contrast, SDMT performance was correlated such as lower CBFs values
indicated a higher number of correct responses (beta®®"?=-0.03, p<0.001)

Applying regionwise analyses, we observed no association between CBFs, EDSS and T25FW.
For the NHPT, a total of 20 regions showed an inverse correlation with the CBFs with highest
values for left lateral occipital cortex (beta®®"=-0.55, p"°R=0.004, Table 2 and Figure 4). We
also detected seven correlations between CBFs in frontal areas, the right rostral anterior
cingulate, the right amygdala and right putamen and SDMT scores. However, lower perfusion

indicated here better performance (Table 2 and Figure 4).

5. Predictive value of global and regional perfusion for EDSS progression

Finally, we investigated the predictive value of CBFs values for EDSS progression. After 4
years of follow-up, 33.9% (95%CI: 33.0-34.9%) of PPMS had a confirmed EDSS progression.
However, we observed no significant association with CBFs metrics in our survival analyses,

neither on a global level nor on a regional level.
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IV. Discussion

Brain perfusion is a conceptually interesting outcome at the intersection between brain
structure and function but has never been studied in an exclusive population of PPMS in a
large cohort over several years. We found a slight overall decrease of CBFs during follow-up.
CBFs decreased with longer disease duration; both results indicate a disease specific dynamic
in this predominantly neurodegenerative cohort. We observed also meaningful regional
associations with established outcomes of hand function and cognition supporting the
functional relevance of CBFs. However, the disease dynamic on a clinical and imaging level
was rather low over up-to five years which probably restricted our possibilities for successful

predictive modelling.

Previous research about brain perfusion in MS agrees that cerebral perfusion changes tend to
be different depending on the MS phenotype independent from the perfusion technique, i.e.
ASL(12,14) or dynamic susceptibility contrast(10,11,15,20). Indeed, Rashid et al(12) found
that there was hypoperfusion of the gray matter and adjacent white matter of MS patients
compared to control subjects, greater in the PPMS and SPMS sub groups. Inglese et al
found(11) consistent results with a significantly greater decrease in CBF in PPMS than in
RRMS in thalami and deep gray nuclei compared to control subjects. Lastly, a difference was
also demonstrated in periventricular and frontal NAWM with lower CBF and cerebral blood
volume in PPMS patients than RRMS patients compared to controls(15). In contrast higher
perfusion has been previously linked to higher inflammatory disease activity(21). Here, the
comparison between the subgroup of purely progressive and relapsing progressive patients
revealed a stronger decrease of regional CBFs in patients without relapses over time. These
findings indicate that loss of CBFs is rather associated with neurodegeneration than with

inflammation on the long run.

Hypoperfusion phenomena in MS are probably the result of multiple factors. Oxidative stress
and mitochondrial dysfunction are known important actors of axonal neurodegeneration(1).
Several studies suggest that it alone could not explain the decrease in CBF. The decrease of
CBF seems to be present already before atrophy or neuronal loss occurs(6),(22),(7) and is not
necessarily accompanied by a decrease in axonal energy metabolism as shown by a study
based on spectroscopy(7). In addition, CBF might be modulated by a direct vascular
involvement. Plasma levels of Endothelin-1 (ET1), a vasoconstrictor agent possibly secreted
by reactive astrocytes in MS plaques, were found to be higher in SPMS subjects than in healthy

controls(23).
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The concept of neurovascular unit (NVU) describe the complex interactions between
extracellular matrix components, neurons and other cells (endothelial, pericytes, astrocytes,
microglial and smooth muscles) via vascular and endothelial factors, changing in time and
space and explain variation of blood perfusion and blood brain barrier(24). Marshall et al(25)
showed a diffuse decrease in cerebrovascular reactivity in the cortex of MS patients compared
to controls and a correlation with cortical volume. This arterial compliance seems to be reduced
in MS patients with cognitive impairment. Sivakolundu et al(26) showed a relationship between
neurovascular uncoupling and processing speed impaired MS patients but not in processing
speed preserved MS patients by using a visual task during fMRI. These findings indicate that
CBF measurements might mirror an altered neurovascular coupling as in the case of cognitive
dysfunctions in MS. Neurodegeneration might lead to reduced abilities to adapt to functional
demands and decrease also CBF variability in longstanding PPMS. Even though, we did not
perform any longer CBF assessments as used for resting state or task-based fMRI studies, we
observed a meaningful regional association between two important disability metrics and
CBFs. These findings might indicate a preserved influence of functional demands on altered

regional CBF even in very short ASL acquisitions.

