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RESUME

Introduction : L’asphyxie est une cause fréquente de déces regroupant de multiples
étiologies. L’analyse anatomopathologique est peu spécifique et donc peu informative
guant a I'étiologie de I'asphyxie. L’objectif de notre étude est de déterminer s’il existe
une expression immunohistochimique pulmonaire différente des Aquaporines (AQP)
1, 4 et 5 entre des sujets décédés d’une asphyxie mécanique (AM) et des sujets dé-
cédés d’une asphyxie non mécanique (ANM) dans le but d’établir un nouvel outil dia-
gnostic étiologique de I'asphyxie aigue pour le pathologiste.

Méthode : L’analyse a porté sur une série rétrospective multicentriqgue de 36 sujets
décédés d’'une asphyxie aigue en contexte Médico-Légal. Nous avons utilisé quatre
prélevements pulmonaires par sujet sur lesquels nous avons réalisé les études immu-
nohistochimiques (IHC) AQP1, AQP4 et AQP5. Chaque IHC a été interprétée suivant
3 criteres : la localisation, I'intensité et la quantification du marquage. Chacun de ces
critéres a été étudié sur les pneumocytes, les cellules endothéliales et les cellules
bronchiques. Une double lecture des lames d’'IHC a été réalisée.

Résultats : Notre étude n’a pas mis en évidence de différence s’agissant du marquage
par les anticorps anti AQP1 et 4 entre les groupes AM et ANM. Concernant I'anticorps
anti AQP5, l'intensité du marquage des pneumocytes est proportionnellement plus
faible dans le groupe AM, en particulier pour les cas de noyade, que dans le groupe
ANM (75% et 46% respectivement). Deux cas du groupe AM et deux cas du groupe
ANM présentent un marquage endothélial par I'anticorps anti AQP4.

Conclusion : L’expression intrapulmonaire des AQP1 et 4 ne semble pas étre discri-
minante entre les AM et les ANM. L’expression de 'AQP5 par les pneumocytes est
proportionnellement plus faible dans certaines situations d’AM et en particulier la
noyade en eau douce.

Mots cles : Aquaporines, asphyxie, poumons, immunohistochimie



INTRODUCTION

1. L’asphyxie

1.1. Généralités

L’asphyxie est définie comme une privation en oxygéne au niveau des tissus. Par con-
séquent, tout processus interférant sur le transfert de 'oxygéne au niveau tissulaire
est une cause d’asphyxie. Toute une série de perturbations peut intervenir: absence
ou réduction de I'oxygéne dans I'atmosphére, obstruction des voies respiratoires ex-
terne ou interne, limitation des mouvements respiratoires thoraciques, pathologies pul-
monaires empéchant ou réduisant les échanges gazeux, réduction de la fonction car-
diaque, anémie séveére, incapacité des cellules des tissus périphériques a utiliser I'oxy-
gene (par exemple, l'intoxication au cyanure inhibant le systéme enzymatique de la

cytochrome oxydase) (1).

Il est difficile d’obtenir de larges données épidémiologiques, la plupart des études por-
tent sur des séries de cas courtes et tres localisées géographiquement. Une étude
portant sur une période de 21 ans (janvier 1984 a octobre 2004) dans le département
de médecine légale de I'Université Trakya, a Edirne, en Turquie observe que le déces
par asphyxie représente 15,7% de toutes les autopsies médico-légales ; 20,8% des
cas ont entre 30 et 39 ans et I'dge moyen est de 41,9 ans. Les hommes représentent
79,8% de tous les cas. Le mécanisme le plus fréquent de décés par asphyxie est la
pendaison (41,8%), suivie de la noyade (30,5%) et de I'intoxication au monoxyde de

carbone (8,2%) (2).



Les asphyxies peuvent étre mécaniques (AM) ou non mécaniques (ANM). Une impor-

tante variabilité de définition s’observe dans la littérature (3).

1.2. Asphyxie mécanique

L’AM, est, pour certains auteurs, caractérisée par une restriction des mouvements res-
piratoires par pression externe sur la poitrine ou I'abdomen. Elle peut aussi corres-
pondre a un blocage de la ventilation pulmonaire par des causes extrinseques (4) :
elle comprend ainsi, de facon variable selon les auteurs, plusieurs mécanismes, tels
gue la pendaison, la strangulation, la suffocation, I'étouffement, la noyade vraie, I’ as-

phyxie positionnelle, la compression thoracique.

La suffocation est un terme général qualifiant le manque d’oxygéne dans I'environne-
ment ambiant ou une obstruction des voies aériennes (1). L’étouffement appelé « smo-
thering » en anglais, dont la traduction littérale n’existe pas en langue francaise, est
plus spécifique et indique un blocage externe du passage de l'air dans les voies aé-
riennes supérieures. Un autre type d’étouffement appelé « choking » en anglais, dont
la traduction littérale n’existe pas non plus en langue francaise, fait référence a un
blocage interne des voies respiratoires supérieures par un corps étranger ; il est éga-
lement utilisé pour I'étranglement manuel. Certains auteurs situent la limite de I'obs-
truction au niveau de I'épiglotte pour différencier « smothering » (obstruction au-des-
sus de I'épiglotte) et « choking » (obstruction en dessous de I'épiglotte) (3). La stran-
gulation est un terme indiquant l'utilisation des mains ou d’une ligature pour appliquer

une pression externe sur le cou. Elle intégre pour certains auteurs la pendaison.



L’étranglement est un terme encore plus spécifique se référant généralement a une
strangulation cervicale manuelle.

L’asphyxie positionnelle est définie comme l'impossibilité d’échanges gazeux pulmo-
naires normaux associée a une dysfonction circulatoire secondaires a la position du

corps et apres I'exclusion d'autres causes de déces (5).

La noyade vraie, quant a elle, est définie comme un processus entrainant une insuffi-
sance respiratoire aigué par submersion dans un milieu liquide (6). Elle exclut la
noyade secondaire ou hydrocution précédée d’un trouble neurologique ou cardiovas-
culaire. Cela implique I'existence d’une interface air-liquide a I'entrée des voies aé-
riennes empéchant la respiration. La noyade est classée dans les AM car I'eau cons-
titue un obstacle, d‘origine exogéne, a I'échange gazeux de la membrane alvéolo-ca-
pillaire. Les conséquences physiopathologiques de la noyade sont multiples. L’hypoxie
est générée par un laryngospasme (inconstant) et/ou une inhalation de liquide. Il s’en-
suit une altération du surfactant, un collapsus alvéolaire et un cedéme alvéolaire avec
installation d’'un shunt intra-pulmonaire, une altération des rapports ventilation/perfu-
sion ainsi que de la compliance pulmonaire et une augmentation du travail respiratoire.
D’autre part, les conséquences pulmonaires, volémiques et hydroélectrolytiques sont
différentes en fonction de la composition de I'eau : 'eau douce, hypotonique, entraine
un cedéme pulmonaire Iésionnel (altération du surfactant et du revétement alvéolaire)
et une hypervolémie plasmatique. L’eau de mer, hypertonique, entraine une inonda-
tion alvéolaire et une hypovolémie. Des troubles du rythme cardiaque ou de la con-

duction peuvent émailler I'évolution d’'une noyade vraie (7,8).



1.3. Asphyxie non mécanique

L’asphyxie non mécanique intéresse, selon les auteurs, des causes variées de type
toxique, cardio-vasculaire, neurologique ou encore infectieuse. Les causes toxiques
regroupent les intoxications médicamenteuses, les abus de substances illicites, d’al-

cool et 'inhalation de gaz toxiques comme le monoxyde de Carbone.

L’intoxication alcoolique aigué entraine l'inhibition des centres respiratoires avec hy-
poxie globale progressive et affecte les centres circulatoires en générant une insuffi-
sance cardiaque progressive. Son effet sur le systeme nerveux central est particulie-

rement néfaste en raison de sa forte lipophilie (9).

Les intoxications médicamenteuses responsables d’'une asphyxie ont des méca-
nismes différents selon le principe actif, par exemple, le propranolol a dose léthale
entraine une insuffisance cardiocirculatoire aigué (10), un surdosage en benzodiazé-
pine ou méthadone génére une dépression du systéme nerveux central pouvant aller
jusqu’a une dépression respiratoire et la survenue du déceés. Cet effet dépresseur res-
piratoire peut étre potentialisé par une poly intoxication impliquant d'autres dépres-
seurs du systéme nerveux central notamment l'alcool, agissant de fagcon synergique
(11). La polyintoxication représente ainsi, dans la population des sujets toxicomanes,
la premiére cause de déces d’origine toxique (12,13).

Un choc hémorragique ou cardiogénique aigu entraine, comme tout type de choc (sep-
tique, anaphylactique), une asphyxie par manque d’acheminement d’oxygéne aux tis-
sus, secondaire a une spoliation sanguine brutale et importante ou a une dysfonction

circulatoire par exemple.



Une atteinte des centres respiratoires (par exemple un traumatisme cranien ou un ac-
cident vasculaire cérébral) se traduit par un ralentissement ou une inhibition des mou-

vements respiratoires, responsables d’'une asphyxie.

