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RESUME

Introduction : Le SARS-CoV2 est un virus de la famille des Coronavirus responsable de la
COVID-19. Les premiers symptomes sont majoritairement respiratoires mais il existe des
symptémes neurologiques centraux et périphériques. Le virus a déja été mis en évidence
dans le SNC par l'intermédiaire de la protéine Spike qui lui permet de pénétrer dans les
cellules via le récepteur de 'ACE2. Le passage du SARS-CoV2 dans le SNC pourrait se
faire par voie rétrograde ou hématogene et notamment via les organes circumventriculaires.
L'’hypothalamus a un réle central dans la régulation neuroendocrine et il existe des pre-
mieres descriptions cliniques de désordres de I'axe hypothalamo-hypophysaires dans le
cadre de la COVID-19. L'identification de lésions hypothalamiques chez des patients décé-
dés de la COVID-19 pourrait permettre d’expliquer ces désordres.

Méthodes : Les tissus cérébraux de quatre patients décédés de la COVID-19 ont été pré-
levés dans le cadre de la cohorte LICORNE. Ceux de deux patients contrbles décédés en
réanimation ont été étudiés dans le cadre de la collection Lille Neurobank. Les cerveaux ont
été fixés en Formol puis étudiés en IRM 3T. Les hypothalamus ont été prélevés et deux
d’entre eux ont été étudiés en IRM 7T. Nous avons réalisé une étude en IHC sur les encé-
phales et une étude en IF sur les hypothalamus.

Résultats : L'étude des encéphales a montré pour les quatre patients infectés des Iésions
de nature vasculaire sans localisation préférentielle et d’intensité variable (microhémorra-
gies, hématome, lacune de type | ou Il et hémorragie méningée). Chez I'un des patients il
existait une vascularite granulomateuse accompagnant une angiopathie amyloide pure. Il
n’a pas été montré de Iésion histologique récurrente de la région hypothalamique. LACE2
était exprimée par I'épithélium des plexus choroides, la paroi des vaisseaux non fenétrés et
les cellules gliales et neuronales. Il existait également une immunoréactivité pour la protéine
Spike dans la région hypothalamique pour trois des PI.

Conclusion: Cette étude préliminaire a montré des lésions vasculaires cérébrales chez des
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patients décédés de la COVID-19 d’intensités variées pouvant réaliser un tableau de critical
illness associated microbleed. Elle rapporte pour la premiere fois a notre connaissance le
cas d’'un patient décédé d’une vascularite granulomateuse compliquant une angiopathie
amyloide et faisant suite a une infection par le SARS-CoV2. Nous avons confirmé I'expres-

sion d’ACE2 dans la région hypothalamique, qui pourrait étre une zone de passage du virus.



INTRODUCTION

l. Généralités sur le Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-

CoV2)

1.1. Les Coronavirus

La famille des Coronavirus est une famille de virus connue depuis 1965 caractérisée
par la présence d’'une Glycoprotéine S capsulaire correspondant a la protéine Spike (ou
protéine S), qui lui donne un aspect en couronne en microscopie électronique (Figure 1).
Elle est liée a une glycoprotéine transmembranaire (ou protéine M) qui a pour réle de stabi-

liser la capsule (1). Il s'agit de virus a acide ribonucléique (ARN) simple brin positif dont le

brin d’ARN est associé a une nucléocapside (ou protéine N) de forme hélicoidale (Figure 2)

(2).

Figure 1 : Image négative d’un grand nombre de virions du SARS obtenue par microscopie
électronique a transmission a partir d'un isolat de culture tissulaire. Les protéines S sont
pointées par les fleches noires (photo issue de la bibliothéque d’'images de santé publique des
Centres pour le contrdle et la prévention des maladies) (3).
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Figure 2 : Schéma de la structure du SARS-CoV2. (Esakandari et al (2)).

Il existe quatre sous familles de Coronavirus : alpha, béta, gamma et delta. Ce sont
les virus appartenant aux groupes alpha et béta qui sont contaminants pour les mammiféres
dont 'Homme alors que ceux des groupes gamma et delta sont infectants principalement
pour les oiseaux. Parmi les Coronavirus touchant les mammiféres il semble que ce soit les
virus du groupe béta qui soient responsables d’infections sévéres. Les deux virus les plus
représentatifs de ce groupe sont le Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
(SARS-CoV) apparu en 2002 - 2003 et le Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus

(MERS-CoV) apparu en 2012 (2,4).

.2.  Le SARS-CoV2

Un cluster de patients atteints d’une infection pulmonaire sévere d’étiologie inconnue
a été rapporté pour la premiére fois en Décembre 2019 dans la région de Wuhan en Chine.
Tres vite la source de cette infection est apparue comme étant un virus du groupe béta de

la famille des Coronavirus initialement appelé 2019-nCoV puis renommé SARS-CoV2 suite



a sa ressemblance génétique avec le SARS-CoV. Ce virus est responsable de la Coronavi-
rus Disease 2019 (COVID-19) et s’est trés rapidement répandu sur 'ensemble du globe au
point que I'état de pandémie mondiale ait été déclaré par 'Organisation Mondiale de la

Santé le 11 Mars 2020 (5,6).

[l. Diffusion du SARS-CoV2

I1.L1. Transmission interhumaine

Le mécanisme principal de transmission interhumaine du SARS-CoV2 semble étre
la contamination par I'inhalation de gouttelettes et d’aérosols de patients infectés et par le

biais de surfaces inertes contaminées (7).

[I.2. L’Enzyme de Conversion de I'Angiotensine 2 (ACE2)

Une fois inhalé ou ingéré, le virus va cibler les cellules exprimant TACE2 a leur sur-
face. UACE2 est le récepteur principal de la protéine S. Elle est exprimée dans de nombreux
tissus comme ceux du poumon (pneumocytes de type | et ) et le tube digestif mais aussi
dans les vaisseaux (endothélium et paroi musculaire lisse), le rein et le systéme nerveux
central (SNC) (cellules gliales et neurones) (8-11).

L'ACE2 est associée a une protéine transmembranaire : la Transmembrane Protéi-
nase Serine 2 (TMPRSS2) qui serait nécessaire a I'invasion de la cellule hote par le virus
en favorisant le clivage de la protéine S et la fusion de la capsule du virus avec la membrane
cytoplasmique de la cellule cible (Figure 3) (12,13).

D’autres récepteurs seraient également susceptibles de permettre la pénétration du
virus dans I'organisme comme la Cathepsine L, CD147, la Neuropilin-1 ou la Basigin. La
Cathepsine L qui est présente dans la microglie et la Neuropilin-1 dans les cellules endo-

théliales (14).



[I.3. Reéplication virale

Une fois que le virus a pénétré la cellule héte, la protéine S est clivée et TARN est
libéré dans le cytoplasme. Il va alors étre partiellement traduit par les ribosomes de la cellule
infectée en de nouvelles protéines virales afin de former avec le réticulum endoplasmique
un complexe de « réplication-transcription ». Dans ce complexe, 'ARN simple brin positif
est ensuite copié par 'ARN Polymérase virale :

e Soit en ARN simple brin négatif pour qu’il serve de matrice et puisse étre de nouveau
transcrit en ARN simple brin positif.

e Soit en séquences d’ARN de plus petite taille dites « subgénomiques » qui codent
pour des protéines virales de structures

L’ARN positif ainsi transcrit sera incorporé dans une nouvelle capside issue de la
traduction des ARN subgénomiques pour former un nouveau virion (15-17).

Les virions vont former des corps d’inclusions intracytoplasmiques et vont finir par étre

libérés suite a la lyse de la cellule infectée (Figure 3).
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Figure 3 : Schéma des mécanismes d’entrée du SARS-CoV2 dans une cellule héte et des
mécanismes de réplication virale. +gRNA : ARN simple brin positif ; RTC : complexe de « répli-
cation-transcription » ; ER : réticulum endoplasmique ; -gRNA : ARN simple brin négatif ; sgRNA :
ARN sub-génomique. (Hopfer et al) (17).

1. Les symptomes liés a l'infection par le SARS-CoV2

La COVID-19 est responsable d’une grande variété de symptdémes qui peuvent s’ex-

pliquer par la large distribution du récepteur de ’'ACE2 dans I'organisme.

ll.1. Les symptémes non neurologiques

Les symptbmes les plus fréquents au diagnostic sont les symptomes respiratoires
représentés en premier lieu par la toux et la dyspnée, et les signes généraux avec I'hyper-
thermie, la fatigue et les myalgies. De fagon non exceptionnelle les patients peuvent pré-

senter une symptomatologie digestive sous la forme de douleurs abdominales, diarrhées
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et/ou vomissements. Il est aussi frequemment décrit des symptdmes touchant la sphere
ORL a type d’'odynophagies, de rhinorrhées ou d’otalgies (18,19).

L’évolution de la maladie peut se faire vers la guérison ou vers I'aggravation des
symptomes notamment respiratoires avec I'apparition d’'une dyspnée voire d’'une détresse
respiratoire. Dans les formes les plus sévéres les patients peuvent présenter une
coagulation intravasculaire disséminée (CIVD), un syndrome d’activation macrophagique et
I'atteinte pulmonaire peut évoluer vers le Syndrome de Détresse Respiratoire Aigué (SDRA)

et la fibrose pulmonaire.

ll.2. Les symptémes neurologiques

De nombreux symptémes neurologiques ont été décrits chez les patients atteints du
SARS-CoV2 avec une incidence de 26 a 56% selon les articles et le stade de la maladie
(18,20,21). D’une part il existe des atteintes neurologiques périphériques avec au premier
plan des lésions des nerfs périphériques, des racines (syndrome de Guillain Barré) et les
nerfs craniens (contribuant a 'anosmie et 'agueusie). Cliniquement ces atteintes se tradui-
sent par des névralgies faciales et ou des déficits moteurs périphériques (22—-24). D’autre
part il existe des atteintes neurologiques centrales a type de céphalées, vertiges, déficits
sensitivo-moteurs, troubles de conscience ou crises épileptiques. Ces symptdmes sont par-
fois liés a des accidents vasculaires cérébraux (AVC) ou a des thromboses veineuses céré-
brales. De plus certains patients présentent un échec de sevrage de la ventilation méca-
nique malgré une amélioration de I'atteinte pulmonaire qui pourrait étre du a une dysfonction

centrale des fonctions respiratoires (10,14,21,25-29).

V. Eléments de physiopathologie de I'infection par SARS-CoV2

Les patients atteints de la COVID-19 ont une augmentation importante du fibrinogéne,
des D-Dimeéres et des cytokines pro-inflammatoires qui sont associées a un état pro-coagu-

lant pouvant aller jusque la CIVD et aboutir au décés du patient (30). Pour expliquer l'orage



cytokinique et les Iésions vasculaires décrites dans les infections au SARS-Cov2, il faut

combiner plusieurs mécanismes.

IV.1. Les Iésions vasculaires

IV.1l.a. Endothéliopathie

Le virus pénétre les vaisseaux via 'ACE2 qui est exprimée sur les cellules endothé-
liales et les cellules musculaires lisses des parois vasculaires et va engendrer les Iésions
endothéliales (30,31). Ces Iésions aboutissent a une dysfonction endothéliale et a un état
pro-coagulant avec une surexpression du facteur de Von-Willebrand (VWF) et du Facteur
VIII (FVIII) et une faible diminution de I'expression de I'A Disintegrin And Metalloprotease
with ThromboSpondin type 1 repeats (ADAMTS 13) le tout pouvant aboutir & une augmen-

tation du risque thrombotique avec I'activation de I'agrégation plaquettaire (32).

IV.1.b. Thromboses

Les thromboses veineuses profondes sont les thromboses les plus fréquemment re-
trouvées. Elles peuvent étre liées a une activation localisée de I'agrégation plaquettaire, ou
a une activation systémique généralisée, secondairement a l'inflammation et aux Iésions
endothéliales (30,33).

Des thromboses artérielles considérées comme rares dans les pathologies infec-
tieuses sont décrites dans l'infection par SARS-CoV2 et semblent associées a la Béta 2

Glycoprotéine ou a des anticorps de type lupique tels que les Anti-cardiolipines (30,34, 35).

IV.2. Etat inflammatoire et orage cytokinique

L'orage cytokinique est dU a une surproduction de cytokines pro-inflammatoires et a
une activation excessive du systéme immunitaire en réponse a une infection. Il a été mis en

évidence chez des patients qui présentaient des formes graves de COVID-19. Il favoriserait



I'évolution des lésions pulmonaires vers un SDRA ainsi que I'apparition de lésions multivis-
cérales séveres (36).

En effet, au début de I'infection, pour limiter la propagation du virus dans I'organisme,
il existe une activation du systéme immunitaire inné et des lymphocytes T (LT) CD4+ et
CD8+ associée a une production de cytokines pro-inflammatoires comme ['Interleukine-2
(IL-2), IL-6, IL-8, IL-10, I'Interféron- y (IFN- y), le Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), le Gra-
nulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) et le Monocyte Chemoattractant Protein-1
(MCP-1). Ces cytokines recrutent d’autres leucocytes de I'immunité innée et adaptative.
Cette activation doit normalement étre contre balancée par I'activation de lymphocytes T
régulateurs et la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (37). Or dans les formes graves
de COVID-19, il peut exister une lymphopénie prédominant sur les lymphocytes T et notam-
ment les T régulateurs, associée a une neutrophilie qui pourrait étre a I'origine de la préva-
lence de I'orage cytokinique. L'infection par SARS-CoV2 dérégule donc le fonctionnement
du systéme immunitaire (37-39).

Il existe plusieurs hypothéses pour expliquer la lymphopénie : une destruction directe
des LT par le virus via I'expression de 'ACE2 ; une consommation du réservoir T suite a
l'intensité de l'inflammation et la production de lymphocytes T épuisés ; la destruction des
organes hématopoiétiques par le virus (36,40). Secondairement a I'état inflammatoire il est
observé une augmentation du fibrinogéne qui pourrait lui aussi augmenter le risque de

thrombose (Figure 4) (41).
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Iv.3. ACE2

LACE2 est impliquée dans la régulation du systéme Rénine-Angiotensine-
Aldostérone (SRAA). L'angiotensinogene, produit par le foie, est clivé en Angiotensine 1 par
la rénine.

L’ACE et 'ACEZ2 sont des enzymes distinctes :

- L'enzyme de Conversion de [I'Angiotensine (ACE), physiologiqguement, clive
’Angiotensine 1 en Angiotensine 2. L'Angiotensine 2 a un rdle hypertensif et pro-
inflammatoire.

- L'ACEZ2 a l'inverse a physiologiquement pour réle de diminuer la concentration en
Angiotensine 2 en hydrolysant ’Angiotensine 1 en Ang (1-9)) et 'Angiotensine 2 en
Ang (1-7) (2,42). Ang (1-9) et Ang (1-7) vont tous deux avoir un effet vasodilatateur
et anti-inflammatoire via les récepteurs Mas (Figure 5) (43,44).

Le SARS-CoV2 en se fixant sur TACE2 est donc responsable d’'un déséquilibre du
rapport Angiotensine1/Angiotensine 2. Par la diminution de I'expression d’ACE2 il y a une
augmentation de la concentration en Angiotensine 2 et une diminution de la synthése d’Ang
(1-9) et Ang (1-7). L'infection par SARS-CoV2 a donc un effet pro-inflammatoire avec une
augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL1, I'lL-6, et le
TNF et un effet vasoconstricteur. L'état pro-inflammatoire et la vasoconstriction aboutissent
a un état pro-coagulant. Ces données sont similaires chez les souris ACE2-knock-out chez
qui il existe des dysfonctionnements endothéliaux et une augmentation des cytokines pro-

inflammatoires (30,31,45,46).
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V. SARS-CoV2 et SNC

V.1. Détection

La présence du virus dans le SNC a été mise en évidence par la détection soit de
protéines virales par techniques d’'immunohistochimie ou immunofluorescence, soit de

I'ARN virale par RT-PCR ou enfin par étude en microscopie électronique (10,14,47).