At a global level, we found lower CBFs values were associated with greater disability in all
physical tests (T25FW, NHPT) and EDSS which seems in line with the above-mentioned
mechanisms, and which resembled the brain perfusion dynamic during the disease course.
This extends previous research in smaller and usually cross-sectional cohorts, which found
rather weak(11,15) or no associations(6,10,12,14) with the EDSS. In contrast, higher CBFs
values indicated worse SDMT performance. In extension to these rather unspecific global
association, we found a robust association pattern between lower regional CBFs and worse
hand functioning but nor for EDSS or T25FW. EDSS is still the gold standard to quantify
neurologic impairment in MS but undervalues upper limb impairment function and is mainly
driven by walking disabilities which might be prone to spinal cord damage.(27). The NHPT is
the gold standard(28) for upper limb assessment in MS and measure the manual dexterity
performance. We observed a pattern of correlations with CBFs: Besides frontal regions which
are known to be involved in motor functions we found associations with the left lateral occipital
cortex, involved in visual object processing, and parietal regions involved in eye-hand
coordination. Thus, a loss of CBFs in these regions gives a meaningful spatial association
pattern and extends previous research that found higher functional connectivity between
similar regions (caudal middle frontal, rostral middle frontal gyrus), fusiform gyrus and occipital

regions (lateral occipital) as an indicator of preserved hand functioning(29).
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Taken together, regional loss of CBFs seems to represent loss of dexterity in our cohort and
might be due to structural changes but also to a lack of an adaptive activity increase in

important regions such as the motor cortex.

In contrast to the NHPT, we observed a non-intuitive correlation pattern between CBFs and
SDMT in seven cortical regions where higher CBFs values indicated worse performance. fMRI
studies have described increased functional connectivity as associated with poorer cognitive
performance that is therefore discussed as an maladaptive mechanism(30). This observation
seems to be pronounced in the Default mode network (DMN) which is associated with cognitive
decline, particularly in MS(31). DMN is a set of regions (medial prefrontal area, anterior and
posterior cingulate cortex, precuneus and lateral parietal cortex) that is activated during the
resting state and deactivated during a specific task. A lack of deactivations for the right
cingulate cortex has been described already early in the disease course of MS, in patients with
preserved cognitive function(32). The inverse association between CBFs and SDMT in the
cingulate cortex and certain frontal regions (involved in the DNM) in our study could suggest a
link with this hypothesis, although the CBF assessment in our cohort was performed without
any functional exploration. Overall, the observed associations are meaningful in terms of
localisations and might highlight that even single shot ASL brain perfusion resembles

fundamental adaptive and maladaptive mechanisms of the brain.

Our study has several limitations. The observed variations of CBF surrogate may be related to
the intra-individual(33) variability of estimation by PASL. In the absence of an additional MO
image, absolute CBF values could not be calculated. However, the sample size and especially
the overall long observation time allows to compensate for the impact of variability of the
surrogate CBF assessment and using an average MO is acceptable as long as absolute values
are not needed. The lack of significant difference with controls may be explained by the small
number of control subjects, the high individual variability of ASL among controls and the low
variations of surrogate CBF associated with PPMS, as we found in our study. Cognitive and
physical performance remained rather stable during the follow-up period restricting our abilities
to establish predictors of disability progressions. Lastly, physical and cognitive tests used may
be a limitation. EDSS is known to lack the sensitivity to detect disability progression(34) and
SDMT is a screening test measuring mainly information processing speed and does not

explore other specific cognitive functions.
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In conclusion, ASL perfusion seems an interesting outcome on the edge between structural
and functional imaging. A mild but continuous decrease of the CBF indicates an association
with fundamental MS disease mechanisms such as neurodegeneration, reduced metabolism,
and loss of resilience. Moreover, regional associations with important disability metrics seem
to represent adaptive and maladaptive functional reorganization. While the insensitivity for
changes limits the use of ASL as a clinical decision tool, it might provide a snapshot of

functional reorganization in MS.
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VI. Tables & Figures

Figure 1 — Patient Flow and Processing pipeline:
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Cerebral blood flow surrogate was obtained by the normalized ASL difference image between
the labeled images of the ASL acquisition (Tag) and an estimated MO from the two control
images of the ASL acquisition. Gray matter was parcellated based on the Desikan-Killiany atlas
on the T1 weighted sequence then T1 weighted images and atlases were non-linearly

registered to the ASL space.
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Table 1 — Demographic data

Controls  All Purely Relapsing P
N=11 N=77 progressive progressive
N =57 N=18

Female n (%) 2 (18.2) 26 (33.8) 21 (36.8) 4(22.2) 0.390°%
Age years 51.3(4.9) 52.7(7.1) 52.8(7.5) 51.8 (6) 0.599*
Disease duration years 5.2 (5.6) 4.6 (5.4) 6.9 (5.8) 0.121*
Immunotherapy ever n (%) 27 (35.1) 19 (33.3) 7 (38.8) 0.883
Immunotherapy during 13 (16.9) 8(14.0) 5(27.7) 0.324
follow-up n (%)
Follow-up years median 2[0-5] 2[0-5] 1[0-5] 0.314*
[range]
Confirmed disability during 24 (31.2) 17 (29.8) 7 (38.8) 0.668
follow-up n (%)
Oligoclonal bands n (%) 0.965°%

Yes 63 (81.8) 46 (80.7) 15 (83.3)