2. Histologie pulmonaire

L'épithélium alvéolaire constitue la principale surface d'échanges gazeux. Il est com-
posé des pneumocytes de type |, occupant la majorité de la surface épithéliale alvéo-
laire, responsables des échanges gazeux et des pneumocytes de type Il, qui transpor-
tent le sodium de maniére active, produisent le surfactant et ont des capacités de pré-
sentation antigénique et de sécrétion de cytokines.

Les cellules ciliées bronchiques jouent un réle fondamental dans I'épuration pulmo-
naire en assurant la clairance muco-ciliaire.

La barriére alvéolo-capillaire est formée par les pneumocytes de type 1, la membrane
basale et la cellule endothéliale. Cette barriere est perméable a I'oxygéne, qui est
amené dans la lumiére alvéolaire lors de I'inspiration et qui passe ensuite au travers

de la barriére jusque dans la circulation sanguine.



3. Outils diagnostics de Pasphyxie

3.1. Signes cliniques

Les signes cliniques classiques autopsiques d’asphyxie sont peu spécifiques et peu
sensibles : & 'examen externe du corps, il est observé une cyanose du visage, des
levres, des oreilles et des extrémités, parfois un piqueté hémorragique sur la face, le
cou, la nuque et les épaules. Les lividités cadavériques sont précoces, intenses,
sombres et peuvent prendre un caractere pétéchial.

A 'examen interne, les voies aériennes supérieures présentent de la spume aérée et
sanglante, leur muqueuse est rouge et congestive. Les poumons sont sombres, viola-
cés, volumineux, trés congestifs (image 1) et cedémateux (image 2). lls sont remplis
de sang fluide, noir ou spumeux et parsemés de foyers hémorragiques diffus. A leur
surface se trouvent parfois des plages d’emphyséme aigu sous pleural ainsi que des
taches arrondies, dites de Tardieu, sous pleurales, toujours a bords nets, de couleur
rouge vif ou brunéatre, groupées souvent pres du hile et aux bases. Le foie est volumi-
neux et congestif. Les cavités droites du cceur sont dilatées et contiennent du sang
noir fluide tandis que le coeur gauche est vide. Les reins sont congestifs. La rate est
contractée et exsangue. Le cerveau est cedémateux et congestif (1).

Ces signes ne sont pas pathognomoniques d’'une asphyxie aigué. Le diagnostic d’as-
phyxie repose donc sur un faisceau d’arguments, les données cliniques et macrosco-
piques sont ainsi a intégrer a 'ensemble des données commémoratives, autopsiques

et anatomopathologiques (14).



Images 1 et 2 : Asphyxie par pendaison : poumon congestif et cedémateux

3.2. Lésions microscopiques

D’un point de vue anatomopathologique, I'asphyxie se caractérise par I'association
d’'une congestion vasculaire, d’'un cedéme alvéolaire (image 3) et dans certains cas
d’'une hémorragie alvéolaire (15,16) (image 5). Certains signes microscopiques sont
décrits comme étant en faveur d’'une asphyxie mécanique tels qu’une hétérogénéité
ventilatoire pulmonaire (image 7) associant des plages d’emphyséme alvéolaire aigu
(image 4) a des plages d’alvéoles condensées, un emphyseme sous pleural (image 6)

et un emphyséme interstitiel (17).



Image 3 : CEdéme alvéolaire, congestion vasculaire et emphyséme alvéolaire aigu

Image 4 : Emphyseme alvéolaire aigu

mages 5 et 6 : HEmorragie alvéolaire (5) et emphyséme sous pleural (6)




Image 7 : Hétérogenéité de ventilation du parenchyme pulmonaire
Cependant aucun de ces signes cliniques ou anatomopathologiques n’est spécifique
d’'un déces par asphyxie et, a fortiori, ne permet de différencier avec certitude une

asphyxie mécanique d’une asphyxie non mécanique (18).

3.3. Outils immunohistochimiques et moléculaires

De nombreuses études ont tenté d’établir de nouveaux outils diagnostics d’asphyxie,
notamment immunohistochimiques.

La présence de SPA sous la forme de dépéts intra-alvéolaires semble étre liée a un
stimulus hypoxique intense. Lorsque ces dépots sont massivement présents, ils sont
en faveur d’'une hypoxie sévere (19). lls ont été observés dans la plupart des déces
par asphyxie mécanique, notamment dans le cas de noyade en eau douce et dans un
cas d’intoxication a la méthamphétamine, alors qu’ils étaient tres faibles dans les cas

d'intoxication a l'alcool, aux hypnotiques ou au monoxyde de carbone (20,21).
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L’expression du SPA peut ainsi selon les auteurs avoir un intérét diagnostic permettant

de différencier la noyade d’autres causes de décés par asphyxie (22,23).

Selon Cecchi R. et al., 'HIF1-a est exprimé dans les vaisseaux pulmonaires de la
grande majorité des sujets décédés d’une asphyxie mécanique ou par intoxication au
monoxyde de carbone. Dans cette étude, le nombre et l'intensité des vaisseaux mar-

qués augmentent avec la durée de I'nypoxie (19).

L’étude de Tsokos M.et al. a montré que le VEGF est abondamment exprimé dans le
tissu pulmonaire sain au niveau de I'épithélium bronchique et alvéolaire et sur les cel-
lules glandulaires des bronches et des bronchioles. En revanche, en cas de déces par
septicémie avec des lésions pulmonaires aboutissant a un syndrome de détresse res-
piratoire aiglie, aucune immunopositivité par I'anticorps anti-VEGF n’est observée sur

les différents types cellulaires habituellement marqués (24).

Strunk et al. ont démontré que I'asphyxie prolongée est associée a une augmentation

significative des macrophages et des cellules géantes intra-alvéolaires (25).

4. Les Aquaporines

4.1. Généralités

Les aquaporines (AQP) ont été découvertes par Peter Agre en 1992 qui a recu le Prix
Nobel de chimie pour ses travaux en 2003. Les AQP sont de petites protéines trans-

membranaires intégrales qui facilitent le transport de l'eau a travers la membrane

11



cellulaire en réponse a des gradients osmotiques ou a des différences de pression
hydrostatique (26). Elles sont impliquées dans des processus divers tels que la con-
centration urinaire, la formation du liquide céphalo-rachidien, ’lhoméostasie de I'eau et
de la pression osmotique du tissu nerveux, la sécrétion glandulaire, I'hydratation de la
peau, la fertilité masculine, I'ouie, la vision.

L’eau traverse la bicouche lipidigue membranaire de fagon passive par deux voies : 1)
diffusion simple : lentement a travers la bicouche entre les molécules lipidiques, ce
processus est fortement dépendant de la température, 2) diffusion facilitée rapidement
par les aquaporines, de facon beaucoup moins sensible a la température.

Les aquaporines permettent donc un mouvement rapide et bidirectionnel de I'eau au
travers de la membrane cytoplasmique, perméabilité sélective qui est importante pour

de nombreux processus physiologiques vitaux (Figure 1) (27).

H20
H;0
IIIIIIIIIIII )
TERRTTTR
D LLLLLE
™ " BN A l‘
Lipid diffusion ‘
Slow movement
Temperature sensitive T medisted Bow

Rapid movement
Temperature insensitive

Figure 1 : Voies de transfert passif de I'eau a travers la membrane cellulaire (27)

Toutes les Aquaporines ont les mémes caractéristiques structurelles globales, un
poids moléculaire d'environ 30 kD sous forme non glycosylée et plusieurs états de

glycosylation différents. Elles ont toutes 6 domaines transmembranaires ; les
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terminaisons C et N sont toutes deux dans le cytoplasme. Les AQP forment un tétra-
mere fonctionnel dans la bicouche lipidigue membranaire. Ces 6 domaines transmem-
branaires sont reliés par des boucles d'acides aminés dont deux sont particulierement
importantes, constituées de 3 acides aminés : NPA (N pour asparagine, P pour proline
et A pour alanine). Les deux motifs NPA interagissent I'un avec l'autre dans la région
centrale du pore formant un canal étroit de 0,3 nm de diametre (Figure 2). Le canal
interne des aquaporines se compose de trois parties distinctes : une constriction cy-
lindrique au centre et deux entrées coniques. La constriction centrale est si étroite que
les molécules d’eau ne peuvent y circuler qu’en « file indienne », une a une, ce qui

permet notamment d’assurer la sélectivité a 'eau des aquaporines (28).

i A C E =
extracellular

intracellular

D
NH, —> <€— COOH

extracellular

intracellular

Figure 2 : Structure des Aquaporines (29)
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Treize aquaporines sont décrites chez les mammiferes, réparties dans la plupart des
tissus. Elles interviennent dans de nombreuses barrieres épithéliales et endothéliales
au sein de divers organes pour y jouer un réle majeur. Dans le cerveau, 'AQP4 et
'’AQP1 sont impliquées dans des fonctions aussi diverses que la régulation du volume
extracellulaire, la production, la circulation et la résorption du liquide céphalo-rachidien
(30,31). Dans le rein, plusieurs aquaporines sont exprimées dont '’AQP2 qui est régu-
Iée par la vasopressine. Leur dysfonctionnement (déficit ou dérégulation de I'expres-
sion) peut étre a I'origine de maladies héréditaires ou acquises affectant la capacité
de concentration de I'urine, comme par exemple, le diabete insipide néphrogénique

(32).