V.2. Hypothéses des mécanismes d’'entrée dans le SNC

V.2.a. La voie rétrograde

La contamination par le virus se ferait majoritairement par voie respiratoire : les pre-
miers symptdmes neurologiques classiquement déclarés sont I'anosmie et I'agueusie. Il en
résulte 'hypothése selon laquelle il y pourrait y avoir dés le premier contact avec le virus
une infection des cellules sustentaculaires du neuroépithélium olfactif suivi d’'un transport
rétrograde par les axones depuis le nerf olfactif jusqu’au cortex entorhinal en passant par le
bulbe olfactif. Le virus se propagerait ensuite vers le cortex cérébral. Le lobe frontal pourrait
aussi étre touché par diffusion directe du SARS-CoV2 de par sa proximité anatomique avec

le bulbe olfactif (25,48-50).

V.2.b. La voie hématogéne

L’endothélium et les cellules musculaires lisses des parois vasculaires expriment
'ACE2 et peuvent donc étre infectés par le virus. Il s’ensuivrait des lésions endothéliales
aboutissant a une rupture de la barriere hémato-encéphalique (BHE). De plus l'infection par
SARS-CoV2 induirait un état pro-inflammatoire du tissu cérébral qui pourrait également étre
a l'origine d’une dysfonction de la BHE (vasodilatation et une perte de la perméabilité capil-
laire). Il n’est néanmoins pas mis en évidence d’ARN viral en Reverse Transcriptase Po-

lymerase Chain Reaction (RT-PCR) dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) et en cas de
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positivité elle correspondrait a une contamination sanguine chez des patients avec une vi-

rémie positive (46,48,51,52).

V.2.c. Les organes circumventriculaires (OCV)

Ce sont des structures cérébrales neuroendocrines proches du troisieme et du qua-
trieme ventricule. Dans ces régions I'endothélium des capillaires est de type fenétré, con-
trairement a 'endothélium continu de la majeure partie du systéme nerveux. A ce niveau la
barriére entre sang et tissus nerveux est assurée grace a des cellules épendymaires et
gliales (les tanycytes) qui vont capter les signaux chimiques présents dans la circulation
générale et les transmettre aux cellules neuronales (53,54). Les OCV sont au nombre de
quatre chez 'Homme : I'organe vasculaire de la lame tectale, 'organe subfornical, I'area
postrema et 'éminence médiane (EM) de I'hypothalamus (55). Or I’hypothalamus exprime
le récepteur de 'ACE2 et posséde d’étroites connexions avec le bulbe olfactif (48,49). Il est
donc possible que le SARS-CoV2 pénéetre dans le SNC via le bulbe olfactif de par la per-

meéabilité plus grande des OCV.

V.2.d. Les leucocytes

La derniére hypothése est celle du « cheval de Troie » : le virus infecterait des leu-

cocytes a distance du SNC et pénétrerait secondairement dans le cerveau (10,49).

VI. Lésions macroscopiques et histologiques cérébrales de patients décédés de

la COVID-19

Les Iésions histologiques cérébrales chez des patients décédés de la COVID-19 peu-

vent étre divisées en trois catégories :

VI.1. Les Iésions vasculaires
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Selon les différents auteurs, on retrouve des hémorragies pouvant étre périvascu-
laires ou intra-parenchymateuses, juxta-corticales ou prédominant dans la substance
blanche (SB) et pouvant aller de la microhémorragie a 'hnématome avec un cas décrit de
Critical lllness Microbleed (CRAM). En fonction des cas elles peuvent prédominer dans le
cortex frontal, le thalamus, le corps calleux, le cervelet ou le tronc cérébral ou étre non
systématisées (56-60). |l est également décrit des cas d’hémorragies sous-arach-
noidiennes (61).

Il existe en outre des lésions ischémiques sous formes d’infarctus ou de foyers
d’'ischémie, associées ou non a des microthrombi et/ou a des lésions endothéliales et/ou
des vaisseaux momifiés (14,51,56,58,59,61-65).

Il est enfin évoqué des extravasations périvasculaires d’hématies et des élargisse-

ments des espaces clairs périvasculaires (ECPV) avec sidérophages (57,64).

VI.2. Les Iésions inflammatoires

Dans la majorité des cas il est décrit des infiltrats inflammatoires de LT a prédomi-
nance périvasculaires parfois associés a une infiltration de la méninge (52,58-60,62,64).

Il semble aussi exister frequemment une activation de la microglie avec parfois des
nodules microgliaux ou une neuronophagie (14,51,58,59,64,65). Une gliose astrocytaire ré-

actionnelle s’y associerait.

VI.3. Signes de souffrance cérébrale

Des signes de souffrance cérébrale sont décrits dés 'examen macroscopique avec
un cedéme cérébral, des signes d’engagement et une décoloration de la SB et de la subs-
tance grise (SG) (59,62-65).

Microscopiquement il est décrit des Iésions de dommage axonal associées a un
cedéme du neuropile et un élargissement des ECPV (63).

Dans les régions cérébrales les plus touchées il existe des secteurs de démyélinisation
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pouvant aller jusqu’a des descriptions radiologiques d’Encéphalomyélite Aigué Disséminée
(ADEM) (66,67).

Enfin dans de rares cas il est décrit la présence d’une « glie d’Alzheimer de type 2 »,
neurones sombres ischémiques dans le secteur CA1 du cortex hippocampique, des oligo-
dendrocytes apoptotiques et dans un cas la présence de mégacaryocytes extramédullaires

(14,59,61,62,64) ;

VIl.  COVID-19 et hypothalamus

Comme expliqué précédemment les OCV et notamment la région hypothalamique
expriment ACE2 et sont une porte d’entrée potentielle du SARS-CoV2 dans le SNC et pour-

raient étre endommagés suite a I'infection (68,69).

VII.1. L’axe hypothalamo-hypophysaire

L’activité des neurones de I'hypothalamus est régulée par une boucle de rétrocontrdle
selon la concentration sanguine en hormones provenant des organes endocrines
périphériques. En réponse, ils régulent la concentration en neurohormones afin de
permettre a l'organisme de rester dans un état d’homéostasie. Les neurohormones
hypothalamiques sont libérées dans un premier réseau capillaire via 'éminence médiane
puis vont circuler dans le systeme porte hypophysaire jusque I'antéhypophyse qui va lui-
méme sécréter dans la circulation générale d’autres hormones qui vont moduler la sécrétion
endocrine périphérique.

Ainsi une baisse de la concentration hormonale dans la circulation générale est
susceptible d’entrainer une augmentation de la production d’hormones hypothalamo-
hypophysaires. A I'inverse une augmentation de la sécrétion endocrine périphérique est
susceptible de causer une diminution de la production d’hormones hypothalamo-

hypophysaires par rétro-contréle négatif. Un rétro-contrble négatif a aussi lieu entre
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I'hypophyse et I'hnypothalamus (Figure 6).
Il existe cinq axes hypothalamo-hypophysaires principaux (tableau ).
e Gonadotrope avec un effet sur les organes sexuels ;
e Corticotrope avec un effet sur le cortex surrénalien ;
e Thyréotrope avec un effet sur la thyroide ;
e Lactotrope avec un effet sur la glande mammaire ;

e Somatotrope avec un effet global sur de nombreux organes.

Tableau | : Description des hormones de I’axe hypothalamo-hypophysaire (70).

Hormone . s
Axe hypothalamigue Hormone hypophysaire| Hormone périphérique
Gonadotropin- Z%"rlr%lgnsetl(rr:glgt)”;% Oestradiol,
Gonadotrope Releasing Hormone Luteinizing Hormone Progestérone et
(GnRH) g Testostérone
(LH)
. Corticotropin Releasing| Adrenocorticotropic :
ConfEiine Hormone (CRH) Hormone (ACTH) Cortisol
. : Tri-iodothyronine et
Thyréotrope Thyrotropin-Releasing Thyréostimuline (TSH) | Tétra-iodothyronine (T3
Hormone (TRH)
et T4)
Lactotrope Dopamma()—) et TRH Prolactine (PRL) /
Growth Hormone -
Somatotrope Releasing Hormone | Growth Hormone (GH) InFsulln-Illie Igr;"“l’th
(GHRH) actor-1 (IGF-1)

L'axe lactotrope est une exception car il est constamment inhibé par la Dopamine.
En cas de levée d’inhibition la PRL va directement agir sur la glande mammaire sans organe
effecteur périphérique (71,72).

VIl.2. La posthypophyse

Elle est aussi appelée neurohypophyse. Elle a une origine embryologique différente

de l'antéhypophyse et correspond davantage a un prolongement de I'hypothalamus. Con-
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trairement a I'antéhypophyse elle ne produit pas d’hormone mais stocke des neurohor-
mones produites par 'hypothalamus et principalement 'hormone antidiurétique (ADH) et

I'ocytocine (73).
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Figure 6 : Hormones hypothalamo-hypophysaires et leurs organes cibles (El Sayed et al)
(71)

VII.3. SARS-CoV2 et axe gonadotrope

Chez 'homme une diminution de la concentration sanguine en testostérone a été
montrée suite a une infection par le SARS-CoV2. Cette diminution serait proportionnelle a
la gravité de linfection (74,75). L'origine centrale ou périphérique de cet hypogonadisme
n’est pas résolue.

En effet les cellules de Leydig, les cellules de Sertoli et les spermatogonies expriment
ACE2 et TMPRSS2 et peuvent donc étre des cibles potentielles de I'infection (76). De plus
il a été décrit des cas d’orchites chez des patients décédés de la COVID-19 (77). Des études

ont montré une augmentation de la production de la LH et de la FSH parallélement a une
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diminution de la Testostérone faisant plutdét supposer une origine périphérique de I'hypogo-
nadisme (75,78,79). Une autre étude a en revanche montré une diminution de la concen-
tration sanguine en LH et FSH en paralléle d’'une diminution de la Testostérone allant a
I'encontre des études précédentes et suggérant une origine centrale a I’hypogonadisme par
une atteinte hypothalamique ou hypophysaire (80).

Moins d’études rapportent les liens entre COVID-19 et fertilité féminine. Les ovocytes
et les cellules de la granulosa expriment également ACE2 et pourraient donc étre infectés
par le virus (81). Dans une étude, les auteurs ont comparé la concentration en cestrogénes,
en hormone anti-mullerienne (AMH), en LH et en FSH chez des patientes infectées a des
patientes non infectées issues d’une base de données de patientes qui avaient déja eu des
tests de fertilité. |l a été mis en évidence une diminution significative de la concentration en
AMH chez les patientes infectées avec une augmentation en paralléle de la LH et de la FSH
mais sans diminution de la concentration en cestrogénes. Devant la normalité du taux d’ces-
trogénes les auteurs concluent que 'augmentation de la LH et de la FSH pourrait étre due
a des lésions centrales de I'axe hypothalamo-hypophysaire et la diminution de 'AMH serait

liée a une atteinte périphérique des cellules de la granulosa (82).

VIl.4. SARS-CoV2 et axe corticotrope

L’axe hypothalamo-hypophysaire a un réle dans I'équilibre de I'état inflammatoire de
I'organisme en modulant la sécrétion de CRH/ACTH/Cortisol en fonction de la concentration
sanguine en cytokines pro-inflammatoires et notamment en IL-6 (49). Une augmentation de
la concentration sanguine en ACTH et en Cortisol est donc attendue chez les patients at-
teints d’'un COVID-19 grave en réponse a l'orage cytokinique. Plusieurs études relatent
néanmoins des cas d’hypocorticisme central secondaire a une infection par le SARS-CoV2
(78,83-85).

Il existe plusieurs hypothéses a cet hypocorticisme. Le SARS-CoV (vague de 2002-

2003) est connu pour avoir des séquences d’acides-aminés trés semblables a celles de
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I'ACTH et il existe des réactions croisées entre les anticorps visant le virus et TACTH abou-
tissant une destruction de ’ACTH. En effet, TACTH est constitué de 39 acides aminés. Les
24 premiers sont responsables de l'activité stéroidogéne et sont constants. A l'inverse les
18 derniers sont treés variables entre les espéces et sont responsables de I'immunogénicité
de 'ACTH (86). Il est possible que le méme mécanisme se produise avec le SARS-CoV2
devant la ressemblance de génome entre les deux virus (87,88).

Une autre hypothese est 'apparition d’'un déficit en corticostéroides liée a une mala-
die grave ou critical illness-related corticosteroid insufficiency secondaire a une production
accrue lors de la réanimation de glucocorticoides. Ce déficit est responsable d’'une perte du
cycle nycthéméral et de l'interconnexion entre le cortex surrénalien et 'axe hypothalamo-
hypophysaire (78,89).

Enfin, une équipe rapporte des anomalies paralléles de production de PRL et ’ACTH
chez des patients COVID graves et non graves. Une autre équipe retrouve des anomalies
associées de production d’ACTH et de TSH chez un patient a distance de l'infection, laissant
supposer une atteinte centrale de I'axe hypothalamo-hypophysaire (83,90).

Il est toutefois important de noter que les études sur I'axe corticotrope sont difficiles
a mener. En effet la corticothérapie a forte dose est la principale thérapeutique de la COVID-

19 séveére, rendant difficile I'interprétation des dosages sanguins.

VII.5. SARS-CoV2 et axe thyréotrope

Les patients infectés par le SARS-CoV2 présentent plusieurs types d’atteinte de la
thyroide.

Tout d’abord des thyroidites aigués et subaigués associées a une thyrotoxicose pou-
vant évoluer secondairement vers I'’hypothyroidie ont été prouvées histologiquement dans
des séries autopsiques (87,91). Ces thyroidites évolueraient le plus souvent de fagon favo-
rable aprés la guérison de l'infection.

Chez certains patients il persiste une hypothyroidie qui pourrait étre due soit a des
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séquelles de I'atteinte thyroidiennes, soit a une atteinte centrale de I'axe hypothalamo-hy-
pophysaire par le virus entrainant une insuffisance hypophysaire puis thyroidienne (91,92).

Une autre atteinte thyroidienne des patients hospitalisés en réanimation est le syn-
drome euthyroidien ou syndrome de T3 basse. |l s’agit d’'un syndrome développé chez des
patients euthyroidiens hospitalisés en réanimation caractérisé par une diminution premiére
de la concentration plasmatique en T3 suivie d’'une diminution de la sécrétion de TSH. La
concentration sanguine en T4 reste a l'inverse dans les limites de la normale. La sévérité
de ce syndrome serait proportionnelle a la gravité de la pathologie sous-jacente et serait un
mécanisme adaptatif d’épargne énergétique. Son origine encore partiellement élucidée se-
rait multifactorielle avec I'implication de I'orage cytokinique et de la concentration sanguine
en IL-6 (93). Plusieurs études ont montré ce syndrome chez des patients présentant des
formes graves de la COVID-19 (92,94).

Min Chen et al ont évalué la fonction thyroidienne chez 50 patients hospitalisés a la
suite d’'une infection a SARS-CoV2 et I'ont comparée a celles de patients témoins sains et
de patients témoins hospitalisés pour une affection respiratoire de méme gravité mais non
lice a la COVID-19. Dans cette série 34 % des patients infectés par le SARS-CoV2 présen-
taient une diminution isolée de la TSH, significativement différente du groupe contréle. Selon
les auteurs, cette diminution ne serait pas uniquement due a un syndrome euthyroidien, et
il pourrait s’agir d’'un effet viral direct sur les cellules de I'axe hypothalamo-hypophysaire

(95).

VII.6. SARS-CoV2 et axe lactotrope

A notre connaissance seul I'article de Wei Ting Gu et al rapporte des anomalies con-

comitantes de production de la PRL et de ’ACTH (83).

VIL.7. SARS-CoV2 et axe somatotrope

Une faible concentration sanguine en IGF1 et potentiellement en GH pourrait étre de
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mauvais pronostic chez les patients présentant une forme sévére de COVID 19 (96). De
plus, il est décrit une résistance a la GH des récepteurs périphériques chez des patients
hospitalisés en soins intensifs, ce qui pourrait expliquer une baisse de la concentration en
IGF1 chez ces patients (97).

A notre connaissance, il n'existe pas d’études sur I'impact du SARS-CoV2 sur I'axe
somatotrope.

Lan Wei et al s’étaient intéressés aux modifications histologiques de I'hypophyse
chez des patients décédés des suites d’'une infection par le SARS-CoV et avaient montré
par immunohistochimie une diminution du nombre de cellules exprimant la GH, la TSH et

'ACTH pouvant laisser supposer un méme effet du SARS-CoV2 sur 'hypophyse (98).