No 5 (6.5) 4 (7.0) 1(5.6)

Unknown 9(11.7) 7 (12.3) 2(11.1)
Smoking n (%) 0.2618

Yes 22(28.6) 14 (24.6) 8 (44.4)

No 36 (46.8)  28(49.1) 6 (33.3)

Unknown 19 (24.7)  15(26.3) 4(22.2)
Onset n (%) <0.001%

Slowly progressive 64 (83.1) 53(93.0) 10 (55.5)

Subacute 13 (16.9) 4(7.0) 8 (44.4)
EDSS median [range] 35[2-7] 3.5[2-7] 4[2.5-7] 0.065*
T25FW's 6.2 (2.7) 6.1(2.6) 6.6 (3.4) 0.552%
NHPT s 25.6(7.9) 25.7(8.2) 25.5 (6.82) 0.904*
SDMT SD -0.6 (1.3) -0.6 (1.3) -0.5(1.3) 0.467*
SDMT <-1SD n (%) 30(39.5) 21(37.5) 9 (50) 0.561°%
Lesion volume mL 7.6 (9.3) 6.6 (8.0) 9.9 (12.2) 0.183*

Data as mean (sd) if not otherwise indicated. Disease duration since first symptoms. § = chi

square test, # = Student T Test. s = second
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Figure 2 — Distribution of ASL brain perfusion in primary progressive multiple sclerosis:

CBF surrogate B CBF surrogate variability

C

7.5

CBF surrogate
3

7.54

5.01 9 b4

2 2
- - E E_g?g = _ _555_’@9
? 3 2 £ B 5 E _ 5 2 % 3 z BE 3
22 g2 s g £ 8 E 8 B3 w 2828 ¢ ¢ = Epp3gs
BBzl edsisotEsFiiiltbatqiantipie
8§§§§§e§§3339§°§u§=3§95§-§§°§88§9$3
SRR EREERERRRRER R RN AR
B8RS 3EREITEE A R s 1§9if¢s
g 2 88
]

(A) Average normalized cerebral blood flow surrogate displayed for 34 cortical atlas regions
per hemisphere. Corresponding average SD values for the same regions (B) as a measure of
cerebral blood flow surrogate variability in the cohort. Comparison of regional cerebral blood

flow surrogate (C) between the hemispheres (lh — left hemisphere, top,; rh — right hemisphere,

bottom). SD = standard deviation
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Figure 3 — Cerebral blood flow surrogate and disability over time:
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Change of cerebral blood flow surrogate during follow up (A) and during the disease course
(B). Colors indicate single regions; each line represents a single region in a single patient. DDS
= Disease duration since first symptoms. Expanded disability status scale (EDSS) increases
mildly during follow-up (C) while cognitive performance as assessed with the SDMT remains

stable (D). Individual courses as fine shaded lines, regression estimates for each sex as bold

lines.
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Figure 4 — Association between cerebral blood flow surrogate and disability in primary

progressive multiple sclerosis:
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The plots on the left show cortical regions with a false discovery rate corrected correlation
between regional brain perfusion and NHPT and SDMT, respectively. The colour scales
represent standardized beta coefficients from linear mixed effect models adjusted for age and
sex. Plotted with ggseg in R using the Desikan-Killiany atlas. Dot plots for the correlation.
Colours and unadjusted regression estimates correspond to the regions on the left. NHPT =

Nine Hole Peg Test, SDMT = Symbol Digit Modality Test



Table 2 — Regional associations between normalized cerebral blood flow surrogate and
disability

Scores Hemisphere Region betastand pfOR

NHPT R Putamen -0.28 0.048
L Caudate -0.31 0.048
R Superior frontal -0.12 0.034
R Rostral middle frontal -0.21 0.002
R Precentral -0.28 0.007
R Postcentral -0.24 0.034
R Pars triangularis -0.30 <0.001
R Pars opercularis -0.28 0.002
R Caudal middle frontal -0.38 <0.001
L Supramarginal -0.40 <0.001
L Precentral -0.20 0.048
L Postcentral -0.24 0.016
L Pars triangularis -0.21 0.025
L Pars opercularis -0.24 0.013
L Lingual -0.23 0.046
L Lateral occipital -0.55 0.004
L Inferior parietal -0.35 0.004
L Fusiform -0.35 0.048
L Caudal middle frontal -0.22 0.004
L Banks of the superior temporal -0.21 0.048

sulcus

SDMT
L Pars triangularis -0.15 0.037
L Lateral orbito frontal -0.27 0.034
R Medial orbito frontal -0.19 0.002
R Amygdala -0.17 0.034
R Pars opercularis -0.15 0.037
R Rostral anterior cingulate -0.11 0.029
R Putamen -0.29 0.004

Normalized beta coefficients from linear mixed effect models, regions select based on false
discovery rate corrected p-values below 0.05. NHPT = Nine Hole Peg Test, SDMT = Symbol
Digit Modality Test, L = Left, R = Right
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