4.2. Aquaporines et poumons

Quatre d’entre elles sont exprimées dans les voies respiratoires supérieures et les
poumons : AQP1, 3, 4 et 5 (33). Elles jouent un réle dans I'humidification des voies
respiratoires, I'absorption du liquide pleural ou d’un liquide alvéolaire en exceés ou en-
core dans la sécrétion des glandes sous-muqueuses.

Le mouvement de lI'eau entre I'espace aérien et le compartiment capillaire a travers
I'épithélium alvéolaire permet le maintien d’'un surfactant isotonique (34). De facon
physiologique, 'AQP1 est exprimée dans la membrane des cellules endothéliales,
mais aussi dans celle des pneumocytes de type | et des cellules mésothéliales de la
plévre. L’AQP3 est exprimée au niveau baso-latéral de la membrane des cellules épi-
théliales bronchiques des voies respiratoires proximales et du nasopharynx, mais éga-

lement au niveau des pneumocytes de type Il. AQP4 est exprimée dans la
14



membrane basolatérale des cellules épithéliales bronchiques, trachéales et nasopha-
ryngées, ainsi que dans les pneumocytes de type I. LAQP5 est exprimée dans la
membrane apicale des pneumocytes de type | et dans la membrane apicale des acini
des glandes sous-muqueuses des voies aériennes supérieures et des cellules bron-

chiques (26).

Wang Q. et al. et Hayashi T. et al. suggérent une expression différentielle des Aqua-
porines au niveau pulmonaire dans certains types d’asphyxies, notamment une sup-
pression de l'expression du géne de I'AQP5 chez les sujets décédés d’'une AM par
rapport aux sujets décédés d’'une ANM (35), ils observent également une suppression
de I'expression pulmonaire du géne de 'AQP5 sur des poumons de sujets décédés
d’'une asphyxie aigue par noyade en eau douce contrairement aux noyades en eau

salée ou a d’autres causes d’ANM et d’AM (36).

De plus, les Aquaporines ont également été étudiées dans d’autres organes dans le
cadre de I'asphyxie par noyade tels que le cerveau ou les astrocytes présentent un
marquage significativement plus élevé de 'AQP4 dans les cas de décés par noyade
en eau douce, par rapport aux noyades en eau salée (37). Une autre étude a montré
gue I'expression de 'AQP2 intrarénale au niveau de la membrane plasmique apicale
des canaux collecteurs est significativement augmentée chez les sujets décédés par

noyade en eau salée contrairement aux sujets décédés par noyade en eau douce (38).
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L’étude expérimentale de Vassiliou AG et al (39) met en évidence a partir de modéles
murins de lésions pulmonaires induites artificiellement par intubation et ventilation pul-
monaire artificielle, induites par instillation de Lipopolysaccharides (LPS) ou encore
induites par instillation d’ Acide chlorhydrique, que I'expression des AQP est modulée
au gré de ces différentes situations d’asphyxie. L’auteur avance ainsi I'hypothése
d’'une expression des AQP dans le poumon asphyxique aigu dépendante de la locali-

sation et du type de dommage pulmonaire.

L’asphyxie est une situation extrémement fréquente en anatomopathologie médico-
Iégale, situation pour laquelle le pathologiste ne dispose pas d’outil diagnostic a visée
étiologique fiable et précis. Pourtant, déterminer la cause d’'une asphyxie et en parti-
culier étre capable de distinguer une asphyxie mécanique d’'une asphyxie non méca-
nigue est, d’'un point de vue médico-judiciaire, parfois crucial pour déterminer I'inter-

vention d’un tiers dans la survenue du déces.

L’objectif de notre étude est de déterminer s’il existe une expression immunohistochi-
mique pulmonaire différente des AQP1, 4 et 5 entre des sujets décédés d’'une AM et
des sujets décédés d’'une ANM dans le but de mettre en évidence un éventuel outil

diagnostic étiologique de I'asphyxie.

16



MATERIEL ET METHODES

1. Population d’étude

L’étude a porté sur 'ensemble des expertises anatomopathologiques des préléve-
ments issus des instituts de Médecine Légale de Saint Denis de La Réunion, de Paris
et de Lille pour lesquelles une asphyxie aigue a été mise en évidence entre novembre

2014 et novembre 2017.

Nous avons collecté les rapports d’autopsies et les bilans toxicologiques.

Le critéere d’inclusion était une asphyxie aigue responsable du déces, ce diagnostic
était retenu a l'issue de I'analyse anatomopathologique.

Les criteres d’exclusion étaient un age inférieur a 15 ans et 3 mois, I'existence d’'une
prise en charge réanimatoire, I'existence d’'une pathologie pulmonaire chronique, un
délai décés-autopsie supérieur a 4 jours, une autolyse tissulaire avec putréfaction a
'examen anatomopathologique, 'absence de données commémoratives et I'absence

du bilan toxicologique.

A partir des données anatomopathologiques, médico-légales et toxicologiques, nous
avons classé les sujets inclus en trois groupes : AM, ANM et A mixte. Secondairement
nous avons exclu les sujets du groupe A mixte, ce sous-groupe étant par définition

hétérogéne et comportant peu de sujets.

Les données collectées ont fait 'objet d’'une déclaration a la Commission Nationale de

I'Informatique et des Libertés de France (CNIL).
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2. Matériel

A partir des prélevements adressés pour I'analyse, nous avons exploité quatre préle-
vements par sujet : deux fragments du poumon droit (un fragment du lobe supérieur et
un fragment du lobe inférieur) et deux fragments du poumon gauche (un fragment du

lobe supérieur et un fragment du lobe inférieur).

3. Etude morphologique

Nous avons réalisé une étude morphologique des lames colorées par 'hématéine éo-
sine safran réalisées a partir des préléevements pulmonaires. Les criteres qui ont été
étudiés sont la présence ou non d’'un cedéme alvéolaire, d'une congestion vasculaire,
d’'une hémorragie alvéolaire, d’'une ventilation hétérogene du parenchyme, d’un em-
physéme alvéolaire aigu, d’'un emphyséme sous pleural et interstitiel et d’'une hémor-
ragie interstitielle.

L’cedéme alvéolaire, I’'hnémorragie alvéolaire, 'emphyséme alvéolaire aigu, I'emphy-
seme sous pleural et interstitiel et 'hémorragie interstitielle ont fait I'objet d’'une analyse
semi-quantitative de leur intensité : faible, modérée, forte ou absence.

Une lecture (pathologiste 1) a été prise en considération pour I'étude descriptive.
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4. Etude Immunohistochimique

4.1. Mise au point de la technique

La technique a été mise au point a partir des préléevements pulmonaires issus d’'un
sujet nayant pas présenté d’asphyxie, fixés par le formol et inclus en paraffine. Ces

blocs ont été coupés a 5um d’épaisseur.

L’étude immunohistochimique a été réalisée en automate Benchmark Ultra — Ventana
® Roche. Ces automates permettent 'automatisation des différentes étapes du pro-
cessus d'immunomarquage :

1) Déparaffinage : retrait de la paraffine et réhydratation des lames

2) Démasquage : restauration des sites antigéniques suite a la formation des ponts
Méthyléne due a I'utilisation du formol comme fixateur

3) Application et incubation de I'anticorps primaire

4) Révélation : Mise en évidence des sites d’accrochage de I'anticorps primaire grace
a un chromogeéne. Les kits de révélation sont spécifiquement dirigés contre les anti-
corps de souris et de lapin : Ultra View Ventana ® Roche (Référence : 760-500)

5) Contre-coloration : Mise en évidence de la structure et de I'architecture tissulaires.

Les parametres de ces différentes étapes sont a déterminer aprés une phase de mise

au point indispensable a la validation de chacun des marqueurs avant leur utilisation

sur les échantillons d’intérét a tester.
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La mise au point des protocoles immunohistochimiques pour les différents marqueurs
a éteé faite en testant I'ensemble des méthodes de démasquage disponibles sur les
automates. Les deux grands principes du démasquage antigénique étant :
1) Démasquage par la chaleur
Pour cette méthode de démasquage, il a été testé deux tampons possédant des pH
différents : -Tampon CC1 de type TRIS/Borate/EDTA (pH 8.4), ce tampon a été retenu
a l'issue de la mise au point.

-Tampon CC2 de type Citrate (pH 6)
2) Démasquage enzymatique
Le démasquage enzymatique a été testé avec I'enzyme Protéase 1 (équivalent Pro-

nase) de la société Ventana Roche ® .