VI.8. SARS-CoV2 et ADH

Le Syndrome de Sécrétion inapproprié en ADH (SIADH) est caractérisé par une hy-
ponatrémie euvolémique associée a une hypo-osmolalité plasmatique et une hyper-osmo-
lalité urinaire secondaire a une sécrétion excessive d’ADH (99). Ce syndrome est décrit
chez de nombreux patients infectés par le SARS-CoV2, soit comme seule manifestation de
la maladie, soit associée aux symptdmes habituels (100-103). Deux hypothéses principales
sont émises concernant I'étiologie du SIADH.

La premiére implique un relargage d’ADH secondairement a I'orage cytokinique et
notamment a I'lL-6 (104). Cette idée est soutenue par une relation inverse entre la concen-
tration sanguine en IL-6 et en sodium chez des patients COVID-19 et par le fait que le SIADH
ne soit pas uniquement causé par le SARS-CoV2 mais aussi par d’autres affections pulmo-
naires (105,106).

Une autre hypothése est que le SIADH pourrait étre lié a une atteinte de I'organe
subfornical. En effet cet organe joue un réle de sensor de signaux impliqués dans la régu-
lation de la tension artérielle et des fonctions cardiovasculaires. Selon un modéle d’orga-

noide, il établirait des connexions synaptiques avec les noyaux paraventriculaires et supra-
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optiques de I'hypothalamus qui sont responsables de la sécrétion en ADH. L’'organe subfor-
nical et 'hypothalamus pourraient voir leur fonctionnement perturbé par une perte neuronale

a médiation virale ou par la neuro-inflammation (107).

VIIl. Synthése et objectifs

La large distribution d’ACE2 dans les cellules de I'organisme permet au SARS-CoV2
d’infecter de nombreux organes. La COVID-19 est donc a l'origine de symptémes variés
avec notamment des atteintes neurologiques périphériques ou centrales fréquentes. Les
|ésions cérébrales sont variées avec notamment des AVC et de thromboses veineuses cé-
rébrales. De plus de récentes études cliniques mettent en évidence des altérations de I'ho-
méostasie des hormones régulées par I'axe hypothalamo-hypophysaire. La physiopatholo-
gie de ces anomalies est mal connue et il existe peu de données dans la littérature.

Différentes techniques ont déja montré la présence du SARS-CoV2 dans le SNC. |
existe plusieurs hypothéses quant au passage du virus dans le SNC avec en particulier la
voie hématogéne via les OCV dont la région hypothalamique fait partie.

L'étude de I'encéphale de patients décédés de la COVID-19 dans plusieurs séries
autopsiques a retrouvé des lésions histologiques majoritairement de nature vasculaire ou
inflammatoire. Cependant a notre connaissance aucune équipe ne s’est intéressée a la
morphologie de la région hypothalamique chez des patients décédés de la COVID-19.

Nous nous sommes proposeés de réaliser une etude morphologique histologique et
radiologique de I'encéphale et de I'’hypothalamus de patients décédés de la COVID-19 en
les comparant avec ceux de patients controles décédés en réanimation. Les objectifs étaient
(1) de décrire les lésions encéphaliques présentes chez ces patients (2) d’étudier plus pré-

cisément les potentielles Iésions de la région hypothalamique.
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PATIENTS ET METHODES

Patients

De Mai a Décembre 2020, une autopsie compléte a été réalisée chez quatre patients
décédés des suites d’une infection par le SARS-CoV2 au Centre Hospitalier Universitaire
de Lille. L'infection été confirmée au minimum par une RT-PCR nasopharyngée. L'utilisation
des tissus a été approuvée dans le cadre la cohorte Lille Coronavirus Network (DC 2020-
3980).

Les contrbles sont issus des organes et du cerveau de deux patients non infectés
par le virus, décédés au décours d’'une hospitalisation en Réanimation et fournis par le
centre de ressources biologiques francgais certifié de Lille (Neurobank Lille DC-2008-642).

Une déclaration a la Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés (CNIL)

(déclaration numéro MAR21-947) a été faite concernant l'utilisation des données cliniques.

Les données cliniques des patients sont résumeées dans le tableau Il.

I.1.  Patient infecté n°1 (PI1)

Il s’agit d'un homme de 63 ans au seul antécédent d’hypothyroidie supplémentée
dans un contexte de maladie de Basedow. Son seul facteur de risque vasculaire était une
obésité de grade 1 avec un IMC a 30,4 kg/m?. Il était autonome pour toutes les activités de
la vie quotidienne.

Ses premiers symptomes consistaient en un syndrome pseudo-grippal. A J7 du début
des symptomes, il a présenté une détresse respiratoire le motivant a consulter aux
Urgences. En raison d’une dégradation respiratoire, il a été transféré en Réanimation a J8
ou il a bénéficié d’'une intubation oro-trachéale (IOT). Le diagnostic de pneumopathie

hypoxémiante a SARS-CoV2 était confirmé par RT-PCR. De J14 a J27 il bénéficiait de la
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pose d’'une Extracorporeal Membrane Oxygenation (ECMOQO) veino-veineuse. A J27 le
scanner thoracique montrait une atteinte supérieure a 75 % du volume du parenchyme
pulmonaire. L’hospitalisation en réanimation s’est compliquée de plusieurs épisodes de
sepsis et de chocs septiques nécessitant plusieurs lignes d’antibiothérapie ainsi que d’'une
insuffisance rénale aigué anurique requérant la mise en place d’'une hémodialyse. A J36 des
premiers symptomes la RT-PCR SARS-CoV2 sur une aspiration trachéo-bronchique était
négative.

A l'arrét des sédations a J44, le patient ne présentait pas de signes d’éveil. Le tracé de
I'électroencéphalogramme (EEG) réalisé dans ce contexte était artéfacté et mal organisé,
globalement ralenti mais asymétrique en amplitude avec des anomalies plus marquées a
gauche sans activité épileptiforme. Il n’était pas réalisé d'imagerie cérébrale.

A J47 des premiers symptémes, il décédait d’'une défaillance multi-viscérale.

L'autopsie était réalisée apres un délai post-mortem de 45h.

I.2.  Patient infecté n°2 (PI2)

Il s’agit d’'un homme de 82 ans. Ses principaux antécédents étaient marqués par une
angiopathie amyloide sporadique Abéta (5 mois avant le décés, son MMS était a 28/30),
une neuropathie sensitive des quatre membres prédominants aux membres inférieurs
(d’étiologie inconnue), une fibrillation atriale ayant bénéficié d’'une fermeture de l'auricule
gauche et un adénome prostatique. Ses facteurs de risque vasculaires étaient une
hypertension artérielle traitée (HTA), un surpoids (IMC a 28kg/m?) et un tabagisme sevré
depuis 1976 évalué a 20 Paquets-Années (PA). Son traitement a domicile comportait
SOTALOL, TELMISARTAN, LAMOTRIGINE, ALFUZOSINE et DUTASTERIDE. Cing mois
avant le déces il était autonome pour les activités élémentaires et élaborées de la vie
quotidienne.

Une RT-PCR nasopharyngée était réalisée au décours d’un épisode d’hyperthermie et
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d’altération de I'état général associé a une prostatite aigué et revenait positive au SARS-
CoV2. Au cours des semaines suivantes le patient a présenté une aggravation progressive
de son état neurologique a type de troubles de la marche avec chutes et de troubles
phasiques. A J60 de la RT-PCR il était hospitalisé en service de Neurologie Conventionnelle.
Le scanner cérébral montrait de multiples Iésions ischémiques punctiformes disséminées
associées a des hémorragies sous arachnoidiennes bilatérales. L'IRM cérébrale confirmait
ces observations. L'EEG réalisé dans le méme temps retrouvait un aspect
d’encéphalopathie non spécifique.

A J64, il a de nouveau présenté une aggravation de son état neurologique avec
'apparition d’'une obnubilation. Le scanner cérébral retrouvait alors une majoration en taille
et en nombre des hémorragies méningées fronto-pariéto-temporales a prédominance
supérieure avec apparition de dépots hématiques déclives au sein des cornes occipitales
ventriculaires.

Le patient est décédé a J67 de sa RT-PCR positive dans les suites d’'une majoration
de ses troubles de la vigilance.

L'autopsie était réalisée aprés un délai post-mortem de 96h.

I.3.  Patient infecté n°3 (PI3)

Il s’agit d’'une femme de 63 ans. Son principal antécédent était une granulomatose
avec polyangéite avec atteinte rénale, neurologique centrale, ORL et ophtalmique. Son seul
facteur de risque vasculaire était une hypertension artérielle traitée. Son traitement a
domicile comportait du RITUXIMAB, de TATOVAQUONE, du PERINDOPRIL, de I'ACIDE
ACETYLSALICYLIQUE, du LATANOPROST et de 'TESOMEPRAZOLE.

Ses premiers symptdomes consistaient en un syndrome pseudo-grippal avec anosmie,
agueusie et diarrhées. Une premiére RT-PCR SARS-CoV2 nasopharyngée revenait positive
a J2 du début des symptémes. A J20 un premier scanner thoracique était réalisé et montrait

des condensations pulmonaires des segments 3 et 6 droits en verre dépoli. A J25 elle était
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hospitalisée en service conventionnel pour dyspnée. Le scanner thoracique de contrdle
retrouvait une atteinte pulmonaire estimée de 25 a 50 % du parenchyme. A J32 elle a
présenté une dégradation respiratoire motivant son transfert en Réanimation. Elle a
bénéficié d’'une IOT a J44, date de la derniére RT-PCR nasopharyngée positive au SARS-
CoV2.

Le séjour en réanimation a été marqué par une aspergillose pulmonaire invasive. A J54
elle conservait une virémie SARS-CoV2 positive.

A J57 du premier symptdme la patiente est décédée d’'un choc septique dans un contexte
d’hypoxémie réfractaire.

L'autopsie était réalisée aprés un délai post-mortem de 17h.

I.4.  Patient infecté n°4 (Pl4)

Il s’agit d’'un homme de 59 ans. Ses seuls antécédents étaient une HTA traitée, une
obésité de grade 1 (IMC a 30,0kg/m?) et un tabagisme sevré en 2016 (estimé a 30 PA). Son
traitement a domicile comportait triple thérapie anti-hypertensive.

Sa premiére RT-PCR SARS-CoV2 nasopharyngée positive était réalisée aprés un
contage. Il est admis en service conventionnel a J7 de la PCR suite a I'apparition d’'une
dyspnée avec oxygéno-requérance. Il est transféré en réanimation a J28 au décours d’'une
dégradation respiratoire. |l a bénéficié d’'une IOT a J33.

Le séjour en réanimation était marqué par un choc septique, une aspergillose
pulmonaire invasive, une rhabdomyolyse sévére compliquée d’une insuffisance rénale
aigué nécessitant des séances d’épuration extrarénale continue, et une réactivation des
virus d’Epstein-Barr (EBV) et Cytomégalovirus (CMV). A J63, une amélioration sur le plan
respiratoire a permis une levée des sédations. |l n’a pas présenté de signes d’éveil au
décours. L'EEG réalisé dans ce contexte montrait un tracé de souffrance cérébrale diffuse,
réactif aux stimulations nociceptives. L'IRM cérébrale mettait en évidence de multiples

lésions hémorragiques infra et supratentorielles associées a des lésions ischémiques
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éparses et une hémorragie sous arachnoidienne de faible abondance, le tout faisant
évoquer une vascularite ou une atteinte secondaire a une coagulopathie.

A J73 il ne présentait plus de virémie a SARS-CoV2. A J74 de la premiere RT-PCR
positive le patient est décédé d’'un choc septique sur translocation digestive sur iléite dans
un contexte de coma profond irrémédiable.

L'autopsie était réalisée aprés un délai post-mortem de 24h.

I.5.  Patient contréle n°1 (PC1)

Il s’agit d’'un homme de 69 ans. Ses antécédents étaient une artériopathie oblitérante
des membres inférieurs (AOMI) et de glaucome chronique. Ses facteurs de risque
vasculaire étaient un diabéte de type 2 insulino-requérant, une HTA traitée, une obésité de
grade 1 (IMC a 31,0kg/m?). Son traitement a domicile comportait du SPIRONOLACTONE,
de I'INSULINE GLARGINE (dite «insuline lente »), de la METFORMINE, de la
GABAPENTINE et l'association BUDESONIDE + FORMOTEROL en inhalation. |l était
autonome pour les activités de la vie quotidienne.

Il a été hospitalisé service de médecine conventionnelle pour la prise en charge pour la
prise en charge d'un sepsis a point de départ urinaire suspecté. Il existait un doute sur
I'existence d’'une hémopathie. La RT-PCR nasopharyngée réalisée a I'entrée était négative
pour le SARS-CoV2. Le sondage a demeure était traumatique et a I'origine de la formation
d’'un urinome secondairement infecté évoluant vers une gangréne de Fournier. Dans ce
cadre il était transféré en Réanimation a J12 de son hospitalisation. Au décours de
I'hospitalisation il a présenté une fluctuation de son état de conscience avec une premiére
IRM cérébrale mettant en évidence une atrophie cortico-sous-corticale diffuse. Il a présenté
une pneumopathie d’inhalation nécessitant un IOT a J21 de l'hospitalisation. A J29 il
présentait un retard d'éveil avec un EEG montrant un tracé évocateur d'une
encéphalopathie métabolique non spécifique. A J34 une nouvelle IRM cérébrale montrait

des Iésions ischémiques récentes sus et sous tentorielles associées a quelques lésions
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hémorragiques sur un probable mécanisme embolique. A J35 un EEG retrouvait une
souffrance cérébrale diffuse aréactive non spécifique aggravée par rapport au précédent
tracé. En parallele le patient a présenté une nécrose de verge prise en charge
chirurgicalement et de multiples ulcérations cutanées et masses spléniques et pulmonaires
faisant évoquer soit un Pyoderma Gangrenosum, soit un processus infectieux. Au final,
I'étiologie du sepsis initial reste indéterminée et aucune hémopathie sous-jacente n'a pu
étre prouvée.
Il décédait a J39 du début de I'hospitalisation.

L'autopsie était réalisée aprés un délai post-mortem de 21h.

I.6.  Patient contréle n°2 (PC2)

Il s’agit d’'un homme de 62 ans. Ses principaux antécédents sont des accidents
vasculaires cérébraux ischémiques capsulo-ventriculaire et para-ventriculaire gauches en
2012 et 2017, une cardiopathie hypertensive et une cryptorchidie droite. Ses facteurs de
risque vasculaires sont une HTA traitée, une dyslipidémie, une intoxication tabagique
chronique (non quantifiée), une intoxication éthylique (déclarée a 10g par jour). Son IMC est
inconnu. Son traitement a domicile comportait du PERINDOPRIL, de TAMLODIPINE, de
FTURAPIDIL, de [I'ACEBUTOLOL, de [I'ACIDE ACETYLSALICYLIQUE et du
PANTOPRAZOLE. Il était sous curatelle et bénéficiait du passage d'un Infirmier Diplomé
d’Etat (IDE).

Il a été retrouvé en état de choc hémodynamique par son IDE, révélant une gangréne
de Fournier. Il est hospitalisé dans un centre hospitalier périphérique ou la prise en charge
a consisté en une IOT, une stabilisation de I'état hémodynamique, une prise en charge
chirurgicale de parage des tissus nécrotiques. Il est transféré le méme jour en réanimation
au CHU de Lille pour la réalisation d’'une oxygénothérapie hyperbare. Dans le méme temps,
la RT-PCR nasopharyngée a SARS-CoV2 revenait négative. Devant une évolution

défavorable, il bénéficie d’'une nouvelle prise en charge chirurgicale au cours de laquelle
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une néoplasie rectale été suspectée. Les sédations sont levées a partir de J7. Devant
'absence de signes d’éveil, des imageries cérébrales étaient réalisées, retrouvant des
Iésions ischémiques constituées semi-récentes bilatérales multi-territoriales et des lésions
ischémiques dans les territoires vertébro-basilaire et carotidiens (notamment |ésions
occipitales bilatérales, temporale droite, pariétale supérieure et pré-centrale gauche) ainsi
qu’une hyperdensité mésencéphalique.