Les mises au point ont débuté en testant la dilution des anticorps primaires la plus
faible de la gamme indiquée par les fiches techniques. La dilution était ensuite gra-
duellement augmentée jusqu'a I'obtention d'un immunomarquage optimal.
Le temps d’incubation de 32 min a la température de 37°C a été appliqué pour I'en-
semble des anticorps sur I'ensemble des lames. Ces parametres sont ceux couram-

ment utilisés en routine sur ce type d’automate.
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Aprés cette phase de mise au point les protocoles suivants ont été retenus (Tableau

1):
Anticorps ngrlicant / Reférence | Dilution | Hobte Clone Etape§ IHC .
Distributeur supplémentaires
AQP1 Santa Cruz sc-25287 1/50 Mouse |B-11 Ultra Wash
AQP4 Sigma-Aldrich | HPA014784 | 1/2000 | Rabbit | Polyclonal | Ultra Wash
AQP5 Abcam abh32320 1/100 |Rabbit | EPR3747 |OPtionl 20 min +
Ultra Wash

Tableau 1 : Caractéristiques des anticorps

Il est & noter qu’un réactif supplémentaire a été nécessaire pour 'Aquaporine 5. En
effet, au cours de la mise au point, cet anticorps a présenté un bruit de fond important
qui a pu étre réduit par I'ajout de diluant d’anticorps de la société Roche Ventana ®
contenant notamment des Immunoglobulines stabilisantes. Cette « Option 1 » a été
utilisée comme solution de saturation pour les sites de fixation aspécifique de I'anti-
corps primaire.

La fonction « Ultra Wash » est une étape supplémentaire au sein des automates qui
permet d’appliquer des ringages supplémentaires sur les lames a posteriori des étapes
de révélation. Cela permet d’obtenir des lames plus nettes et la diminution du bruit de

fond.

Sur chaque lame, un témoin positif était présent. Pour chaque série d'immunohistochi-
mie, une lame comportant un témoin négatif et une lame sans anticorps primaire ont
eté réalisées, afin de s’assurer de I'absence de tout faux marquage et/ou fixation(s)

non spécifique(s).
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Pour 'AQP1, le témoin positif utilisé est le tissu rénal qui présente un marquage cyto-
plasmique et membranaire des cellules épithéliales du tube contourné proximal (Image

8). Le témoin négatif utilisé est le tissu testiculaire (40).

Image 8 : Témoin positif de TAQP1

Pour 'AQP4, le témoin positif est du tissu cérébral qui présente un marquage cyto-
plasmique et membranaire des cellules gliales (Image 9). Le témoin négatif est le tissu

pancréatique (41).

Image 9 : Témoin positif de TAQP4
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Pour 'AQPS5, le témoin positif est du tissu colique qui présente un marguage cytoplas-
migue et membranaire des glandes coliques (Image 10). Le témoin négatif est du tissu

hépatique (42).
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Image 10 : Témoin positif de 'AQP5

Dans certains cas, des pigments formoliques génant l'interprétation, la technique
d’'IHC a été réalisée aprés un traitement par eau oxygénée des lames blanches.
Cette dépigmentation a été effectuée avant le passage en automate. Les lames paraf-
finées ont été lavées a ’'H202 30% pendant 30 min puis rincées deux fois 10 min dans
le tampon de lavage des automates Benchmark Ultra ® (Reaction buffer).

Pour chaque prélévement, nous avons reéalisé trois lames d’'IHC : AQP1, AQP4 et

AQP5.

4.2. Interprétation

Nous avons interprété le marquage suivant 3 critéres : sa localisation, son intensité et

sa quantification.
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Une analyse semi-quantitative de la quantification des cellules marquées par I'anti-
corps a été effectuée de la facon suivante : absence de marquage, quantité faible (1 a

33%), modérée (34 & 66%), importante (67 a 100%).

La localisation du marquage a été classée en CP, MB ou mixte (CP et MB).
L’intensité du marquage a été classée de facon semi-quantitative de la facon suivante
: absence de marquage, marquage faible (non identifiable a I'objectif x2,5 ou x5, bien
visible a I'objectif x40), modéré (faiblement identifiable a I'objectif x2,5 et x5, bien vi-
sible a I'objectif x10 ou x20), fort (nettement identifiable dés I'objectif x2,5 et x5).

Pour chaque critére, une moyenne de la lecture des 4 lames a été déterminée.

Une double lecture des lames d'IHC a été réalisée (pathologiste 1 et pathologiste 2).

Pour I'étude statistique comparant I'expression des différentes AQP, seule la lecture

de 'anatomopathologiste sénior (pathologiste 1) a été prise en considération.

5. Analyses statistiques

Les données qualitatives sont présentées en effectifs et en pourcentages. Les don-
nées quantitatives sont exprimées par la médiane et l'intervalle interquartile. La nor-
malité des parameétres numériques a été vérifiée graphiguement et par le test du Sha-
piro-Wilk.

Les deux types d’asphyxie (AM et ANM) sont comparés par les tests du Chi-deux ou
du Fisher exact sur les parameétres qualitatifs et par le test U de Mann-Whitney sur les

parametres quantitatifs.
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Enfin, nous avons étudié la concordance des résultats inter-observateurs par I'analyse
du coefficient de Kappa avec son intervalle de confiance a 95%. La concordance est
nulle pour un taux inférieur a 0, légére pour un taux situé entre 0 & 0.2, juste pour un
taux situé entre 0.21 et 0.4, modérée entre 0.41 et 0.60, importante entre 0.61 et 0.80
et presque parfaite pour un taux supérieur a 0.8 (43).

Le seuil de significativité retenu est fixé & 5%. L’analyse statistique est réalisée a I'aide
du logiciel SAS ®, version 9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA) par I'Unité de Biostatis-

tiques du CHU de Lille.
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RESULTATS

1. Caractéristigues des sujets

Parmi les 611 dossiers consultés, 575 sujets ont été exclus (Figure 3).

Expertises anatomopathologiques
medicolegales: 611 cas

569 sujets exclus :
- Age = 1bans et 3mois
Prise en charge réanimatoire
- Pathologie respiratoire chonigue
-Autolyse tissulaire avancee
Délal deces/autopsie =4 jours
- Absence d'analyse toxicologique

'.';Cphyxie mixte . 6 sujets
Y &

analyse
statistique sur
36 sujets

L J

42 sujets

Figure 3 : Flowchart
12 sujets sont décédés d’'une AM et 24 sujets sont décédés d’'une ANM. Les autopsies

des sujets inclus ont été réalisées a I'institut de Médecine Légale de Lille. Les déces

secondaires a une A mixte (6 sujets) ont été exclus.
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La population d’étude se compose ainsi de 12 femmes (33%) et 24 hommes (67%).
L’age du décés s’étend de 16 a 89 ans, avec une médiane de 40.5 ans. Le délai décés-
autopsie présente une mediane de 3 jours. Le descriptif par groupe est résumé dans

le tableau ci-dessous (Tableau 2) :

AM ANM Total
F?}“’(‘{)}:fs 6 (50) 6 (50) 12
H?]"(";}:;‘-S 6 (25) 18 (75) 24
[inter\falIza:ﬂ\iﬁlt:-:;\rrclg-llljé;ajlitaiIlt.:;-l (années) 40.5 [31-60] 40.5[31,5-54] 40.5[31-57]
GmmSRIE | wea | wea | oma

Tableau 2 : Caractéristiqgues des sujets par groupe

Dans le groupe AM, 7 sujets sont décédés d’'une noyade, 4 sujets sont décédés d’'une
pendaison et 1 sujet est décédé d’'une asphyxie positionnelle.

Dans le groupe ANM, 11 sujets sont décédés d’une cause toxique, 4 sujets sont dé-
cédés de défaillance cardio-vasculaire pure, 2 sujets sont décédés de causes pulmo-
naires, 1 sujet est décédé de défaillance neurologique, 3 sujets sont décédés de
causes mixtes associant une intoxication médicamenteuse et/ou toxique a une cause
naturelle, 2 sujets sont décédés d’'une ANM sans étiologie retrouvée, et 1 sujet est

décédé d’'une insuffisance rénale aigue (Figure 4).
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Moyade (n=7})

Mécanique o _
(n=12) Pendaison (n=4)
A
Pasitionnelle
(n=1}

ASPHYXIE o ,
(n=36) Cardiocirculatoire
(n=4)
MNeurologique
(n=1)

h 4

IMétabolique (n=1)

Non mécanique
(n=24)

Toxique (n=11)

Inflammatoire -
Infectieuse (n=2)

Causes mixtes
d'ANM (n=3)

Sans étiologie
retrouvée (n=2)

Figure 4 : Répartition des causes d’asphyxie dans notre étude



Les causes toxiques d’asphyxie observées sont : médicament(s) (n=2), alcool (n=4),
drogue(s) (n=3), monoxyde de carbone (n=1) et mixtes médicament(s)/alcool (n=2) ou

médicament(s)/ drogue(s) (n=2) (Figure 5).

m Monoxyde decarbone m Medicament|s)
m Mixte (alcool et medi@mment(s)) Mixte (médicament(s) et drogueis))
m Drogueis)  Alcool

Figure 5 : Répartition des causes toxiques d’asphyxie

Dans 9 cas d’ANM, nous avons observé a 'examen microscopique des lésions focales
et minimes pouvant faire discuter une participation mécanique dans la survenue de
'asphyxie. En regard des commémoratifs, des données autopsiques et des données
toxicologiques, nous avons considéré ces lésions comme insuffisantes pour affirmer
une participation mécanique dans la survenue de I'asphyxie et témoignant plutét d’'un
phénoméne agonique possiblement positionnel et n'ayant pas participé a la survenue

de I'asphyxie aigué.
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2. Caractéristiques morphologigues

Tous les sujets présentent un cedéme alvéolaire et une congestion vasculaire. Le
groupe ANM se compose majoritairement de cas avec cedéme alvéolaire modéré ou
intense (n=41,7% et n=45,8% respectivement) contrairement au groupe AM ou les
sujets se répartissent essentiellement entre cedéme alvéolaire léger et modéré
(n=33,3% et n=50% respectivement). L’hémorragie alvéolaire est répartie de facon
relativement comparable entre les groupes AM et ANM.

La ventilation hétérogéne du parenchyme pulmonaire est absente ou légére dans les
deux groupes.

Dans le groupe AM, 'emphyseme alvéolaire intense est plus fréquent que dans le
groupe ANM (66,6% et 41,6% respectivement). L’emphyséme alvéolaire aigu est ab-
sent chez des sujets du groupe ANM dans 16,7% des cas.

L’emphyséme sous pleural et interstitiel modéré est plus représenté dans le groupe
AM que dans le groupe ANM (n=41,7% et n=16,7% respectivement). De plus le groupe
ANM présente un nombre de cas (n=45,8%) sans emphyséme sous pleural et inters-
titiel plus important que le groupe AM (n=33,3%).

L’hémorragie interstitielle est répartie de facon relativement comparable entre les deux

groupes : dans la majorité des cas, elle est absente (Tableau 3).
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AM ARM
n (%) n (%)
absence 0 ]
leger 40333 3012.5)
CEdéme alvéolaire
modére 6 (50) 10{41.7)
intense 20(16,7) 11 (45.8)
Congestion absence 0 ]
LEEHLETE présence 12 (100) 24 (100)
absence 2016,7) 3(12,5)
alveolaire modérée 3 (25) 4(16,7)
intense 2 (16,6) 5(20,8)
absence 12 (1000 23 (95,8)
Ventilation . -
hétérogéne du legere 0 1(4.2)
parenchyme modérée 0 ]
pulmaonaire
intense 0 ]
absence 41033,3) 11 (45,8)
Emphyséme sous léger 3 (25) g (37.5)
pleural et
intersiitiel modére 541,71 4 (16.7)
intense 0 ]
absence 0 4 (16,7)
Emphyséme leger 2(167) 7 (29,2}
S modéré 2 (16.7) 3 (12,5)
intense 3 (66 6) 10 (41.6)
absence 11(91.7) 21(87.5)
imterstitielle modérae 0 1(4.2)
intense 0 ]

Tableau 3 : Caractéristigues morphologiques




3. Expression pulmonaire des Aguaporines

3.1. Aquaporine 1

Concernant 'AQP1, nous observons un marquage des cellules endothéliales et des

pneumocytes. Il n’y a pas de marquage des cellules bronchiques.

3.1.1. Pneumocytes

Le groupe AM présente plus fréquemment un marquage des pneumocytes d’intensité
faible ou modérée (75%) par rapport au groupe ANM ou l'intensité est le plus souvent
modérée a forte (96%) (Images 11 et 12).

La quantification du marquage des pneumocytes semble de répartition comparable
entre les groupes AM et ANM : elle est majoritairement importante (83% dans
chaque groupe).

Le marquage est le plus souvent MB dans les deux groupes (89% dans chaque
groupe) (Tableau 4).

Compte tenu de la taille des sous effectifs, I'étude statistique n’a pu étre réalisée qu’a
partir de l'intensité du marquage des pneumocytes et ne révele pas de différence si-

gnificative entre les groupes (p=0,0969).
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ANM Total
0 0 0 0
Localisation du
marquage CP 0 0 0
Wil MB 9 (75) 23 (95) 32 (89)
CP+MB 3 (25) 1(5) 4(11)
0 0 0 0
Intensité du .
marquage Faible 1(8) 1 (4) 2 (6)
n (%) Modérée 8 (67) 10 (42) 18 (50)
Forte 3 (25) 13 (54) 16 (44)
0 0 0 0
Quantification )
du marquage Faible 0 0 0
n (%) Modérée 2 (17) 4(17) 6 (17)
Importante 10 (83) 20 (83) 30 (83)

Tableau 4 : Immunomarquage des pneumocytes par I’Anticorps anti-AQP1

Images 11 et 12 : Immunomarquage des pneumocytes par I’Anticorps anti-AQP1, 11 :
ANM, 12 : AM
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3.1.2. Cellules endothéliales

La proportion de cellules endothéliales immunomarquées (67%) est légérement plus
importante dans le groupe ANM par rapport au groupe AM (50%).

L’intensité du marquage des cellules endothéliales par I'anticorps anti AQP1 est ma-
joritairement faible et modérée tant dans le groupe AM (100%) que dans le groupe
ANM (87,5%) (Images 13 et 14).

Le marquage est soit CP (44%), soit MB (44%), avec quelques situations d'immuno-
marquage CP et MB (12%), dans des proportions identiques entre les groupes ANM
et AM (Tableau 5).

L’étude statistiqgue n’a pu étre réalisée que sur la quantification du marquage des cel-
lules endothéliales par ’AQP1 et ne révele pas de différence significative entre les

groupes (p=0.4715).

AM ANM Total
0 0 0 0
Localisation du
marquage CpP 2 (42) 11 (46) 16 (44)
n (%) MB 5 (42) 11 (46) 16 (44)
CP+MB 2 (16) 2 (8) 4 (12)
0 0 0 0
Intensité du )
marquage Faible 3 (25) 6 (25) 9 (25)
n (%) Modérée 9 (75) 15 (62.5) 24 (67)
Forte 0 3 (12.5) 3 (8)
0 0 0 0
Quantification i
du marquage Faible 2 (17) 3 (13) 5 (14)
n (%) Modérée 4 (33) 5 (21) 9 (25)
Importante 6 (50) 16 (66) 22 (61)

Tableau 5 : Immunomarquage des cellules endothéliales par I'Anticorps anti AQP1
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Images 13 et 14 : Immunomarquage des cellules endothéliales par I’Anticorps anti-

AQP1, 13 : ANM, 14 : AM

3.2. Aquaporine 4

Concernant 'AQP4, on note un marquage des cellules bronchiques et des pneumo-

cytes. Dans quatre cas, un faible marquage des cellules endothéliales est observé (2

cas d’ANM et 2 cas d’AM).

3.2.1 Pneumocytes

L’intensité et la quantification du marquage sont relativement semblables entre les
groupes AM et ANM (Images 15 et 16). On constate cependant dans le groupe ANM
une proportion plus importante de pneumocytes intensément marqueés par I'anticorps
(67%) par rapport au groupe AM (50%). Le marquage est principalement MB dans les
deux groupes avec cependant 5 cas d’ANM présentant un marquage CP et MB (Ta-

bleau 6). L’étude statistique a pu étre realisée sur la quantification et l'intensité du
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marquage des pneumocytes par 'AQP4 et ne révele pas de différence significative

entre les groupes (p=0.8134 et p=0.4715 respectivement).

AM ANM Total
0 0 0 0
Localisation du
marquage CP 0 0 0
n (%) MB 12 (100) 19 (79) 31 (86)
CP+MB 0 5(21) 5 (14)
0 0 0 0
Intensiteé du Eaibl
marquage aible 1(8) 1(4) 2 (6)
n (%) Modérée 5 (42) 7 (29) 12 (33)
Forte 6 (50) 16 (67) 22 (61)
0 0 0 0
Quantification du ]
marquage Faible 3 (25) 3(13) 6 (17)
n (%) Modérée 3 (25) 8 (33) 11 (31)
Importante 6 (50) 13 (54) 19 (52)

Tableau 6 : Immunomarquage des pneumocytes par I’Anticorps anti AQP4

15

Images 15 et 16 : Immunomarquage des pneumocytes par I'Anticorps anti-AQP4, 15 :

ANM, 16 : AM
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3.2.2. Cellules bronchiques

Dans le groupe AM, on constate une proportion plus importante de cellules bron-

chiques marquées (75%), par rapport au groupe ANM (57%).

L’étude statistique a pu étre réalisée sur l'intensité et la quantification du marquage

des cellules bronchiques par I'anticorps anti-AQP4 et ne révéle pas de différence si-

gnificative (p=0.1211 et p=0.4630 respectivement). Cependant, il est & noter que dans

le groupe AM, lintensité est majoritairement forte (92%) (Images 17 et 18).

Le marquage est majoritairement MB dans les deux groupes (88,5%), quelques cas

présentant un marquage MB et CP (11,5%) (Tableau 7).