A J25 devant la gravité de I'état clinique et I'absence de réveil il était décidé un arrét
des thérapeutiques. Le patient est décédé a J25 du début de I'hospitalisation et du début
des symptdmes.

L'autopsie était réalisée aprés un délai post-mortem de 19h.
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[l Modalités d’autopsie

Avant la réalisation de I'autopsie il était effectué une vérification systématique de I'ab-
sence de contre-indication Iégale a sa réalisation : absence d’obstacle médico-légal et in-
terrogation du Registre National des Refus.

Les autopsies étaient réalisées a la chambre mortuaire dans une salle dédiée avec
respect des normes sanitaires. Les opérateurs (deux anatomopathologistes seniors pour
les patients infectés et un senior et un interne pour les patients témoins) étaient munis des
équipements de protections individuels (gants anti-coupure, tablier jetable, manchettes je-
tables, masque, charlotte et lunettes) qui étaient renforcés pour les patients infectés (com-
binaisons entierement couvrantes et masques FFP3).

L’ensemble des organes et I'encéphale étaient prélevés pour tous les patients.

. Parcours des tissus

Immédiatement aprés avoir été prélevés, des fragments d'organes et de cortex
cérébral et cérébelleux étaient transmis en Virologie et en Bactériologie tandis que d’autres
échantillons étaient cryopréservés de facon systématique. Le reste des tissus était fixé en
formol a 4 % tamponné au minimum deux jours, a I'exception des encéphales qui étaient
fixés pendant une durée minimale d’un mois.

Les échantillons d'organes étaient inclus en paraffine et suivaient la procédure
usuelle de diagnostic des autopsies médico-scientifiques réalisées dans le service (Figure
7).

La prise en charge des tissus nerveux était plus complexe et il n’était pas possible
de la standardiser, du fait de I'étalement des prélévements dans le temps et de la grande
fragilité des tissus prélevés chez certains patients.

Pour P11, PI2 et PC2 I'hypothalamus était prélevé avant toute autre manipulation du

SNC pour étre pris en charge differemment du reste de I'encéphale (cf infra). Le reste de
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'encéphale était ensuite étudié en IRM 3 Tesla (3T) puis largement échantillonné et inclus
en blocs de paraffine.

Pour P13, P14 et PC1 I'hnypothalamus était laissé en place ce qui a permis d’étudier la

totalité de I'encéphale en IRM 3 Tesla. Les hémisphéres cérébraux et la fosse postérieure
sans I'hypothalamus étaient ensuite échantillonnés et inclus en blocs de paraffine. Les
hypothalamus ont en paralléle été analysés en IRM 7 Tesla (7T) pour les Pl4 et PC1 puis
congelés

La chronologie finale est résumée dans la Figure 8.

Déces

v

. Virologie
Prélévement - Bactériologie
organes + encéphales Congélation
Organes Encephales
Fixation courte Fixation longue

v

IRM 3T —| Prélévement

I Hypothalamus
. IRM 7T
Echantillonnage *
Congélation
Colorations Colorations
IHC IF
Analyses Analyses

Figure 7 : Logigramme de la prise en charge idéale des préléevements
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Fixation Congélation IRM 3T Prélevement
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Pl4 ; PC1

e —————
! ! ! ! !

Fixation IRM 3T IRM 7T Congélation Prélévement
hypothalamus cerveau

PI3

——————————

! ! ! !

Fixation IRM 3T Congélation Prélevement
hypothalamus cerveau

Figure 8 : Frises chronologiques du parcours des encéphales en fonction des patients

V. RT-PCR

Le SARS-CoV2 étant un virus a ARN la détection de son matériel génétique est faite
grace a une technique de RT-PCR. Une portion de 'ARN choisie par une amorce est dans
un premier temps rétro-transcrit en acide désoxyribonucléique (ADN) par une enzyme ap-
pelée la Transcriptase Inverse. Dans un second temps une deuxieme enzyme, 'ADN Poly-
mérase va catalyser la synthése d’'un second brin d’ADN complémentaire du premier brin
d’ADN pour obtenir un ADN double brin. Une technique de PCR classique est alors utilisée
afin de doubler la quantité d’ADN a chaque cycle en suivant successivement une étape de
dénaturation, d’hybridation et d’élongation. Des sondes spécifiques d’une séquence d’ADN

liées a un fluorophores permettent la détection de 'ADN amplifié en temps réel.

35



La RT-PCR post-mortem a été réalisée uniquement pour les patients infectés, sur
des échantillons non fixés de plusieurs organes et d’au moins un échantillon encéphalique.

Pour les patients infectés n°1 et 2 la recherche a été réalisée par une RT-PCR en

temps réel grace au kit RealStar® SARS-Cov2 RT-PCR kit 1,0 de la société Altona dont les
sondes détectent 'ARN spécifique de la lignée B-béta-coronavirus (géne E cible) et au
SARS-Cov2 (géne S cible)

Pour les patient infectés n°3 et 4 la recherche a été réalisée par une RT-PCR temps

réel, grace au kit de détection VIASURE SARS-Cov2 (régions ORF1ab et N géne) de la
société CerTest Biotec dont les sondes détectent 'ARN de deux régions spécifiques du
SARS-Cov2 : ORF1ab et le géne N.

Pour chaque kit les résultats ont été comparés a un témoin positif et a un témoin

négatif

V. Etudes radiologiques post-mortem

V.1. IRM3T

Les acquisitions ont été réalisées sur une IRM 3 Tesla Achieva TX sur les cerveaux
fixés par le formol 4 % tamponné et plongés dans de 'eau distillée dans un contenant en
plastique aprés avoir passé au moins 6 heures sous une cloche a vide pour limiter les arte-
facts dus aux bulles d’air.

Sur tous les cerveaux il a été réalisé une séquence 3DT1, 3DT2, FLAIR et SWI. Une
séquence DTI a été ajoutée sur les cerveaux entiers avec hypothalamus.

Les paramétres des séquences sont résumés dans le tableau lll ci-dessous.
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Tableau lll : Paramétres des séquences de I'IRM 3T.

——_Sequences FLAIR DTI 3D T1 EG 3D T2 ES Swi
Param étres
Voxel (mm) Tx1x1 2x2x 2 07x07x07|08x08x0,8 06x06x12
Séquence multi-écho
TE L0 395 89 53 269 53/11,5/17,7 /23,9
TR (ms) 5000 5300 11 2500 28
Angle de bascule 90° 78° 8° 90° 17°
Temps d'inversion 1650 ! ! ! !

V2. IRM7T

Les acquisitions ont été réalisées sur la micro-IRM 7 Tesla (Bruker, Biospec, Ettlin-

gen ; financée en 2007 dans le cadre du Contrat de Plan Etat-Région par le fond européen

de développement régional distribué a la région Nord-Pas de Calais). Une antenne émet-

trice -réceptrice de 72 mm de diamétre interne a été utilisée pour la réalisation des images.

Cette IRM étant initialement dédiée a I'étude du petit animal la taille maximale du

prélevement devait étre de 10 x 5 x 3 cm, raison pour laquelle seul I'hypothalamus a pu étre

etudié. Pour améliorer le contraste le prélévement était plongé dans un milieu hydrophobe

adapté a cet usage (Fomblin, Sigma-Aldrich) au cours des acquisitions.

En I'absence de recul sur I'impact du milieu hydrophobe et devant un risque théorique

d’échauffement des tissus secondaire a un temps d’acquisition long potentiellement délétére

pour la qualité des études histologiques il a été décidé de n’étudier que I'hypothalamus de

Pl4 et PC1.

Les parametres des séquences sont résumés dans le tableau IV ci-dessous.
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Tableau IV : Parameétres des séquences de I'IRM 7T.

Séquences . . : .
W Echo de spin (T2 « like ») Echo de gradient (T2%)
TR/TE (ms) 10000/ 17 350/ 10
NA (nombre d'average ou 6 16
d'excitation)
temps d'acquisition (min) 51 47
gpaisseur de coupe 0,5 mm jointif 1 mm jointif
FOV/Matrix (Field of view) 51,2 mm /512 51,2 mm /512
résolution spatiale dans le
plan de coupe (um) 100 100

V.3. Modalités d’interprétation

L'ensemble des images ont été interprétées par un unique radiologue expérimenté
(G.K).

Une microhémorragie était définie comme une hémorragie intra-parenchymateuse
de moins de 5 mm ; un hématome comme une hémorragie intra-parenchymateuse de plus
de 5 mm. Une lacune était définie comme une lésion ischémique de moins de 20 mm et un

infarctus comme une Iésion ischémique de plus de 20 mm.

VI. Particularités de la prise en charge des hypothalamus

Aprés avoir été fixés, les hypothalamus étaient plongés dans une solution de sucrose
a 25 % afin d’éviter la formation de cristaux de glace dans les tissus lors de la congélation.
En cas de passage dans du Fomblin (P14 et PC1), 'hypothalamus était dans un premier
temps rincé dans une solution tampon (Tris Buffered saline ; TBS).

lls étaient ensuite placés dans le milieu d’enrobage (Optimal Cutting Temperature
OCT) afin d’'améliorer I'orientation des tissus pour la coupe. L’hypothalamus enrobé était
alors congelé a -80°C. Il était ensuite coupé au cryostat en coupes de 20 um d’épaisseur
qui étaient toutes successivement récupérées sur lame de verre avant d’étre colorées ou

étudiées en immunofluorescence.
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VIl.  Technigues histologiques

VII.1. Les préléevements

Les organes ont été échantillonnés de facon systématique selon les protocoles
habituels du laboratoire.

En ce qui concerne I'encéphale, pour tous les patients les régions étudiées ont été
au moins : le bulbe olfactif, le lobe frontal (aire de Brodmann 10 (BA 10) ; BA 8-9 et BA 4),
le lobe pariétal (BA 39 ou BA 40), le pdle et le rebord inférieur du lobe temporal (BA 38 et
BA 20-21), le lobe occipital (BA 18, BA 17 ou BA 19), l'insula, le corps calleux, le noyau
caudé, le pallidum, le thalamus, I'hippocampe, le mésencéphale, le cervelet (hémisphéres
et noyau dentelé) et la protubérance. D’autres zones ont également été explorées en

fonction des particularités de chaque patient.

VIl.2. Les colorations

Les colorations ont été faites soit sur bloc de paraffine soit sur bloc de tissus fixés
puis congelés.

Les blocs de paraffine ont été coupés au microtome en coupes de 3 ym d’épaisseur.

Les coupes ont été étalées sur lames de verre puis séchées avant d’étre colorées
dans un premier temps par ’'Hémalun-Erythrosine-Safran (HES). En fonction des premiéres
données morphologiques des colorations complémentaires ont été réalisées pour compléter
le diagnostic.

Les différentes colorations et techniques sont décrites dans le tableau V ci-dessous
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Tableau V : Caractéristiques des colorations utilisées.

Nom Réactifs Technique Objectif
HES Hen&f'?&éﬂﬁ:ER) Coloration sur Coloration cyto-
y 'automate SAKURA| architecturale
Safran
Luxol fast blue . Coloration des
Luxol Carbonate de lithium ?T?Ia%rf:ﬁg gaines de myéline
Crésyl violet en bleu
Ferrocyanure
Perls Acide Chlorhydrique Coloration sur Coloration du fer

Rouge nucléaire |l'automate SAKURA| ferrique en bleu

Hémalun Coloration sur Coloration de la
Rouge Congo Rouge Congo "'automate BSS substance
NaCl/NaOH ROCHE/VENTANA [amyloide en rouge

VII.3. Etudes immunohistochimiques (IHC)

Les techniques immunohistochimiques ont été faites par un automate Benchmark
Ultra (Roche Ventana, ville d’origine, Meylan, France). Dans un premier temps les blocs de
paraffine étaient coupés au microtome en coupes de 4 um d’épaisseur. Celles-ci étaient
déposées sur lame puis déparaffinées du xyléne. Pour faciliter la détection de I'antigéne par
I'anticorps primaire, les sites de fixation antigéniques étaient démasqués soit par chaleur
(CC1), soit par méthode enzymatique (Protéase 3) afin de casser les ponts méthyléne dont
la formation est due a la fixation par le formol. Les lames étaient ensuite incubées a 37 C°
avec I'anticorps primaire pendant une durée variant selon I'anticorps. L’anticorps secondaire
était revélé par méthode enzymatique utilisant des polyméres de peroxydase de raifort et la

diaminobenzidine (DAB). Enfin les lames étaient contre-colorées par ’'hématoxyline.
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Tableau VI : Résumé des caractéristiques des IHC utilisées

Nom Clone Fabriquant | Dilution Hote Demasquage Incubation
BA4 6F/3D Dako 1/20 Souris cc1 64 min
Ventana L . .
CD138 B-A38 Roche prédilué Souris CC1 32 min
CD20 L26 Bio SB 1/150 Souris CC1 32 min
CD3 LN10 Leica 1/100 Souris CC1 32 min
CD&8 KP1 Dako 1/250 Souris CcC1 20 min
cmy | CCRZEPP 1 pako 1/40 Souris cc 40 min
LMP1 CS1-4 Dako 1/100 Souris CC1 32 min
NF 2F11 Dako 1/50 Souris CC1 32 min
Olig2 EP112 Epitomics 1/1000 Lapin CC1 32 min
Prion 12F10 SPI BIO 1/200 Souris CcC1 32 min
3/P62 LCK |Bioscience . .
P62 LIGAND s 1/50 Souris CC1 60 min
Synaptoph | op 4 ventana | 4iiue Lapin cct 32 min
ysine Roche
Synucléine LB509 Invitrogen 1/100 Souris CC1 + P3 32 min
Thermo . .
TAU ATS8 Scientif & 1/250 Souris CC1 32 min
TDP43 Poly Proteintech| 1/1500 Lapin ccC1 20 min

Légende : BA4 : Béta-amyloide4 qui reconnait préférentiellement les peptides Ap40 et AR42 ;
CD : Cluster de Différenciation ; CMV : Cytomégalovirus ; LMP1 : Latent Membrane Protein-1 ;
NF : neurofilaments ; TAU : protéine TAU Phospho-PHF-tau pSer202/Thr205 (AT8) ; TDP43 :
TAR DNA-Binding Protein 43 ; Olig2 : facteur de transcription exprimé par les oligodendrocytes

VIl.4. Etudes en immunofluorescence (IF)

Toutes les études en IF ont été réalisées manuellement en collaboration avec

'équipe « Development & Plasticity of the Neuroendocrine Brain » de l'unité Inserm UMR-
S 1172 du CHU de Lille.

L'immunofluorescence a été réalisée sur des tissus fixés puis congelés et coupés en

coupes de 20 um d’épaisseur et étalées sur lames en verre. Pour faciliter la fixation des

anticorps primaires les épitopes étaient démasqués par incubation a 70°C des lames dans
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du TBS. On procédait ensuite a une étape de blocage pour minimiser les liaisons non spé-
cifiques par le sérum non immun d’un animal de la méme espéce que I'un de ceux ayant
produit 'un des anticorps secondaires (en I'occurrence I'ane), dilué dans du TBS - Triton.
Plusieurs anticorps primaires différents pouvaient étre mis sur la méme coupe (incubation a
4°C 48h). Les anticorps primaires étaient rincés en TBS puis les lames étaient incubées
avec les anticorps secondaires (fournisseur : ThermoFisher pour la protéine S et ACE2 et
Jackson Laboratoires pour IBA1) 2 heures a température ambiante. Les lames étaient rin-
cées puis contre-colorées au DAPI (fournisseur : Sigma). Enfin afin d’atténuer I'auto fluo-

rescence des tissus, les lames étaient traitées au Noir Soudan (108,109).

Tableau VIl : Résumé des caractéristiques des anticorps primaires

Anticorps Clone Fabriquant Dilution Hote

Protéine .
Spike GTX632604 GeneTex 1/200 Souris
ACE2 ab15348 Abcam 1/200 Lapin
IBA-1 ab5076 Abcam 1/200 Chévre

Légende : IBA-1 : lonized calcium binding adaptor molecule 1

VIll. Modalités d’interprétation des résultats

VIIl.1. Définition des lésions histologiques

Afin d’uniformiser l'interprétation des Iésions vasculaires en radiologie et histologie,
les seuils de taille utilisés par les Neuroradiologues étaient privilégiés pour la définition des
microhémorragies, hématomes, lacunes et infarctus (cf supra) :

On distinguait deux sous-types de lacunes :
e Le type | qui correspondait a des ischémies anciennes ;
e Le type Il & des cicatrices cavitaires de microhémorragies anciennes.