AM ANM Total
0 0 0 0
Localisation du
margquage cP 0 0 0
n (%) MB 11 (92) 20 (87) 31(88,5)
CP+MB 1(8) 3 (13) 4 (11.5)
0 0 0 0
Intensité du ]
marquage Faible 1(8) 0 1(3)
n (%) Modérée 0 8 (35) 8 (23)
Forte 11 (92) 15 (65) 26 (74)
0 0 0 0
Quantification ]
du marquage Faible 1(8) 3 (13) 4 (11)
n (%) Modérée 2 (17) 7 (30) 9 (26)
Importante 9 (75) 13 (57) 22 (63)

Tableau 7 : Immunomarquage des cellules bronchiques par I'Anticorps anti AQP4
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Images 17 et 18 : Immunomarquage des cellules bronchiques par I'’Anticorps anti-

AQP4, 17 : ANM, 18 : AM

3.2.3. Cellules endothéliales

Les quatre cas présentant un marquage des cellules endothéliales par I'anticorps anti
AQP4 sont répartis équitablement entre le groupe AM (deux asphyxies par noyade) et
ANM (une asphyxie secondaire a un choc hémorragique et une asphyxie secondaire
a une intoxication éthylique). lls présentent tous un marquage MB, une intensité de
marquage et une proportion de cellules marquées faibles ou modérées (Tableau 8)

(Images 19 et 20).
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AM ANM Total
0 10 (83) 22 (92) 32 (89)
Localisation du
margquage cpP 0 0 0
n (%) MB 2 (17) 2 (8) 4(11)
CP+MB 0 0 0
0 10 (83) 22 (92) 32 (89)
Intensité du .
marquage Faible 2(17) 2(8) 4 (11)
n (%) Modérée 0 0 0
Forte 0 0 0
0 10 (83) 22 (92) 32 (89)
Quantification du .
TR Faible 1(8,5) 2 (8) 3 (8)
n (%) Modérée 1(8.5) 0 1(3)
Importante 0 0 0

Tableau 8 : Immunomarquage des cellules endothéliales par I’Anticorps anti AQP4

4 g
O {
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19 20

: ANM, 20 : AM

Images 19 et 20 : Immunomarguage des endothéliales par I’ Anticorps anti-AQP4, 19
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3.3. Aquaporine 5

Concernant 'AQP5, nous observons un marquage des cellules bronchiques et des

pneumocytes. Ce marquage est dans une majorité des cas apical. Il n’y a pas de mar-

qguage des cellules endothéliales.

3.3.1. Pneumocytes

La majorité des cas d’ANM (79%) et des cas d’AM (83%) présente un marquage des
pneumocytes de localisation MB. Deux cas d’AM (asphyxies secondaires a une
noyade) et 1 cas d’ANM (asphyxie secondaire a une défaillance cardiaque) ne présen-
tent aucun marquage par I'anticorps anti AQP5 sur les pneumocytes. L'intensité du
marquage des pneumocytes est faible dans une majorité de cas du groupe AM, con-
trairement au groupe ANM ou le marquage est plus frequemment modéré ou intense

(Images 21 et 22) (Tableau 9).
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AM ANM Total
0 2 (17) 1(4) 3(8)
Localisation du
marguage CP 0 0 0
n (%) MB 10 (83) 19 (79) 29 (81)
CP+MB 0 4(17) 4(11)
0 2 (17) 1 (4) 3(8)
Intensité du ]
marquage Faible 7 (58) 10 (42) 17 (47.5)
n (%) Modérée 3 (25) 10 (42) 13 (36 5)
Forte 0 3(12) 3(8)
0 2 (17) 1(4) 3(8)
Quantification du -
marquage Faible 8 (66) 17 (71) 25 (69)
n (%) Modérée 2 (17) 4(17) 6 (17)
Importante 0 2(8) 2 (6)

Tableau 9 : Immunomarquage des pneumocytes par I’Anticorps anti AQP5

21 | \ 22

Images 21 et 22 : Immunomarquage des pneumocytes par I'Anticorps anti-AQP5, 21 :

ANM, 22 : AM
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3.3.2 Cellules bronchigues

Les résultats entre les deux groupes semblent comparables (Tableau 10).

La majorité des cas d’AM et d’ANM présente un marquage CP et MB (92% et 67%

respectivement). De méme, la majorité des cas d’AM et d’ANM présente une intensité

(92% et 92% respectivement) et une quantification (100% et 87,5% respectivement)

du marquage importantes (Images 23 et 24).

AM ANM Total
0 0 0 0
Localisation
du marquage cP 0 5 (21) 5 (14)
n (%) MB 1(8) 3(12) 4 (11)
CP+MB 11 (92) 16 (67) 27 (75)
0 0 0 0
Intensité du ]
marquage Faible 0 0 0
n (%) Modérée 1(8) 2 (8) 3 (8)
Forte 11 (92) 22 (92) 33 (92)
0 0 0 0
Quantification .
du marquage Faible 0 1(4) 1(3)
n (%) Modérée 0 2(8.5) 2 (5)
Importante 12 (100) 21(87.9) 33(92)

Tableau 10 : Immunomarquage des cellules bronchiques par I’Anticorps anti AQP5
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Images 23 et 24 : Immunomarquage des cellules bronchiques par I'Anticorps anti-

AQPS5, 23 : ANM, 24 : AM

4. Concordance inter observateurs

Nous avons ensuite comparé l'interprétation de I'analyse immunohistochimique faite
par le pathologiste 1 a celle du pathologiste 2, afin d’évaluer la concordance inter ob-
servateurs (Tableau 11).

La concordance inter-observateurs la plus faible concerne la localisation du marquage
des difféerents anticorps anti-AQP. L’intensité et la quantification du marquage présen-

tent un accord faible a modérée entre les deux lecteurs.
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Kappa [IC & 95%] Localisation Intensité Quantification
Pneumocyles -0.1053 0.5714 0.4000
[-0,17-(-0,03)] [0,32-0,81] [0,08-0,71]
AQPT Cellules endothéliales -0.1519 02899 0.4809
[-0,36-0,05] [-0,07-0,65] [0,22-0,73]
Pneumocyles 0.0784 0.4714 0.4000
[-0,20-0,35] [0,20-0,73] [0,15-0.64]
AQRS Cellules bronchiques 0.0207 0.4026 02506
q [-0,08-0,12] [0,11-0,68] [0,01-0,49]
Pneumocyles 0.1028 0.4436 0
[-0,14-0,42] [-0,01-0,89] [0-0]
AQES Cellules bronchiques -0.0874 0.0345 0.1142
q [0,08-0,55] [-0,25-0,21] [-0,10-0,33]

Tableau 11 : Concordance inter observateurs

5. Délai déceés-autopsie

Le test U de Mann-Whitney met en évidence I'absence de différence significative entre

le groupe AM et le groupe ANM concernant le délai déces/autopsie (p=0,1268).
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DISCUSSION

Les données de la littérature suggérent que les AQP ont un rdle essentiel dans plu-
sieurs mécanismes physiopathologiques, notamment dans I'asphyxie. Notre étude n’a
pas mis en évidence de différence significative s’agissant de I'immunomarquage par
les anticorps anti AQP1, 4 et 5 au niveau pulmonaire. Cependant, nous observons un
marquage proportionnellement plus intense des pneumocytes par I'’Anticorps anti

AQPS5 dans le groupe ANM comparativement au groupe AM.

Dans notre description morphologique, nous avons constaté que les signes classiques
d’AM, tels que 'emphyséme sous pleural et interstitiel ou 'emphyséme alvéolaire aigu,
sont également présents dans une certaine proportion dans le groupe ANM. Ceci peut
s’expliquer par la difficulté d’établir une cause de déces dans des situations ou le dé-
terminisme mortel est plurifactoriel. Il est ainsi parfois difficile voir impossible de caté-
goriser un décés comme étant une AM ou une ANM lorsque sont confrontées les don-
nées d’enquéte, autopsiques, anatomopathologiques et toxicologiques. Ainsi des lé-
sions microscopiques témoins d’une part mécanique dans la survenue de I'asphyxie
aigue peuvent représenter un phénomene agonique lors d’une intoxication par
exemple, dont il est difficile de déterminer la part de responsabilité dans la survenue
du déces. Les signes histopathologiques classiques d’asphyxie ne sont donc pas suf-
fisamment spéecifiques pour différencier une AM d’'une ANM, d’ou l'importance de dé-

terminer d’autres outils diagnostics différentiels.
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Notre postulat initial était que les patterns d’expression pulmonaire des AQP pouvaient
étre différents entre des situations d’AM ou d’ANM. En effet, des études ont mis en
évidence une modification de I'expression des AQP pulmonaires dans diverses situa-
tions pathologiques, d’'une part, dans un contexte de pathologies pulmonaires chro-
nigues, pour exemple, ’AQP1 dans la fibrose pulmonaire idiopathique (44) ou a proxi-
mité des adénocarcinomes pulmonaires et mésothéliomes (45), d’autre part, lors de
lésions pulmonaires induites artificiellement par intubation et ventilation pulmonaire

artificielle (39,46,47).

A partir de modeles murins, Vassiliou AG. et al. ont étudié I'expression pulmonaire des
AQP1, 4,5 et 9 a I'échelle transcriptomique et immunohistochimique apres avoir induit
un SDRA. Le SDRA est une forme tres sévére de défaillance pulmonaire aigué
(cedéme pulmonaire Iésionnel), consécutive de I'atteinte de la membrane alvéolo-ca-
pillaire (48,49). Cette atteinte est secondaire a une réaction inflammatoire d’origine
pulmonaire ou extra-pulmonaire (par exemple : une septicémie ou l'inhalation de subs-
tances toxiques). La principale caractéristique physiopathologique du SDRA est une
augmentation de la perméabilité alvéolo-capillaire pulmonaire qui induit la libération de
cytokines et la genése d’'un dommage alvéolaire diffus. Les auteurs ont reproduit dif-
férents mécanismes de SDRA, certains altérant préférentiellement les cellules épithé-
liales alvéolaires (instillation intratrachéale d’Acide Chlorhydrique et ventilation méca-
nigue), d’autres altérant a la fois les cellules endothéliales et alvéolaires (instillation
intratrachéale de LPS). Le LPS est responsable d’'une apoptose accrue des cellules
endothéliales induisant un afflux de macrophages alvéolaires (50). L’expression des
AQP a été évaluée par RT-PCR et IHC. L’expression de 'AQP1 reste inchangée dans

les trois modeles, l'expression de I'AQP4 diminue dans les modéles ciblant
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principalement I'épithélium alvéolaire, tandis que I'expression de I' AQP5 diminue dans
le modéle ciblant a la fois I'endothélium et I'épithélium alvéolaire (39). Les lésions pul-
monaires induites par la ventilation mécanique, ciblant I'épithélium alvéolaire, peuvent
étre comparées a des lésions d’AM. Concernant 'AQP4, cette étude est concordante
avec la notre ou l'intensité de 'immunomarquage par I'anticorps anti AQP4 semble
proportionnellement plus modérée sur les pneumocytes du groupe AM par rapport au
groupe ANM. Les résultats concernant '’AQP5 sont eux différents des notres. Cepen-
dant cette comparaison est a envisager avec précaution car ces travaux correspondent
a des modeles murins, qu'il s’agit de lésions pulmonaires induites artificiellement, ob-
servées sur plusieurs jours, alors que le délai de survenue d’'une AM dans notre étude
est court. On peut ainsi émettre I'hypothése que la physiopathologie differe entre ces
situations expérimentales et les situations médico-légales. Cependant, dans plusieurs
situations d’ANM (par exemple toxiques ou infectieuses), la durée d’agonie peut étre
plus longue, parfois de plusieurs heures et rejoindre ainsi les conditions expérimen-

tales sus-citées.

A notre connaissance seule I'étude de Wang Q. et al. a auparavant cherché a mettre
en évidence une expression difféerentielle des AQP pulmonaires entre des sujets dé-
cédés d’'une AM et d’'une ANM. Cette étude a comparé I'expression intrapulmonaire
de 'AQP1 et TAQPS5 par IHC mais aussi par biologie moléculaire (PCR), entre des
sujets décédés d’'une AM (comportant des cas d’étouffements de type « smothering »,
« choking » et de strangulations) et des sujets décédés d’'une ANM (comportant des
cas de lésions cérébrales et de mort subite d’origine cardiaque). D’un point de vue
moléculaire, cette étude a démontré de facon statistiguement significative la suppres-

sion de l'expression de 'AQP5, dans le groupe AM par rapport au groupe ANM. Du
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point de vue immunohistochimique, dans le groupe AM, 'anticorps anti AQP5 présen-
tait un faible marquage des pneumocytes de type | tandis que pour les cas d’ANM un
immunomarquage intense des pneumocytes était observé. Ceci est en accord avec
notre étude ou I'on observe une majorité de cas ayant un marquage faible des pneu-
mocytes par I'anticorps anti-AQP5 dans le groupe AM alors que dans le groupe ANM
une majorité de cas présente un marquage modéré ou intense. Cependant, dans le
groupe AM de cette étude, ’AQP5 marquait plus fréiguemment des agrégats et des
fragments granulaires au sein des espaces alvéolaires, correspondant a un produit de
dégradation pneumocytaire, comparativement au groupe ANM.

Le marquage des cellules endothéliales par ’AQP1 était sensiblement le méme dans
les cas d’AM et d’ANM (35). Dans notre étude, s’agissant de I'expression de 'AQP1,
le groupe ANM présentait une proportion plus élevée de cellules endothéliales mar-
guée par rapport au groupe AM. Cette différence pour 'AQP1 peut s’expliquer par le
fait que les auteurs ont exclu les pathologies pulmonaires préexistantes, mais ne men-
tionnent pas I'exclusion de cas ayant bénéficié des manceuvres réanimatoires. De
plus, dans cette étude, il N’y a pas de sujet décédé par asphyxie secondaire a une
noyade, situation qui représente plus de la moitié des sujets composant notre groupe
AM (58%). Enfin, contrairement aux auteurs de cette étude, nous avons réalisé une
guantification globale du marquage des pneumocytes, comprenant le marquage des
pneumocytes solidaires de la paroi alvéolaire et celui des pneumocytes détachés dans

la lumiere alvéolaire.

Les AQP exprimées aux niveaux pulmonaire, rénal et cérébral ont été étudiées dans
les noyades en eau douce et en eau salée. Au niveau pulmonaire, une de ces études

a mis en évidence de facon significative une suppression de I'expression de 'AQP5
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par RT-PCR sur des poumons de sujets décédés d’'une asphyxie aigue par noyade en
eau douce contrairement aux sujets décédés d’une asphyxie secondaire a une noyade
en eau salée ou a d’autres causes d’asphyxies (chocs hémorragiques, intoxications
aigués au monoxyde de carbone, strangulation, lacération du tronc cérébral, intoxica-
tion aigué au chloroforme, et hémorragie méningée). Ceci est en accord avec notre
étude qui présente, pour 'ensemble des cas de noyades, toutes en eau douce, un
marquage et une quantification faibles, voire absents, des pneumocytes par I'anticorps
anti-AQPS5 alors que ce marquage est modéré ou intense dans le groupe ANM. Les
auteurs interprétent ce résultat comme une inhibition, par I'eau hypotonique, de I'ex-
pression de 'AQPS5 dans les cellules épithéliales alvéolaires de type | afin de prévenir
’hémodilution (36). A contrario, 'eau de mer, hypertonique, stimule I'expression de
'AQPS5, expression régulée par I' HIF-1 a. Ainsi, Beiyun Zhou et al. ont démontré que
I'expression de 'AQPS5 en situation d’induction hypertonique est régulée en partie par
la transcription de I’ HIF-1 a (51). Il s’agit d’'un facteur de transcription qui intervient
dans les réponses adaptatives aux changements d'oxygénation des tissus. L’'HIF1-a
est par ailleurs exprimé dans les vaisseaux pulmonaires de la grande majorité des

sujets décédés par asphyxie mécanique (19).

Au niveau rénal, Jun-Ling An et al. ont montré que I'expression immunohistochimique
de 'AQP2 intrarénale au niveau de la membrane plasmique apicale des canaux col-
lecteurs était significativement augmentée chez les sujets décédes par noyade en eau
salée contrairement aux sujets décedes par noyade en eau douce ou décédés d’une
asphyxie non mécanique. De plus, I'expression de 'AQP-2 était significativement plus
basse dans le groupe décédé par noyade en eau douce que dans le groupe témoin.

L’expression de 'AQP1 et 4 n’était en revanche pas modifiée significativement (38).
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La noyade en eau douce entraine un transfert d’eau hypotonique de la lumiére alvéo-
laire vers la lumiére vasculaire, entrainant une hypervolémie, une hémodilution, une
hémolyse et une diminution des électrolytes sériques. De la méme facon que 'AQP5
au niveau pulmonaire, une diminution de I'expression rénale de 'AQP2 au niveau de
la membrane plasmique immédiatement aprés ce stress hypotonique peut constituer
un mécanisme de protection limitant I'entrée d'eau dans la cellule, réduisant ainsi le
gonflement cellulaire et I'hémodilution.

Au niveau cérébral, ce méme auteur a également constaté au cours d’'une autre étude,
gue les astrocytes présentaient un marquage immunohistochimique significativement
plus élevé de 'AQP4 dans les cas de décés par noyade en eau douce, par rapport aux
noyades en eau salée et au groupe contrble (déces par asphyxie non mécanique). De
plus, 'AQP4 était significativement moins exprimée chez les sujets décédés par
noyade en eau salée que le groupe contrble. Les auteurs avancent I’hypothése d’'un
mécanisme protecteur pour prévenir la rétraction des astrocytes en limitant la sortie
de l'eau intracellulaire lors d’'un stress hypertonique ou inversement s’il s’agit d’un
stress hypotonique (37).