Un espace clair périvasculaire était défini par une cavité claire arrondie autour d’une
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artére, de morphologie normale, tapissée d’'un revétement pial qui revét physiologiquement

I'adventice du vaisseau (110).

VIIl.2. Recherche de Iésions neurodégénératives

Du fait de I'age des patients il nous avait semblé essentiel d’étudier les lésions neu-
rodégenératives associées.

L’étude de la protéine TAU avait pour but de mettre en évidence des agrégats de
neurofibrilles TAU phosphorylées dans les neurones (dégénérescences neurofibrillaires
(DNF)), dans les dendrites (neuropil threads), et dans les axones (couronne des plaques
séniles). En cas de mis en évidence de telles Iésions il était réalisé une évaluation de l'in-
tensité des dépoéts selon les stades de Braak (6 stades).

L'expression de BA4 dans la paroi des vaisseaux méningés et corticaux superficiels
faisait évoquer le diagnostic d’angiopathie amyloide. Le dépdét extracellulaire de peptide AR
pouvait étre focal en plaque (cceur des plaques séniles) ou diffus. En cas de mise en évi-
dence de dépbts focaux I'étude de leur localisation menait a I'élaboration d’'une phase de
Thal (5 phases).

Pour TDP 43, un marquage cytoplasmique était considéré comme positif alors qu’un
marquage nucléaire diffus correspondait a un marquage physiologique

Pour la Synucléine la présence d’agrégats intracellulaires neuronaux ou gliaux était
considérée comme positive.

Pour la P62 un marquage dense intracytoplasmique était considéré comme positif.

VIII.3. Interprétation des IHC

Pour CD3, CD20, CD68 et CD138 un marquage membranaire était considéré comme
positif. Pour le Prion une accumulation diffuse extracellulaire était considérée comme posi-
tive. Pour le Neurofilament une perte de I'architecture en fins filaments des axones était

considérée comme pathologique. Pour CMV un marquage d’une inclusion intranucléaire
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était considéré comme positif. Pour LMP1 et la Synaptophysine un marquage cytoplasmique
était considéré comme positif. Pour Olig2 un marquage du noyau était considéré comme

positif.

VIIl.4. Interprétation des IF

Pour ACE2 et la protéine Spike, une fluorescence de n’importe quelle structure cel-
lulaire était considérée comme positive.
L’anticorps anti-IBA-1 marquait le cytoplasme des cellules microgliales ou macropha-

giques.

RESULTATS

Microbiologie

.1. RT-PCR SARS-CoV2

Tous les résultats sauf pour PI3 étaient négatifs.

Pour PI1 la RT-PCR a la recherche du SARS-CoV2 a été faite sur le myocarde,
'épanchement péricardique, le contenu trachéo-bronchique, le parenchyme pulmonaire,
I'épanchement pleural, un ganglion lymphatique médiastinal, la thyroide, le rein, le foie, l'in-
testin gréle, le rectum, les lobes frontaux et temporaux et le cervelet. Pour toutes ces loca-
lisations la recherche était négative.

Pour P12 la RT-PCR a la recherche du SARS-CoV2 a été faite sur le myocarde, la
trachée, les bronches, le parenchyme pulmonaire, le rein, le foie et le cerveau. Pour toutes
ces localisations la recherche était négative.

Pour PI3 la RT-PCR a la recherche du SARS-CoV2 a été réalisée sur le myocarde,
I'épanchement péricardique, I'écouvillonnage trachéal, la bronche, le liquide de lavage bron-

cho-alvéolaire (LBA), le parenchyme pulmonaire, des ganglions lymphatiques, le rein, le foie,
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la rate, I'intestin, les selles, les lobes frontaux et temporaux et le cortex cérébelleux. Pour
toutes ces localisations la recherche de SARS-CoV2 était positive. L'étude macroscopique
des prélévements en virologie précisait la présence d’'une contamination sanguine dans
toutes les localisations sauf dans les selles et le LBA.

Pour P14 la RT-PCR a la recherche du SARS-CoV2 a été faite sur le myocarde, la
trachée, la bronche, le parenchyme pulmonaire, le rectum et le lobe frontal. Pour toutes ces

localisations la recherche était négative.

I.2.  Autres études en Virologie

En plus des RT-PCR SARS-CoV2 dont les résultats ont été décrits dans le para-
graphe précédent, il avait aussi été réalisé :

e pour Pl4 une recherche par PCR de 'ADN de EBV et de CMV dans l'intestin qui était
revenue positive

e Pour Pl4 des recherches par PCR de 'ADN de Herpés Simplex Virus-1 (HSV-1),
HSV-2, Varicelle Zona Virus (VZV), Herpesvirus Humain type 6 (HHV6) A, HHVG6 B,
EBV et de CMV et de ’ARN d’Entérovirus sur le cortex cérébral qui étaient négatives.

e Pour PC1 une recherche par PCR de 'ADN de HSV-1, HSV-2, VZV et CMV et de

I'’ARN d’Entérovirus sur le cortex cérébral qui était négative.

I.3. Bactériologie

Pour PI3 une étude en bactériologie conventionnelle du poumon et les cultures
étaient stériles apres 30 jours.
Pour PC1 la valve aortique, le liquide péricardique et le contenu d’un abcés pulmonaire

étaient infectés par Pseudomonas Aeruginosa.
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[l Histologie des organes

II.L1. Les poumons

PI1, PI3 et Pl4 présentaient des Iésions de dommage alvéolaire aigu associées a des
foyers de pneumopathie fibrineuse en voie d’organisation ou organisée avec pour certains
des microthrombi.

P12 avait une pneumopathie et une bronchite aigué bilatérale sans autres lésions
histologiques.

PC1 avait de de multiples abcés pulmonaires en lien avec une infection a Pseudo-
monas Aeruginosa.

Les poumons n’avaient pas été étudiés pour PC2.

I1.2. Le coeur

Chez PI1 il y avait une discréte péricardite lymphocytaire. Aucune lésion cardiaque

n’était présente chez les autres patients.

I1.3. Le tube digestif

Les muqueuses ocesophagiennes, gastriques, duodénales, gréliques et coliques
étaient lytiques chez tous les patients.

Chez PI4 il était mis en évidence une péritonite en regard du colon et de l'intestin
gréle.

L'étude de la muqueuse rectale de PC2 montrait un adénocarcinome lieberkihnien

infiltrant bien différencié.

I1.4. Le foie

Chez PI1, PI3 et Pl4 il existait une stéatose évaluée de 5 a 50 % avec un foie de
choc pour Pl4.

Il n’était pas mis en évidence d’anomalie histologique chez PI2 et PC1.
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Le foie du PC2 n’avait pas été étudié.

II.5. La rate

L’étude histologique de la rate était normale pour tous les patients sauf pour PC1 qui
avait deux abcés dont le contenu n’avait pas été envoyé en bactériologie.

I1.L6. La thyroide

Le parenchyme thyroidien de PI1 était majoritairement fibreux avec une atrophie des
vésicules thyroidiennes résiduelles. Celui de PI3 était infiltré par un infiltrat inflammatoire
d’intensité modérée a prédominance lymphocytaire associé a des foyers de métaplasie on-
cocytaire.

Il n’était pas mis en évidence d’anomalie significative chez les autres patients.

I.7. Les reins

En plus des lésions rénales chroniques il était montré :
e une nécrose tubulaire aigué chez P14 et PC1
e une capillarite pré-tubulaire lymphocytaire chez le PI1
I1.8. Autres organes
L'étude histologique des surrénales, du pancréas, de la moelle osseuse et des gan-

glions médiastinaux était sans particularité.

. Histologie et immunohistochimie des cerveaux hors hypothalamus

Les résultats seront présentés sous deux angles.

Dans un premier temps les patients seront analysés un par un. Afin de faciliter la
lecture, nous avons décidé de regrouper sous le terme de « souffrance cérébrale » 'cedéme
cérébral, I'élargissement des ECPV, I'étude de la microglie, les Iésions de dommage axonal

et la démyélinisation.
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Dans un second temps nous réaliserons une analyse globale regroupant les diffé-

rentes Iésions rencontrées.

lll.1. Patient infecté n°1 (PI1)

[1l.1.a. Signes de souffrance cérébrale

De fagon diffuse on mettait en évidence un cedéme de la SB et de la SG associé a
un élargissement des espaces périvasculaires. Ces lésions prédominaient dans le pallidum,
le thalamus et la substance noire ainsi qu’au niveau du lobe frontal et pariétal. Elles étaient
moins marquées au niveau de la fosse postérieure.

L'étude immunohistochimique par 'anticorps anti-CD68 mettait en évidence une ac-
tivation de la microglie avec des nodules microgliaux notamment dans le lobe frontal. Il exis-
tait des Iésions de dommage axonal confirmées par I'étude immunohistochimique par I'an-
ticorps anti-NF. Cette derniere montrait des rétractions axonales avec des axones gonflés
et tortueux avec de rares inclusions axonales notamment dans les lobes frontal et occipital
et dans le thalamus (Figure 10 A).

La coloration de Luxol ne montrait pas de démyélinisation en dehors des zones de

Iésions ischémiques.

[11.1.b. Lésions vasculaires

Au niveau du lobe pariétal droit (BA 40) et en occipital droit (BA 19) il existait une
hémorragie sous-arachnoidienne avec infiltration des couches corticales les plus superfi-
cielles en occipital sur 9 mm le long du ruban cortical.

Sur 'ensemble des prélévements ayant porté sur les lobes, I'hippocampe et la substance
noire on dénombrait au total une vingtaine de microhémorragies intra-parenchymateuses
qui mesuraient de 1 a 5 mm situées dans la SB ou proche de la jonction SG/SB. Elles étaient
associées a des lacunes de type Il qui mesuraient de 0,5 a 4,5 mm (Figure 10 B). La nature

hémosidérinique des pigments au sein des lacunes était confirmée par la coloration du Perls
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(Figure 10 C). On notait également quatre hématomes intra-parenchymateux :
e de 30 mm a la partie supérieure de 'hémispheére cérébelleux droit, en voie d’organi-
sation (Figure 10 D);
e de 16 mm en regard de la capsule interne droite ;
e de 7 mm en BA8-9 droit ;
e de 11 mm en frontal postérieur droit.
On observait un infarctus récent du noyau dentelé gauche de taille non déterminable
sur lame et qui n’avait pas été vu lors de 'examen macroscopique.
On notait enfin la présence d’extravasations d’hématies au pourtour d’un vaisseau
intra-parenchymateux dans le thalamus droit.

[l n’était pas retrouvé de thrombose.

[1l.1.c. Bulbe olfactif

Présence d’'une microhémorragie de 0,5 mm de grand axe dans le bulbe olfactif.

[11.1.d. Lésions de neurodégénérescence

Il n’était pas retrouvé de marquage pathologique par les anticorps anti- peptide
BA4, TDP-43, Synucléine, P62 et Prion. Nous avons mis en évidence des neurites trés fins

marqués par I'anticorps anti-Protéine TAU dans I'hippocampe.
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Figure 10 : Lésions macroscopiques et histologiques du PI1. A : mise en évidence par I'anti-
corps anti-NF de Iésions de dommage axonal (fleches rouges) (x400) B : microhémorragie en BAS-
9 droit (fleche jaune) (x40). C : lacune de type Il a la coloration du Perls avec coloration en bleu
des pigments d’hémosidérine au centre de la Iésion (fleche verte) (x40) D : hématome de 30 mm
de grand axe de la partie supérieure de 'hémisphére cérébelleux droit (fleche bleue).

[1l.2. Patient infecté n°2 (PI2)

[11.2.a. Signes de souffrance cérébrale

Les signes de souffrance cérébrale étaient peu marqués et se limitaient a un léger
cedeme de la SB dans I'hippocampe et le noyau basal associé a des discrets élargissements

des ECPV qui prédominaient dans le noyau caudé, le pallidum et le striatum.
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L’étude immunohistochimique par I'anticorps anti-CD68 ne mettait pas en évidence
d’activation de la microglie. L'anticorps anti-NF ne montrait pas de lIésion de dommage axo-

nal. Il n'y avait pas de démyélinisation en dehors des zones ischémiques.

[11.2.b. Lésions vasculaires

Sur 'ensemble des prélévements centrés sur la méninge en supra et infratentoriel il
existait une hémorragie sous arachnoidienne associée a une infiltration plurifocale des
couches corticales superficielles.

Cette hémorragie était développée dans un contexte d’infiltration de la méninge par
un infiltrat inflammatoire majoritairement constitué de macrophages et de lymphocytes mar-
qués par l'anticorps anti-CD20 avec des granulomes avec cellules géantes multinucléées
en périphérie des vaisseaux (Figure 11 A et B). Les parois des artéres et des veines arach-
noidiennes étaient épaissies et infiltrées par un matériel éosinophile non coloré par le Rouge
Congo mais intensément marqué par I'anticorps anti-BA4 (Figure 11 C et D). Cet infiltrat
était également présent dans la paroi de quelques vaisseaux corticaux superficiels. Locale-
ment on mettait en évidence des thromboses parfois reperméabilisées des vaisseaux arach-
noidiens.

De rares lacunes de type | millimétriques étaient présentes en temporal et de micro-
hémorragies dans I'hippocampe et le noyau basal.

Dans la méninge et le cortex superficiel quelques artéres et veines montraient des
signes de vasculite avec une infiltration de toute I'épaisseur de leur paroi par des lympho-
cytes.

Enfin il existait de fagon plurifocale une extravasation d’hématies au pourtour des

vaisseaux en hémisphérique, dans les noyaux gros centraux et dans le mésencéphale.
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[11.2.c. Bulbe olfactif

Il N’y avait pas de Iésion significative au sein du bulbe olfactif.

[11.2.d. Lésions de neurodégénérescence

Il n’était pas retrouvé de marquage pathologique par les anticorps ciblant TDP-43,
Synucléine, P62 et Prion.

L'anticorps anti-peptide A4 marquait la paroi des vaisseaux arachnoidiens et corti-
caux superficiels sans dép6t focal ou diffus au sein du parenchyme.

L'anticorps anti-Protéine TAU mettait en évidence un réseau neuritique en frontal,
temporal et dans le mésencéphale avec des dégénérescences neurofibrillaires temporales
(isocortex) et hippocampiques ainsi que des fantdbmes cellulaires a ce niveau sans perte

neuronale.
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Figure 11 : Lésions histologiques du PI2. A : hémorragie sous arachnoidienne (fleche rouge)
développée dans un contexte d’infiltrat inflammatoire de la méninge a prédominance macropha-
gique et lymphocytaire (fleche jaune)(x40) B : marquage par I'anticorps anti-CD68 de linfiltrat ma-
crophagique au sein des vaisseaux arachnoidiens (fleche jaune) (x100) C : réaction inflammatoire
granulomateuse périvasculaire avec infiltrat de la paroi vasculaire par un matériel éosinophile
(fleche jaune) (x200) D : marquage par I'anticorps anti-peptide A4 des dépbts amyloides dans la
paroi des vaisseaux méningés et parenchymateux superficiels (fleche jaune) (x40).

[11.3. Patient infecté n°3 (PI3)

I11.3.a. Signes de souffrance cérébrale

De fagon diffuse on mettait en évidence un cedéme de la SB et de la SG associé a

un élargissement des ECPV. Ces lésions prédominaient dans le thalamus, la substance
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noire, le corps calleux, le putamen, le pallidum ainsi qu'au niveau des lobes frontaux et
pariétaux. Elles étaient moins marquées au niveau de la fosse postérieure excepté dans le
bulbe. L'étude immunohistochimique par I'anticorps anti-CD68 mettait en évidence une ac-
tivation de la microglie avec des nodules microgliaux notamment dans les lobes frontaux,
pariétaux et dans le bulbe olfactif (Figure 12 B). Il existait de rares Iésions de dommage
axonal confirmées par I'étude immunohistochimique par I'anticorps anti-NF dans le bulbe

olfactif (Figure 12 C).

[11.3.b. Lésions vasculaires

Au niveau des lobes pariétal droit, temporal droit et occipital gauche ainsi qu’en re-
gard du bulbe olfactif il existait une hémorragie sous arachnoidienne de faible abondance
sans infiltration du cortex en regard.

Au niveau de la SB en BA 21 droit, en région pédonculopontine et au niveau du gyrus
supra marginal droit de rares microhémorragies intra-parenchymateuses qui mesuraient 1
a 4 mm, sans lacune de type Il et sans hématome, étaient présentes. L’hémosidérine au
sein des microhémorragies était colorée par la technique de Perls.

On observait enfin deux lacunes de type | de 1,5 mm de la capsule interne gauche
et de 5 mm dans la SB en périphérie du noyau caudé (Figure 12 D). On notait la présence
d’'une extravasation d’hématies au pourtour d’'un vaisseau intra-parenchymateux basi-fron-

tal gauche. On ne retrouvait pas d’infarctus ni de thrombose.

[11.3.c. Bulbe olfactif

Le bulbe olfactif était congestif et cedémateux (Figure 12 E) L'étude immunohistochi-
mique par les anticorps anti-CD4 et CD20 ne montrait pas d’infiltrat inflammatoire lympho-

cytaire
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[11.3.d. Lésions de neurodégénérescence

Il n’était pas retrouvé de marquage pathologique par les anticorps anti-TDP-43, Sy-
nucléine, P62 et Prion. On mettait en évidence quelques neurites trés fins marqués par
'anticorps anti-Protéine TAU dans le lisocortex temporal. L'anticorps anti-peptide-pA4,

montrait des dépbts focaux et diffus, peu séveres dans l'isocortex temporal.
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Figure 12 : Lésions macroscopiques et histologiques du PI3. A : bulbe olfactif gauche hémor-
ragique (fleche rouge) B : nodule microglial en BA4 droit mis en évidence par I'anticorps anti-CD68
(fleche jaune) (x200) C : Iésions de dommage axonal dans le bulbe olfactif mises en évidence par
I'anticorps anti-NF (fleche verte) (x400) D : lacune de type | de 5 mm de grand axe proche du noyau
caudé (fleche bleue) (x40). E : cedéme et congestion du bulbe olfactif (x100).
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[ll.4. Patient infecté n°4 (Pl4)

I1l.4.a. Signes de souffrance cérébrale

L'cedéme de la SB et de la SG était intense et diffus et associé a un élargissement
des ECPV (Figure 13 B). Ces lésions prédominaient en frontal, dans l'insula, dans les ra-
diations optiques, le corps calleux et le noyau caudé. Elles étaient moins marquées dans le
bulbe et le mésencéphale. L'étude immunohistochimique par I'anticorps anti-CD68 mettait
en évidence une activation de la microglie avec des nodules microgliaux notamment dans
le lobe frontal et le noyau de Luys. Il existait des |ésions de dommage axonal confirmées
par I'étude immunohistochimique par I'anticorps anti-NF qui montrait des rétractions axo-
nales avec des axones tortueux dans l'insula.

La coloration par le Luxol ne révélait pas de foyer de démyélinisation en dehors des

zones de lésions ischémiques.

[11.4.b. Lésions vasculaires

Sur 'ensemble des prélévements centrés sur la méninge il existait une hémorragie
sous arachnoidienne associée a une infiltration segmentaire des couches corticales super-
ficielles (Figure 13 A).

Sur 'ensemble des prélevements effectués sur le parenchyme on dénombrait une
cinquantaine de microhémorragies intra-parenchymateuses majoritairement situées dans la
SB mais parfois a la jonction SB/SG qui mesuraient de 0,5 a 5 mm associées a des lacunes
de type Il qui mesuraient d’1 a 3 mm (Figure 13 C). La nature hémosidérinique des pigments
au sein des lacunes était confirmée par la coloration du Perls. On notait également trois
hématomes intra-parenchymateux :

e de 8 mm dans BA 38 gauche
e de 7 mm dans BA 4 gauche

e de 6 mm dans le corps calleux antérieur

57



On observait enfin une dizaine de lacunes de type | qui mesuraient 0,5 a 3 mm ré-
parties sur les lobes frontal et occipital, les noyaux gris centraux et la protubérance (Figure
13 D). On ne retrouvait pas d’infarctus ni de thrombose. Des extravasations d’hématies

étaient visibles au pourtour de certains vaisseaux dans I'hippocampe et le pallidum (Figure

13 E).

[11.4.c. Bulbe olfactif

Le bulbe olfactif était cedémateux avec une microhémorragie de 1 mm.

[11.4.d. Lésions de neurodégénérescence

Il n’était pas retrouvé de marquage pathologique par les anticorps dirigés contre le
peptide A4, TDP-43, Synucléine, P62, Prion, LMP1 et CMV. On mettait en évidence des

neurites tres fins marqués par 'anticorps anti-Protéine TAU dans le cortex entorhinal.

58



Figure 13 : Lésions macroscopiques et histologiques du Pl4. A : coloration orangée de la SB
et SG associée a de multiples lésions hémorragiques punctiformes et a un comblement hémorra-
gique des sillons traduisant une hémorragie méningée diffuse. B : espace clair périvasculaire et
cedéme marqué de la SB en frontal gauche (x200) (fleche rouge) C : lacune de type Il en BA9
gauche (fleche jaune) (x100) D : foyer de démyélinisation a la coloration par le Luxol dans une
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lacune de type | (fleche verte) (x50). E : extravasation d’hématies en périvasculaire dans le pallidum
droit (fleche bleue) (x100).

lIl.5. Patient contréle n°1 (PC1)

[11.5.a. Signes de souffrance cérébrale

Il était mis en évidence un cedéme de la SB associé a de légers élargissements des
ECPV. Ces signes de souffrance cérébrale étaient surtout visibles dans le putamen, le
noyau caude, le thalamus, le lobe temporal et le mésencéphale.

Il existait des lésions de dommage axonal confirmées par I'étude immunohistochi-
mique par I'anticorps anti-NF qui montrait des rétractions axonales avec des axones tor-
tueux dans le lobe frontal (Figure 14 A).

Il n’était pas retrouvé de démyélinisation en dehors des zones de lésions isché-

miques (coloration par le Luxol).

[11.5.b. Lésions vasculaires

En regard du sillon frontal moyen gauche (F2) il existait une hémorragie sous arach-
noidienne de faible abondance sans infiltration du cortex en regard.

Il N’y avait aucune microhémorragie intra-parenchymateuse, ni aucune lacune de
type | ou Il.

On retrouvait trois lésions ischémiques aigués, de taille non définissable sur lame,
frontale gauche (BA 4 et BA 10), temporale droite et dans le noyau de Luys gauche. Elles
se caractérisaient par une démyélinisation, un aspect dissocié de la SB et un aspect spon-
gieux des couches corticales 1 a 3 avec une perte neuronale (Figure 14 B).

Il existait une extravasation d’hématies au pourtour de vaisseaux dans le pallidum et

le noyau caudé, et une thrombose sous-ventriculaire dans le noyau caudé.
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I11.5.c. Bulbe olfactif

Le bulbe olfactif était hypercellulaire sans hémorragie ni cedéme. Les cellules en ex-
cés n’exprimaient pas en immunohistochimie CD45, CD68, Olig2 ni la synaptophysine. En
raison de leur morphologie, il s’agissait néanmoins probablement d’oligodendrocytes et de

neurones en voie d’apoptose.

111.5.d. Lésions de neurodégénérescence

Il n’était pas retrouvé de marquage pathologique par les anticorps anti- peptide BA4,
Synucléine et Prion.

On mettait en évidence des neurites trés fins et quelques agrégats marqués par I'an-
ticorps anti-Protéine TAU dans BA38 et dans I'isocortex (BA20/21), et des dégénérescences

neurofibrillaires dans le cortex entorhinal et pré-entorhinal (stade | de Braak).

Figure 14 : Lésions histologiques du PC1. A : Iésions de dommage axonal en BA4 gauche mise
en évidence par 'anticorps anti-NF (fleche rouge) (x400) B : signes d’ischémie aigué de la SB en
BA4 gauche (fleche jaune) (x100)
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IIl.6. Patient contréle n°2 (PC2)

[11.6.a. Signes de souffrance cérébrale

Il était mis en évidence un cedéme de la SB associé a des élargissements périvas-
culaires. Ces signes de souffrance cérébrale étaient surtout visibles dans les lobes temporal,
pariétal et occipital, le pallidum, le noyau caudé et le thalamus.

Il existait des Iésions de dommage axonal confirmées par I'étude immunohistochimique par
I'anticorps anti-NF qui montrait des rétractions et ruptures de continuité des axones dans le
corps calleux et la partie inférieure du mésencéphale.

La coloration par le Luxol ne révélait pas de secteur de démyélinisation en dehors

zones de lésions ischémiques.

[11.6.b. Lésions vasculaires

Il n’était pas mis en évidence d’hémorragie méningée. Un hématome en voie d’orga-
nisation de 1,5 cm de grand axe était présent dans la partie supérieure de la protubérance
avec une perte neuronale et un cedeme au pourtour (Figure 15 A et B). Dans le cortex cé-
rébelleux, a la jonction SB/SG, il existait une micronémorragie de 0,25 mm de grand axe.
On notait une lacune de type | d'1 mm dans le mésencéphale inférieur et une lacune de
type Il de 2 mm dans le thalamus postérieur.

Des Iésions ischémiques semi-récentes de taille non définissable sur lame étaient
présentes dans les régions hippocampiques droite et gauche, occipitale gauche (BA18) et
dans l'insula gauche (Figure 15 C). Des séquelles d’'ischémies anciennes étaient visibles
dans le noyau caudé gauche, le locus niger et le pallidum droit (Figure 15 D).

On notait la présence d’extravasations périvasculaires d’hématies en BA20-21

gauche, dans le thalamus postérieur et le mésencéphale bas.

62



[11.6.c. Bulbe olfactif

Le bulbe olfactif présentait un léger cedeéme sans infiltrat inflammatoire.

[11.6.d. Lésions de neurodégénérescence

Il n’était pas retrouvé de marquage pathologique par les anticorps anti-Synucléine et
P62. Les lésions de vieillissement observées étaient de deux ordres :

- d’une part des lésions habituelles dans leur mode d’extension dans le cerveau d’un
patient sexagénaire (notamment : dépbts diffus et trés peu focaux d’Af dans I'isocor-
tex temporal et occipital, neuropile threads peu abondants et ébauches de dégéné-
rescences neurofilbrillaires dans BA38 et dans I'hippocampe ;

- d’autre part, des lésions situées au pourtour de I'infarctus sous-insulaire : de nom-
breuses plaques séniles et des dépdts diffus exprimant la BA4, et des neuropiles
threads plus abondants que ceux observés dans BA38 et quelques plaques neuri-

tigues marqués par lI'anticorps anti-TAU.
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Figure 15 : Lésions macroscopiques et histologiques du PC2. A : hématome de 1,5 cm de
grand axe de la partie supérieure de la protubérance (fleche rouge) B : hématome de la partie
haute de la protubérance (fleche rouge) avec une perte neuronale et un cedéme au pourtour
(fleche jaune) (x400) C : Iésions ischémiques de I'hippocampe gauche avec des neurones
sombres (fleches vertes) (x400) D : séquelles d’ischémie ancienne du noyau caudé gauche (fleche
bleue) (x200).

La distribution des lésions vasculaires chez chaque patient est résumée sur la Figure 16.
Patient infecté n°1
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Patient infecté n°1

Patient infecté n°2

Patient infecté n°3

Pourcentage du nombre total de micro-hémorragies, lacunes de type Il et hématomes vus
sur lames :

. [0; 5%] . 15 % ; 10%] . 110 % ; 20%]

120 % ; 40%] 140 % ; 100%]

Hémorragie méningée : ———————r
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Patient infecté n°4

y

Patient controle n°1

Patient contrdle n°2

CEdéme cérébral : Lacunes de type | : A
- Knporiant Lésions de dommage axonal : é

Ischémies aigué

|:| Absent ou semi-récente: P
Excés ou nodules de microglie: ® @ @
[ N J

Figure 16 : Représentation schématique des localisations des différentes lIésions histolo-
giques chez I’ensemble des patients : sur une vue latérale et une coupe frontale de Charcot.
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lIl.7. Distribution globale des Iésions chez les Pl et PC

[11.7.a. Lésions parenchymateuses non ischémiques ni hémorragiques

La totalité des patients infectés avaient un cedeme de la SG et SB associé a un
élargissement des ECPV répartis dans I'ensemble des régions de I'encéphale analysées
avec une prédominance dans le lobe frontal, dans BA20/21, BA40, 'hippocampe et le mé-
sencéphale avec la substance noire. Dans ces régions au moins 3 Pl sur 4 présentaient ces
signes (tableau VIII A).

Les deux PC présentaient les mémes signes (tableau VIII B) et en comparant les
régions cérébrales atteintes entre les PC et les Pl il apparaissait que seuls la capsule interne,
le pallidum, le thalamus, le cervelet avec le noyau dentelé et la protubérance de Pl étaient
atteints sans que ce ne soit le cas pour les PC (tableau VIII C). Parmi ces régions, seul le
pallidum avait des signes de souffrance cérébrale pour au moins 3 des PI.

Trois Pl avaient des signes d’activation de la microglie (excés ou nodules microgliaux)
qui étaient répartis dans les lobes frontaux, temporaux et occipitaux avec uniquement des
nodules en frontal (BA10 et BA4) ainsi que pour un patient dans le bulbe olfactif et I'hippo-
campe (tableau VIII A). Aucun des deux PC n’avait de signe d’activation de la microglie
(tableau VIII B).

Des Iésions de dommage axonal étaient au moins visibles dans une région chez trois
des Pl et les deux PC (tableau VIII A et C).

[l n’était retrouvé de démyélinisation ni chez les Pl ni chez les PC.

I11.7.b. Les lésions ischémiques et hémorragiques

Chez tous les PI, on mettait en évidence une hémorragie méningée avec pour au
moins trois Pl sur quatre une localisation en regard du bulbe olfactif, du lobe temporal, pa-
riétal et occipital (tableau VIII A). Seul un PC avait une hémorragie méningée, en regard de

BA10 et BA8/9 (tableau VIII B).

67



Des microhémorragies et/ou lacunes de type |l étaient présentes chez tous les PlI,
autant au niveau des lobes, des noyaux gris centraux et de la fosse postérieure avec deux
Pl sur quatre qui avaient une microhémorragie dans le bulbe olfactif (tableau VIl A). Chez
les PC ces types de lésions étaient moins fréquents et uniquement visibles dans le cortex
cérébelleux et le thalamus (tableau VIII B).

Les hématomes étaient uniquement présents chez les PI1, PI3 et P14, sans localisa-
tion préférentielle (tableau VIII A). Un seul hématome était visible chez I'un des PC, au ni-
veau de la protubérance (tableau VIII B).

Chez tous les Pl on montrait des lacunes de type | dans les lobes, les noyaux gris
centraux et la fosse postérieure mais pas dans le bulbe olfactif (tableau VIII A). Chez les PC
on mettait en évidence une seule lacune de type | dans le mésencéphale (tableau VIII B).

Un infarctus aigu ou subaigu était présent dans le noyau dentelé d’un des PI. Plu-
sieurs étaient visibles chez les PC en frontal, occipital, dans l'insula et dans I'hippocampe
(tableau VIII A).

Des thrombi étaient visibles chez au moins un Pl en frontal, occipital et dans I'hippo-
campe (tableau VIII). Un thrombus était trouvé chez I'un des PC dans le pallidum (tableau
VIII B).

Chez tous les Pl et PC il était mis en évidence des extravasations d’hématies. Aprés
comparaison entre les Pl et PC, ces Iésions étaient présentes exclusivement chez les Pl

dans BA-10, BA-4, B-A38, dans l'insula et I'hippocampe (tableau VIII C).