Ces différentes études suggerent donc que l'expression des AQP, notamment les
AQP2, 4 et 5 au niveau pulmonaire mais aussi rénal et cérébral, peut étre régulée de
facon immédiate et différentielle entre deux situations particulieres d’asphyxie aigué
gue sont la noyade en eau douce et en eau salée.

Ainsi, la différence d’osmolarité au niveau de la barriere alvéolo-capillaire influencerait

I'expression des AQP pulmonaires.
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La segmentation de notre population d’étude en AM et ANM ne serait donc pas la plus
pertinente pour I'étude des AQP et la mise en évidence d’une éventuelle expression

différentielle.

Une autre hypothese pouvant expliquer 'absence de différence significative d’expres-
sion des AQP pulmonaires entre les AM et ANM dans notre étude, serait le réle mineur
des AQP dans les mécanismes physiologiques pulmonaires concernés (26,52,53).
Des modéles murins knock-out pour les AQP1 et 4 mais aussi pour 'AQP5 ont permis
d’étudier cette hypothese. Les résultats obtenus semblent démontrer le role trés limité
des AQP dans la physiologie du transport des fluides des voies aériennes dans des
conditions physiologiques normales mais aussi en réponse a des lésions pulmonaires
induites telles qu’une ventilation rapide avec de l'air sec (54,55). L’étude de Verkman
AS et al. suggere que les mouvements des fluides, physiologiques ou soumis a un
stress, sont nettement supérieurs dans le rein ou les glandes salivaires, ou les aqua-
porines sont absolument nécessaires a leur fonctionnement normal. Les taux de trans-
port de fluide sensiblement plus faibles dans les voies respiratoires, la plévre et les
poumons que dans les épithéliums rénal et sécrétoire peuvent expliquer le manque

apparent de signification fonctionnelle des AQP sur ces sites (26).

A noter par ailleurs que I'observation dans notre étude d’'un marquage endothélial par

I'AQP4 n’a jamais été rapportée dans la littérature.

Notre travail présente plusieurs limites parmi lesquelles : de petits effectifs, une con-
cordance inter-observateurs faible ou modérée, un délai déces-autopsie s’étendant

jusqu’a 4 jours et la méthode de constitution de nos groupes AM et ANM.
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La concordance inter-observateurs est Iégére & modérée, s’agissant de l'intensité et
de la quantification de 'immunomarquage et nulle a faible pour la topographie de I'im-
munomarquage. L’hétérogénéité du marquage au sein des prélevements - pouvant
étre expliquée par leur nature post mortem et I'autolyse débutante inhérente a celle-
ci- a pu étre responsable de ce manque de concordance inter-observateurs. La con-
cordance particulierement faible s’agissant de la topographie du marquage releve du

caractere subjectif du critere lui-méme.

L’autolyse tissulaire présente de fagon proportionnelle avec le délai déces-autopsie a
pu limiter la qualité de I'HC. Bien que 'immunomarquage était net et sans bruit de
fond, une certaine hétérogénéité de quelques cas était parfois observée au sein d’un
prélevement. En effet, un délai décés-autopsie trop important peut rendre I'analyse
des tissus difficile, bien que cela dépende également d’autres facteurs comme les con-
ditions de conservation du corps. La décomposition humaine est un processus biolo-
gique et chimique complexe qui implique l'interaction d'un large éventail d'enzymes,
de bactéries, de champignons et de protozoaires, qui fonctionnent chacun dans un
environnement optimal. Aprés le déces, la privation en oxygéne entraine une autolyse
puis une putréfaction. La température et I'humidité seraient les variables influant le
plus sur le processus de décomposition. D’autres variables telles que les insectes, les
vétements, le pH du sol, les traumatismes pré mortem , la taille du corps, le sexe, I'age,
la taille, I'exposition au soleil et les précipitations ont également un impact significatif
sur la progression de la décomposition humaine (56-58). Lesnikova I. et al. ont ob-
servé que sur des échantillons tissulaires de sujets décédés avec un intervalle post
mortem de 1 a 3 jours, I' étude immunohistochimique était bien conservée avec divers

anticorps (CKAE1, S100, vimentin et CD45), alors que les échantillons tissulaires de
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sujets décédés avec un intervalle post mortem plus long présentaient une diminution
de l'intensité de 'immunomarquage (59). De plus, des conditions de fixation non opti-
males des tissus, en particulier par une quantité de formol insuffisante ou encore une
surfixation (délai de conservation dans le formol trop long) peuvent nuire a la qualité
de 'HC (60-62). Toutefois dans notre étude, nous avons observé que les immuno-
marquages étaient majoritairement nets sans artefact de type bruit de fond et seule
une hétérogénéité de 'immunomarquage était parfois observée.

De plus, nous avons statistiquement prouvé que le délai décés-autopsie était compa-

rable entre les groupes AM et ANM, ce qui a permis leur comparaison.

Nous avancons I'hypothése que I'absence de patterns différentiels d’expression pul-
monaire des AQP1, 4 et 5 dans notre étude résulte notamment de I'hétérogénéité des
mécanismes physiopathologiques au sein méme des sous-groupes.

En effet, déterminer la cause du déces et en particulier établir s’il s’agit d’'une AM ou
d’'une ANM s’est révélé difficile dans un certain nombre de cas. Pour exemple, les
asphyxies avec participation toxique, ou l'effet des toxiques (drogues, alcool, médica-
ments) est assujetti a une tolérance propre a chaque individu. Le seuil mortel peut
varier d’un individu a l'autre, suivant le toxique en cause (63). Par exemple, le seuil de
tolérance des opioides métabolisés par le Cytochrome P450 (enzyme exprimée dans
le foie) peut étre diminué par une maladie hépatique. Des interactions graves peuvent
egalement se produire entre différents toxiques et substances psychoactives, comme
par exemple le fentanyl associé a la cocaine, I'héroine et I'alcool. Sur le plan pharma-
codynamique, le fentanyl et I'alcool exercent une action dépressive synergique sur le
systeme cardio-circulatoire, tandis que la cocaine généere une stimulation du systeme

cardio-circulatoire a l'origine d’'une vasoconstriction des arteres et d’une arythmie
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cardiaque hyperkinétique. En outre, la consommation d'alcool et de fentanyl peut po-
tentialiser les effets secondaires produits sur le systeme nerveux tels que la somno-
lence, les vertiges, les étourdissements, les difficultés de concentration et l'altération
de la pensée et du jugement. Dans les cas graves, une hypotension artérielle, une
détresse respiratoire, un évanouissement, un coma ou méme le décés peuvent surve-

nir (64).

La dichotomie AM et ANM est parfois difficile a appliquer comme le met en évidence
la difficulté a établir une classification consensuelle des asphyxies. La noyade et la
pendaison en sont de bons exemples. Concernant la noyade, plusieurs mécanismes
physiopathologiques sont & envisager. D’une part, il y a la noyade vraie, soit par sub-
mersion inaugurale soit par syncope inaugurale d’origine traumatique (nageur heurté),
médicale (épilepsie, malaise hypoglycémique, syncope d’origine cardiaque) ou thermo
différentielle, avec pénétration de liquide dans les voies aériennes. D’autre part il y a
la mort subite en milieu hydrique dont I'étiologie peut étre cardiovasculaire, réflexe ou
thermo différentielle. Le dosage du strontium et la recherche de diatomées permettent
d’aider a différencier ces deux mécanismes (65). Dans notre étude, les sujets décédés
d’'une asphyxie secondaire a une noyade présentaient un dosage sanguin du stron-
tium en faveur ou compatible avec une noyade vraie. Pour un seul sujet, le dosage
sanguin du strontium n’a pas éteé réalisé, toutefois aucune autre cause de déces ne
pouvait étre avanceée et I'étiologie d’'une noyade vraie était ainsi retenue.

La pendaison peut également faire intervenir plusieurs mécanismes physiopatholo-
giques pouvant associer une obstruction mécanique des voies aériennes supérieures,
résultant de la poussée de la base de la langue contre le toit du pharynx, de I'écrase-

ment du larynx ou de la trachée, a un étirement du sinus carotidien avec arrét
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cardiaque réflexe, & une compression des carotides et des veines jugulaires (plus ra-
rement des artéres vertébrales) responsables d’'une hypoxie cérébrale. La moelle épi-

niere cervicale peut également, dans certains cas, étre lésée (1,66,67).
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’implication judiciaire d’un diagnostic d’asphyxie mécanique ou non mécanique né-
cessite de disposer d’un outil diagnostic étiologique fiable et précis pour le patholo-
giste.

Dans notre étude, nous ne mettons pas en évidence d’expression pulmonaire des AQP
significativement différente entre AM et ANM. Une analyse transcriptomique et immu-
nohistochimique réalisée sur de plus grands effectifs pourrait permettre de pallier a
I'hétérogénéité des sous-groupes. L’étude de I'expression des AQP dans d’autres or-
ganes (le rein par exemple) ou leur implication dans I'équilibre osmotique est plus im-
portante pourrait également étre informative quant a leur régulation au cours des dif-

férentes situations d’asphyxie.
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