[11.7.c. Infiltrats cellulaires périvasculaires

Les infiltrats macrophagiques et lymphocytaires périvasculaires étaient présents
chez un PI (tableau VIII A). Un infiltrat lymphocytaire vasculaire était visible chez un PC

dans le thalamus et le mésencéphale (tableau VIII B).
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: Synthése de la distribution des lésions histologiques

Tableau VI
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insula ; cc: corps calleux ; nc: noyau

capsule interne ; ins:

calcarine ; c.i:
pallidum : thal

Légende : Cal:

; Més : mésence-
phale ; cerv : cortex cérébelleux ; n.d : noyau dentelé ; prot : protubérance. A : chez les patients

infectés ; B : chez les patients controles ; C : chez les patients infectés mais pas chez les

patients controles.

: thalamus : hipp : hippocampe ; amy : amygdale

caudé ; pall :
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V. Histologie et immunofluorescence des hypothalamus

IV.1. Morphologie

Aprés coloration par le HES et le Luxol, il n’y avait pas de particularité histologique

dans I'hypothalamus de PI1, PI3 et PC1.

Chez PI1 on mettait en évidence une lacune de type Il de 1 mm en supérieur droit,
proche du fornix. Elle était associée a trois microhémorragies :
e une de 2 mm de grand axe dans la SB en dessous du fornix gauche

¢ une de 1 mm de grand axe a droite et au-dessus de 'EM,

e une de 3 mm de grand axe dans le septum pellucidum (Figure 17).

Figure 17 : A : microhémorragie de 1 mm proche de 'EM (fleche rouge) (x40) B : microhémorragie
de 2 mm proche du fornix (fleche rouge) (x100).

Chez PI2 il existait, comme pour le reste de I'encéphale, un infiltrat inflammatoire
lymphocytaire et macrophagique de la méninge, avec une prédominance au péle inférieur
associé a un renforcement de l'infiltrat macrophagique en périvasculaire. Le caractére ma-
crophagique de l'infiltrat était confirmé par I'étude en immunofluorescence par I'anticorps

anti-IBA-1 (Figure 18).
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Figure 18 : Infiltrat macrophagique de la méninge avec un renforcement périvasculaire au
pole inférieur de la région hypothalamique entre I’éminence médiane et le tractus optique
chez PI2. Les fleches blanches pointent les vaisseaux arachnoidiens. A: les noyaux sont colorés en
bleu par le DAPI et les macrophages/microglie sont mis en évidence par I'anticorps anti-IBA1 mar-
qué par un fluorophore rose. B: méme localisation que la photo gauche mais avec suppression du
signal des noyaux.

Chez PC2 il y avait une extravasation extracapillaire d’hématies associée a une vas-
culite lymphocytaire d’'un vaisseau a gauche et en dessous de la commissure antérieure

dans la SB.

IvV.2. IF

IV.2.a. ACE2

Dans un premier temps il avait été réalisé une étude en immunofluorescence pour
confirmer la présence d’ACE2 dans I'hypothalamus. ACE2 était exprimée dans les cellules
gliales (notamment les astrocytes et les tanycytes), dans les neurones et dans I'épithélium
des plexus choroides (Figure 19). Elle était également exprimée dans la paroi de certains
vaisseaux, mais pas au niveau des capillaires fenétrés de 'éminence médiane, ni dans la

microglie (Figure 20).
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Figure 19 : Etude en immunofluorescence de la présence d’ACE2 dans la région hypothala-
mique. Anticorps anti-ACE2 mis en évidence par un fluorophore rouge. Fléche blanche : vaisseaux ;
fleche jaune : neurone ; fleche verte : astrocyte ; fleche bleue : épithélium des plexus choroides A :
prise chez PC2 hors de 'EM. B : prise chez PI1.
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Figure 20 : Etude en immunofluorescence de la présence d’ACE2 dans la région de 'EM chez
PC2. Noyaux colorés par le DAPI ; Anticorps anti-ACE2 mis en évidence par un fluorophore rouge ;
Anticorps anti-IBA1 mis en évidence par un fluorophore blanc. A : absence de marquage des parois
d’un vaisseau fenétré (fleche blanche). Marquage d’'un astrocyte au contact du vaisseau (fleche
verte). B : microglie en quantité importante. C : pas d’expression d’ACE2 par la microglie.

IV.2.b. |BA-1

Chez tous les patients infectés il existait des variations de la densité en microglie
mais de fagcon non homogéne entre les patients. Chez le PI1 il y avait uniquement une
augmentation du nombre de cellules microgliales le long de la paroi du troisieme ventricule

ainsi qu’entre 'EM et le tractus optique (Figure 21 A). Chez les P12, P13 et PI4 le nombre de
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cellules microgliales était augmenté dans tout I'nypothalamus avec une prédominance le
long du troisieme ventricule et dans 'EM chez le PI3 et sans prédominance pour le Pl4
(Figure 21 B).

Chez les patients contrbles, le nombre des cellules exprimant IBA-1 était augmenté

chez PC2 mais pas chez PC1 (Figure 21 C).

Figure 21 : Etude en immunofluorescence par I’anticorps anti-IBA1 de la microglie dans la
région hypothalamique. Anticorps anti-IBA1 mis en évidence par un fluorophore violet. A : aug-
mentation du nombre de cellules microgliales le long de la paroi du V3 chez PI1. B : augmentation
diffuse du nombre de cellules microgliales chez Pl4. C : cellules microgliales en nombre moins im-
portant chez PC1.
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IV.2.c. Spike

L'étude en immunofluorescence par I'anticorps anti-Spike était positive pour les PI1,
P13 et Pl4. Au niveau de I'éminence médiane il était mis en évidence un marquage des
cellules gliales avec une expression de la protéine Spike par les astrocytes et les tanycytes
au contact des vaisseaux fenétrés. Un marquage de la protéine Spike était également visible

dans I'épithélium des plexus choroides et dans la paroi des vaisseaux au centre des villosi-

tés choroidiennes (Figure 22).

Figure 22 : étude en immunofluorescence de I’expression de la protéine Spike dans la région
hypothalamique. Anticorps anti-ACE2 mis en évidence par un fluorophore rouge ; Anticorps anti-
Spike mis en évidence par un fluorophore vert. A et B : co-expression par les astrocytes de la pro-
téine Spike et de ACE2 dans I'EM (cercles blancs) avec un astrocyte exprimant Spike au contact
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d’un vaisseau fenestré (fleche blanche). C et D : co-expression dans la paroi des vaisseaux cho-
roidiens (fleche blanche) et dans les cellules choroidiennes (fleche bleue) de la protéine Spike et de
ACE2.

V. IRM 3T

V.1. Artefacts liés a la technique

La fixation par le Formol influencait fortement le contraste de I'image, notamment en
pondération T1 avec un front de fixation bien visible dont le niveau variait en fonction de la
durée de fixation. (Figure 24 A).

Malgré le passage sous une cloche a vide il persistait de trés nombreux artefacts dus
aux hyposignaux secondaires a la présence de bulles d’air, notamment au sein des ventri-
cules cérébraux et des sillons corticaux. Ceci rendait difficile leur distinction avec les hypo-
signaux secondaires par exemple a des microhémorragies. (Figure 24 B et C)

L’hypothalamus de certains patients avait déja été prélevé, entrainant plus de diffi-
cultés pour l'orientation dans I'espace et la disposition de I'encéphale dans le contenant.

(Figure 24 C et D)

Figure 23 : Comparaison IRM pré et post mortem de Pl4. A : IRM post mortem, coupe axiale,
séquence SWI B : IRM pré mortem, coupe axiale, séquence SWI TE 0, TR 52ms
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Figure 24 : Particularités d’interprétation des IRM 3T. fleche bleue : anomalie de signal due au
front de fixation par le formol ; fleche jaune : hyposignal secondaire aux bulles d’air ; fleche rouge :
hématome A : Séquence 3DT1, coupe para sagittale de Pl4. B : séquence SWI, coupe axiale, Pl4.
C : séquence SWI, coupe axiale, hématome de I’hémisphére cérébelleux droit, PI1. D : séquence
SWI, coupe frontale, hématome de la protubérance haute, PC2.

V.2. Interprétation des imageries post-mortem

PI11, PI3 et Pl4 présentaient a des degrés divers un méme schéma de Iésions asso-
ciant des hypersignaux de la SB en séquence 3DT2 et T2 FLAIR et des hyposignaux en
SWI.

Pour Pl4 ces hyposignaux avaient une topographie particuliére : jonction SG/SB
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sous-corticale, splénium du corps calleux, capsule interne et pédoncules cérébelleux
moyens.

Pour PI3 ces Iésions étaient moins marquées et les hyposignaux ne touchaient que
la protubérance et les pédoncules cérébelleux moyens.

PI1 avait une atteinte d’intensité intermédiaire entre PI3 et Pl4 avec une atteinte de
la protubérance, des pédoncules cérébelleux moyens et de la SB superficielle en supra
tentoriel a la jonction SB/SG.

Les hypersignaux de la SB étaient décrits comme pouvant correspondre a un cedéme,
une gliose ou une démyélinisation.

Les hyposignaux en SWI pouvaient étre des microhémorragies, des microthrombi,

des micro-anévrysmes ou des amas de macrophages riches en fer.

P12 se distinguait des autres patients par ses atteintes. Ses anomalies étaient plutét

évocatrices d’atteintes de la vascularisation superficielle supratentorielle.

Pour PC1, I'aspect de 'encéphale était différent de celui des PIl. En plus des lésions
ischémiques on voyait des hyposignaux de faible volume en SWI, peu hombreuses, sous-
corticales mais de topographie frontale. On montrait enfin beaucoup de calcifications lenti-

culaires pouvant également correspondre a des hémorragies.

La leptoméninge ne pouvait pas étre étudiée en I'absence d’injection de produit de
contraste.
V.3. Comparaison avec I’histologie.

Chez les Pl les anomalies de signaux de la SB correspondaient davantage a de
I'cedéme cérébral plutét qu’a des secteurs de démyelinisation.

Les hyposignaux SWI correspondaient a des microhémorragies ou a des lacunes de
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type Il. Pour confirmer le fait que ces Iésions IRM ne pouvaient pas correspondre a des
nodules de microglie, une coloration complémentaire par le Perls avait été réalisée et ne

retrouvait pas de dépbts d’hémosidérine au centre des nodules.

Chez PC 1 on montrait des parois vasculaires calcifiées dans le pallidum, sans hé-

morragies associées.

VI.  IRMT7T

Chez PI4 il existait des hyposignaux hypothalamiques en séquences T2 « like » et
T2* qui étaient initialement non visibles en IRM3T. Ces hyposignaux correspondaient bien
a des microhémorragies en étude histologique (Figure 25). Il n’y avait en revanche pas
d’anomalie de la substance blanche sous réserve de I'absence de séquence T1.
Chez PC1 il n’était pas montré d’anomalie hypothalamique, ce qui était concordant avec

I'étude histologique.

Figure 25 : Hypothalamus de Pl4 en IRM 7T, coupe frontale, séquence T2 « like » Fléche
rouge : hyposignal dans le septum pellucidum ; fleche bleue : hyposignal sous le fornix gauche
correspondant en histologie a des microhémorragies (cf Figure 17 B)
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DISCUSSION

La COVID-19 est une maladie récente dont les conséquences sont encore mal connues
notamment sur le plan neuropathologique. Dans ce travail nous avons étudié histologique-
ment et radiologiquement les Iésions cérébrales présentes chez quatre patients décédés
dans les suites d’'une infection grave a SARS-CoV?2 et les avons comparées avec celles de
patients contréles décédés en réanimation en dehors de de tout contexte infectieux lié a la
COVID-19. En raison de premieres descriptions cliniqgues de possibles conséquences de
l'infection par le SARS-CoV2 sur I'axe hypothalamo-hypophysaire, nous nous sommes in-

téresseés a la région hypothalamique.

Chez les PI nous avons mis en évidence des Iésions vasculaires, majoritairement hé-
morragiques et notamment des microhémorragies sans localisations préférentielles. Ce
type de lésions n’était pas retrouvé chez les PC qui avaient plutot des Iésions vasculaires

ischémiques.

P12 était différent des autres Pl et a présenté une vascularite granulomateuse compli-

guant une angiopathie amyloide pure.

Aucune lésion spécifique n’a été retrouvée dans I'hypothalamus des Pl. Nous avons en
revanche confirmé la présence de ’'ACE2 dans cette région et nous y avons mis en évidence

une immunoréactivité pour la protéine Spike.

De cette étude se dégagent trois particularités.
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La constance des Iésions vasculaires

Les patients infectés n°1, 3 et 4 avaient un age proche et partageaient le méme profil
d’histoire clinique (détresse respiratoire, IOT et décés en réanimation). L’examen histolo-
gique montrait pour ces trois patients les mémes types d’atteinte du parenchyme pulmonaire
correspondant aux Iésions pulmonaires de la COVID-19 décrites dans la littérature (58). Au
niveau de I'encéphale, I'étude histologique mettait en évidence des lésions vasculaires
ischémiques de petite taille et hémorragiques avec des intensités différentes pour chaque
patient ; PI3 semblant présenter I'atteinte la moins sévere et Pl4, I'atteinte la plus séveére.
Ces lésions n’avaient pas de localisation préférentielle. Ces Iésions vasculaires pourraient

étre :

« soit d’'origine artérielle pour les lacunes de type | et de type I, les microhémorra-
gies et les élargissements des ECPV (110). Elles pourraient étre dues a des pro-
cessus emboliques entrainant une occlusion d’'une artére perforante (lacunes de
type I) ou a des Iésions des parois artérielles en elles-mémes entrainant une dis-
continuité dans la BHE.

« soit d’origine plurifactorielle pour 'cedéme de la SB, les Iésions de dommage axonal

et les extravasations d’hématies (111).

Pour PI4 ces lésions correspondaient a un tableau de Critical illness-associated mi-
crobleed (CRAM ou CIAM) défini radiologiquement par de trés nombreuses microhémorra-
gies touchant notamment le corps calleux, la capsule interne, la substance blanche juxta-
corticale et les pédoncules cérébelleux moyens (112). Ce tableau été classiquement décrit
dans I'cedéme cérébral de haute altitude et de fagon plus générale dans un contexte de
détresse respiratoire sévere et ’ECMO (113,114). Il n’est pas lié a une étiologie en parti-

culier mais pourrait étre favorisé par I’hypoxie, une microangiopathie ou des microthrombi
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et/ou a des troubles de la coagulation (CIVD) (112,115). Ce tableau a plus récemment été

décrit chez des patients décédés a la suite d’'un COVID-19 grave (56).

Ces résultats sont concordants avec ceux de la littérature. Les méta-analyses sur les
anomalies cérébrales des patients atteints de la COVID-19 visibles en IRM et scanner dé-
crivent majoritairement des hémorragies intra-parenchymateuses, des microhémorragies,
des infarctus et des anomalies de la SB a type de leucoencéphalopathie sans localisation
préférentielle (116,117). Les mémes constatations sont faites dans les méta-analyses de
séries autopsiques avec en plus des descriptions de thromboses et de Iésions de dommage

axonal et de méningo-encéphalite (118,119).

On retrouvait également des Iésions vasculaires au niveau du bulbe olfactif de ces
trois PIl. Ce n’est pas la premiére fois que des lésions histologiques vasculaires du bulbe
olfactif sont décrites dans un contexte d’infection par le SARS-CoV2 (120). Il a en plus déja
été décrit des Iésions de nature inflammatoire (astrogliose, activation de la microglie, infiltrat
lymphocytaire) (65). Des cas d’atrophies du bulbe olfactif ont aussi été rapportés en IRM

(121,122).

Chez les trois patients PI1, PI3 et Pl4, des anomalies cérébrales secondaires a I'hy-
poxémie prolongée telles que déja décrites dans la littérature (perte des cellules pyrami-
dales, de Purkinje et/ou des neurones des différents couches du cortex cérébral ; leucoen-

céphalopathie) n’ont pas été observées (123—-125).

Les Iésions des PI différent de celles retrouvées chez les PC. En effet, les Pl présen-
taient plus de microhémorragies que les PC. A l'inverse on mettait en évidence plus de

lésions ischémiques a types d’infarctus aigus ou subaigus chez les PC.
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[l Lien avec ’angiopathie amyloide

P12 a des particularités cliniques différentes de celles des trois autres défunts infec-
tés. Il était plus agé et n'avait pas été hospitalisé en réanimation. Son parenchyme pulmo-
naire n’avait pas de lésion caractéristique d’'une infection par le SARS-CoV?2 et I'étude his-
tologique de I'encéphale montrait une angiopathie amyloide pure avec une réaction granu-

lomateuse au contact.

Le cas d’'une patiente de 88 ans aux antécédents de maladie d’Alzheimer (MA) ayant
présenté une aggravation de son état neurologique aprés avoir été infectée par le SARS-
CoV2 a déja été décrit. Une IRM avait été réalisée retrouvant de multiples hémorragies
cérébrales avec un pattern évocateur d’angiopathie amyloide. Au moment de la rédaction
de cet article, I'évolution clinique était favorable chez cette patiente (126). Une autre équipe
rapporte I'histoire d’'une patiente de 38 ans aux antécédents de MA précoce secondaire a
une duplication hétérozygote du gene du précurseur de la protéine amyloide (APP) et sans
facteur de risque vasculaire. Elle avait été hospitalisée dans un contexte d’aggravation ra-
pide de son état neurologique suite a un AVC hémorragique frontal droit. Dans le méme
temps elle présentait une infection symptomatique a SARS-CoV2 prouvée par RT-PCR na-

sopharyngée (127).

La prévalence de I'angiopathie amyloide augmente avec I'dge. Selon I'estimation de
certains auteurs elle serait de I'ordre de 2% entre 64 ans et 75 ans, de 12 % vers 85 ans et
pourrait aller jusque 75 % des patients agés de plus de 90 ans. Elle semble étre étroitement
liée a la MA de sorte que la prévalence de I'angiopathie amyloide pourrait atteindre 80 % a

I'étude des cerveaux autopsiés dans le cadre de la MA (128).
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Une présentation particuliére de 'angiopathie amyloide déja connue est I'angéite liée
a AB (Ap-related angiitis ou ABRA). Elle est caractérisée par un infiltrat inflammatoire trans-
mural souvent granulomateux des vaisseaux dans un contexte d’angiopathie amyloide
(129). La prévalence de ce sous type d’angiopathie amyloide semble mal connue. Une
équipe a étudiée sa prévalence dans une série autopsique de 78 patients diagnostiqués
comme ayant des dépdéts vasculaires d’AB. Dans cette série 49 % des patients avaient une
inflammation vasculaire et parmi eux 36 % avaient des Iésions classées dans le spectre de

'ABRA (130). Ce type de réaction pourrait avoir une étiologie auto-immune (131).

Des cas de vascularites cérébrales ont déja été rapportés des suites de la COVID-
19 mais a notre connaissance il N’y a pas de description de cas de vascularite granuloma-

teuse cérébrale liée au SARS-CoV2 hors rares cas d’artérites a cellules géantes (132-134).

Ce type de réaction rappelle également le cas de patients atteints de MA ayant été
vaccinés par le vaccin « AN-1792 ». Ce vaccin avait pour but d’entrainer une réponse im-
munitaire contre le peptide amyloide AB-42 présent dans les plaques séniles. Des signes
de régression des plaques étaient effectivement constatés. En paralléle le taux d’AB42 aug-
mentait dans la paroi des vaisseaux et I'essai pour ce vaccin a di étre arrété précocement
suite a la survenue de plusieurs cas de méningo-encéphalites aseptiques (135,136). L’au-
topsie cérébrale de I'un de ces patients a permis de montrer un infiltrat lymphocytaire a
prédominance de LT de la méninge associé a un infiltrat macrophagique de la méninge et
de la SB (137). Il a été suspecté que cette réaction était due a une activation trop importante

du systéme immunitaire vis a vis du peptide AR42.
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Devant la faible incidence de I'angiopathie amyloide cérébrale pure et de ABRA
dans la population générale et devant les quelques descriptions de vascularites et d’hémor-
ragies cérébrales chez des patients aux antécédents de MA infectés par le SARS-CoV2,
nous pouvons nous poser la question d’un possible lien entre la COVID-19 de PI2 et 'ag-
gravation de son angiopathie amyloide sans pouvoir I'affirmer devant le peu de données

dans la littérature a ce sujet.

. Les particularités de I’hypothalamus

Il n’a pas été mis en évidence de lésion histologique ou radiologique majeure au
niveau de I'’hypothalamus hormis quelques microhémorragies chez Pl4. Chez I'ensemble
des Pl et des PC, ACE2 était bien exprimée dans les neurones, les vaisseaux des plexus
choroides et les capillaires non fenestrés de I'’hypothalamus. Ces résultats sont corroborés
par des données non encore publiées du laboratoire UMRS 1172, reposant d’'une part sur
la probabilité d’expression déduite de I'analyse biostatistique de bases de données pu-
bliques (Allen Human Brain Atlas) et, d’autre part sur I'étude de I'hypothalamus de hamsters
(pre-print, S.Nampoothiri et al). Cette expression pourrait étre le prérequis d’'un possible
passage du virus par voie hématogéne dans ces régions. En revanche, nous n’avons pas
trouvé d’expression d’ACE2 par I'endothélium des vaisseaux fenestrés de 'EM. Cependant
les cellules gliales au contact de ces vaisseaux exprimaient ACE2, suggérant aussi une
possibilité de passage du SARS-CoV2 par cette voie. La mise en évidence d’'une immuno-
réactivité pour la protéine Spike dans 'EM et dans les plexus choroides n’est cependant

pas suffisante pour d’affirmer le passage du virus par cette voie.

Une autre facon de montrer la présence du SARS-CoV2 dans la région hypothala-
mique et 'EM pourrait étre de disséquer ces régions et d’y chercher le virus par RT-PCR

(sous réserve d’éliminer une contamination sanguine). Une premiére équipe a déja tenté de
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cartographier en RT-PCR 16 régions cérébrales de 25 patients décédés et notamment le
bulbe olfactif, la région de 'EM et les plexus choroides. Seuls 4 patients avaient une ampli-
fication en RT-PCR au-dessus du seuil dont 2 au niveau du bulbe olfactif. Il n’était cependant
pas possible de conclure sur ces seules données et devant 'absence de Iésion histologique

détectée en parallele (138).

Une autre idée pourrait étre de s’intéresser non pas a la morphologie de I'hypothala-
mus mais aux possibles modifications épigénétiques secondaires a la présence du virus

dans cette région (139,140).

LIMITES DE L’ETUDE

Il s’agit d’'une étude préliminaire réalisée sur un petit nombre de patients dont les
autopsies ont été demandées de facon sporadique ne permettant pas de déterminer I'en-
semble des lésions cérébrales pouvant étre rencontrées dans le cadre d’une infection a
SARS-CoV2. Néanmoins I'ensemble des patients autopsiés au CHU de Lille dans le cadre

de la COVID-19 ont pu étre inclus dans ce travalil.

L’interprétation des résultats est limitée par le petit nombre de patients avec la diffi-
culté d’'imputer a la COVID-19 toutes les Iésions cérébrales constatées chez les PI. En effet
ce travail est réalisé sur des patients ayant présenté une infection & SARS-CoV2 dont la
particuliére gravité a entrainé leur déceés. |l s’agissait par ailleurs de sujets présentant des
comorbidités importantes (polyangéite traitée par RITUXIMAB (PI3)) et les interactions de
ces différents facteurs avec l'infection grave a SARS-CoV2 est aujourd’hui inconnue. On est
en droit de se demander si les mémes lésions pourraient étre retrouvées chez des patients
survivants avec un autre profil clinique. L'inclusion de PC avait pour but de limiter une éven-
tuelle confusion entre les Iésions cérébrales secondaires a la réanimation et celles secon-

daires a l'infection par le SARS-CoV2.

86



Une partie de notre travail portait sur I'étude de la région hypothalamique. Cependant
nous n’avions pas pu étudier tous les hypothalamus en IRM 7T en raison du caractere ex-
périmental de ce protocole limitant les interprétations possibles. Cependant, la qualité des
techniques histologiques effectuées sur les deux hypothalamus étudiés en IRM 7T n’a pas

été détériorée et il serait donc possible a I'avenir de réitérer ce type d’étude.

Nous avons choisi de ne pas étudier 'hypophyse. En effet, le temps de fixation long
aurait détérioré la qualité des études immunohistochimiques et il aurait été difficile d’étudier
les différents sous-types de cellules neuroendocrines. Par ailleurs la tige pituitaire doit étre
sectionnée lors du prélevement du cerveau. En outre I'étude de I’hypophyse d’un point de

vue fonctionnel doit se faire sur un modele dynamique.

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Cette étude de cohorte prospective Lilloise a mis en évidence chez des patients dé-
cédés des suites d’'une infection par le SARS-CoV2 I'existence de Iésions cérébrales de
nature vasculaire a prédominance hémorragique sans localisation préférentielle pouvant
prendre une intensité différente en fonction du patient et pouvant aller jusqu’a réaliser un
tableau de CRAM. Chez I'un des patients infectés nous avons montré une vascularite gra-
nulomateuse accompagnant une angiopathie amyloide pure, cause du décés du patient.
Ce type de Iésions apparues dans les suites d’une infection par le SARS-CoV2 n’est, a
notre connaissance, pas décrit dans la littérature.

Nous avons également pour la premiére fois étudié de fagon plus spécifique I'hypo-
thalamus de ces patients. Nous n’avons pas mis en évidence d’anomalie morphologique
redondante chez les quatre patients infectés. Néanmoins nous avons confirmé I'expression
d’ACE2 dans la région hypothalamique, qui pourrait étre une zone de passage possible du
virus.

Néanmoins, il s’agit d’'une étude préliminaire. En effet, la limite principale de cette

87



étude est le petit nombre de patients ne permettant pas la généralisation des résultats a une

plus grande population.

Suite a ces résultats il nous semble important

e De poursuivre I'étude de I'impact de la COVID-19 sur I'hypothalamus en menant des
études morphologiques sur des séries autopsiques de grande taille avec un recrute-
ment multicentrique

e De compléter les études morphologiques par des études moléculaires et en particu-
lier épigénétiques afin de ne pas méconnaitre d’autres mécanismes potentiels de
Iésions hypothalamiques.

e D’assurer un suivi clinique neurologique et endocrinien des patients ayant survécu a

une forme grave de la COVID-19.
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ANNEXE

Principes physiques de I'IRM

Le principe de I'lmagerie par Résonance Magnétique (IRM) est d’induire un champ
magnétique pour étudier les noyaux d’hydrogéne qui sont présents en grande quantité dans
'eau et donc dans les tissus. L'intensité de ce champ magnétique est exprimée en Tesla (T).

Un noyau d’hydrogéne est constitué d’'un proton et d’'un électron. Le proton a un
mouvement intrinseque de rotation appelé spin. Dans une IRM les protons sont soumis a
un champ magnétique statique (B0O) et vont s’aligner sur I'axe de B0 selon deux orientations
en fonction de leur spin (+ ou — 1/2) et vont se répartir en deux populations dites « paralléle »
et « antiparalléle » avec un discret excés pour la population « paralléle » qui est a l'origine
du vecteur d’aimantation macroscopique. Plus ce vecteur est élevé et plus le signal percu
estintense. Il est proportionnel a la densité de protons dans un tissu et a l'intensité du champ
magnétique

La vitesse de rotation des protons autour de I'axe de BO est appelée fréquence de
précession.

Un second champ magnétique oscillant (B1) ou onde de radio fréquence (RF) est
ensuite appliqué et va avoir pour but de faire basculer 'axe de rotation des protons. C’est
ce qui s’appelle I'excitation. Pour ce faire il faut que B1 soit en résonance avec la fréquence
de précession des protons afin de pouvoir leur transmettre de I'énergie. De ce fait tous les
protons basculés sont dits en phase et ont la méme fréquence de précession.
Quand B1 est interrompu, les protons dont I'axe avait dévié reviennent a leur position initiale
en fonction de I'axe de BO sans cesser de tourner et vont restituer 'énergie emmagasinée
au cours de la phase d’excitation qui est enregistrée en Résonance Magnétique Nucléaire
(RMN). C’est la phase de relaxation. Cette phase a une composante longitudinale (T1) et
une composante transversale (T2) (141,142).

T1 dépend de la collision entre les atomes. Si le nombre de collisions est trés grand
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ou tres faible (comme dans le LCR ou dans I'os), les atomes vont mettre du temps a retrou-
ver leur axe longitudinal initial. En revanche si le nombre de collisions est modéré (comme
dans la graisse), le temps de relaxation T1 sera court. Cela se traduit par un hypersignal

pour le tissu adipeux et un hyposignal pour le LCR ou l‘os.

T2 est lié a la vitesse déphasage des protons. Une fois la levée de B1, I'agitation des
protons va faire que leur rotation va se déphaser et donc que leur fréquence de précession
va varier. Plus I'agitation des protons dans un tissu sera élevée et plus la vitesse de dépha-
sage sera grande. Cela se traduit par exemple par un hypersignal du LCR et un hyposignal

du tissu adipeux (143).

T1 et T2 sont toujours enregistrés ensemble lors de I'acquisition d’une séquence et
c’est le fait de favoriser 'un ou de l'autre qui va étre a l'origine de la pondération T1 ou T2.
Pour ce faire il faut répéter les phases d’excitation et de relaxation en faisant varier le temps
de répétition (TR) et le temps d’écho (TE) ou TR est le délai entre les phases d’excitation et
TE est le délai suivant la phase d’excitation a partir duquel le signal est enregistré (144).

Quand le TR et le TE sont courts c’est la pondération en T1 qui est favorisée. A I'in-
verse quand le TE et le TR sont longs c’est la pondération en T2. L’angle de bascule lors de
I'excitation va également varier en fonction de la pondération souhaitée et sera générale-
ment de 90° en pondération T2 et inférieur a 90° en pondération T1.

Ces séquences utilisent le principe de I'écho de gradient (EG) ou d’écho de spin (ES).
L'EG est caractérisé par un angle de bascule inférieur a 90° sans RF a 180° de rephasage
ce qui permet de diminuer le TR et le TE. L'ES est caractérisée par un angle de bascule de
90° puis une impulsion a -180° de rephasage afin de compenser les hétérogénéités de
champ.

Les caractéristiques des autres séquences découlent de ces principes.
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Le signal Fluid Attenuated Inversion Recovery (FLAIR) correspond a une forte pon-
dération en T2 grace a un long TE et TR avec suppression artificielle du signal du LCR gréace
a une inversion de I'angle de bascule des protons qui est initialement de 90°et qui va bas-
culer de 180° suite a une inversion du champ magnétique oscillant. Cette séquence permet
de mieux voir l'interface ventricule/parenchyme péri-ventriculaire et les anomalies de signal

de la substance blanche (145).

Le fer provoque une inhomogénéité du champ magnétique ou « effet de susceptibi-
lité » qui entraine une relaxation plus rapide des protons. Les séquences Susceptibility
Weighted Imaging (SWI) et T2 * permettent de mieux détecter les microhémorragies en
détectant mieux les sources de susceptibilité magnétique liées a 'atome de fer avec une

sensibilité plus grande pour le SWI (146).

La séquence de diffusion (DTI) se base sur le principe des mouvements browniniens.
Dans un premier temps, BO est appliqué avec un gradient d’intensité différent en fonction
de la localisation des protons par rapport a I'axe de BO, c’est ce qu'on appelle le gradient de
déphasage. Ainsi, en fonction de leur localisation les protons n’ont pas la méme fréquence
de précession avec une avance ou un retard de phase proportionnelle a leur position par
rapport a 'axe du gradient. Dans un second temps un gradient opposé au premier est ap-
pliqué afin que si un proton est resté immobile il ait un déphasage nul et émette un signal
intense. Si un proton s’est déplacé, il a un déphasage non nul, proportionnel a son dépla-

cement selon le gradient et émet un signal plus faible.

Au final les images obtenues se caractérisent par leur résolution spatiale qui est la

taille du plus petit élément qui sera visible. Celle-ci dépend de I'épaisseur de coupe, du
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champ de vue (partie de I'espace analysé) et de la dimension de la matrice (hombre de
pixels par champ de vue).

Elles vont également se caractériser leur caractere jointif ou non. Les séquences
dites « 2D » sont caractérisées par des images non jointives avec des espaces non images
entre deux coupes. Les séquences « 3D » sont caractérisées par des images jointives sans

espace entre les coupes.
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