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INTRODUCTION

La cardiomyopathie arythmogéne du ventricule droit est une pathologie
caractérisée par des anomalies musculaires structurelles secondaires au
remplacement progressif du tissu myocardique par un tissu adipeux et fibreux.

I s’agit d'une maladie héréditaire essentiellement de transmission
autosomique dominante avec une pénétrance incompléte et une expressivité
variable.

Les signes cliniques couvrent un vaste spectre de manifestations allant de
I'absence compléte de symptébmes, a des arythmies variées pouvant conduire a la
mort subite, parfois révélatrice, principalement chez des sujets jeunes et sportifs.

Son diagnostic, encore aujourd’hui est difficile. || nécessite une prise en
charge multidisciplinaire et repose sur un faisceau d’arguments, incluant parfois une
analyse anatomopathologique.

Bien qu'étant considéré comme le gold standard, [I'examen
anatomopathologique présente de nombreuses limites.

Cest dans ce contexte que nous avons souhaité réaliser une étude
morphologique et en immunofluorescence pour évaluer les critéres diagnostiques et
rechercher de nouveaux outils pouvant améliorer la pertinence diagnostique de cette

pathologie au risque vital non négligeable.



1. GENERALITES

1.1. Le cceur

1.1.1. Origine embryologique du cceur et de ses cavités

Le cceur est le premier organe fonctionnel de 'embryon. Sa morphogénése se
réalise entre les 15°m¢ et 50°™€ jours du développement embryonnaire. Depuis 2001
son origine est mieux connue. En effet, trois équipes, dont celle de Kelly et
Buckingham(1), s’intéressant aux cardiopathies congénitales, ont mis en évidence
'existence d’'un second champs cardiaque. Ainsi, le coeur dériverait du tube
cardiaque primitif, du second champ cardiaque et de deux populations cellulaires

extracardiaques.

Pour rappel, le cceur a pour origine le mésoderme splanchnique antérieur
situé entre le feuillet embryonnaire ventral appelé endoderme et le feuillet dorsal,
I'ectoderme(3).

Les cellules du mésoderme se regroupent en ilot de cellules angioformatrices
qui trouvent leur origine de chaque cété de la ligne primitive de 'embryon.

Ces ilots cellulaires migrent vers la partie encéphalique de I'embryon et se
rejoignent a I'avant de la plaque neurale pour former un plexus vasculaire en forme
de croissant : la plaque cardiogénique.

La plaque cardiogénique se divise en deux couches : ventrale et dorsale.

La majeure partie de la couche ventrale sera a I'origine du myocarde alors que

la couche dorsale donnera le péricarde.

Au 18éme jour de la vie intra-utérine, I'ébauche cardiaque s’invagine pour
former les tubes cardiaques primitifs droit et gauche qui sont réunis par un pont
antérieur, appelé le croissant cardiaque.

Ces deux tubes fusionnent sur la ligne médiane pour former le tube cardiaque
primitif.

C’est un organe rectiligne, impair et médian, situé dans la cavité péricardique.

Il donnera naissance au ventricule gauche et a la partie antérieure des

oreillettes contenant les auricules.



Figure 1 : Tube cardiaque

Le second champ cardiaque, quant a lui, migre aux extrémités du tube

cardiaque primitif lors de la loop (ou plicature cardiaque) et se divise en deux parties.

La partie antérieure contribue a la formation du ventricule droit et de la voie
d’éjection incluant les troncs artériels intra péricardiques.
La partie postérieure participe a la septation auriculaire et atrioventriculaire, et

a I'incorporation des veines pulmonaires et systémiques dans les oreillettes.

Des études ont montré que les deux populations de cellules progénitrices du

ceeur étaient présentes dés le stade de plaque cardiogénique(2)
Les cellules de la créte neurale cardiaque donnent le signal au second champ

cardiaque pour ajouter des myocytes a la voie d’éjection et au ventricule droit. Les

cellules de I'épicarde participent a la formation des artéres coronaires

Figure 2 : Les différents champs cardiaques et leurs dérivés dans le coeur normal



1.1.2. Anatomie du coeur

Le cceur est un organe musculaire creux, en forme de pyramide, situé dans le
médiastin moyen et dont les deux tiers de la masse se situent a gauche de la ligne
médiane. En avant et en arriére, il est limité par la cage thoracique et latéralement
par les poumons. En latéral droit il s’étend de I'insertion de la 3°™¢ cote a celle de la
6°me parallélement au sternum. En latéral gauche il s’étend de l'insertion de la 2éme
cote jusqu’au 5°™¢ espace intercostale. En inférieur il répond au diaphragme.(4)

En moyenne, le coeur mesure 13 cm de long, 8 cm de large et pése 350 gr.
Cependant sa taille et son poids varient en fonction de I'age, du sexe, de la

corpulence et de la condition physique de l'individu.
1.1.2.1. Concernant sa configuration externe

Le cceur est de forme triangulaire et posséde trois faces : une face antérieure
(ou sterno-costale), une face inférieure (ou diaphragmatique) et une face latérale
gauche (ou pulmonaire). Il présente un apex antérieur orienté vers le bas et vers la
gauche, et une base postérieure orientée vers le haut et vers la droite. Sur la base
s’abouchent les gros troncs artériels que sont I'artere pulmonaire et I'aorte.

Il est composé de quatre cavités, couplées deux a deux formant un cceur droit
et un cceur gauche qui fonctionnent comme deux pompes juxtaposées et
synchronisées.

Les oreillettes, cavités de petite taille, de topographie supérieure, ont pour réle
de réceptionner le sang. Elles sont pourvues d'un auricule : a droite l'auricule
posséde une base large alors qu'a gauche, l'auricule est rétracté, présentant un
aspect en « chaussette ». Elles sont séparées par le sillon inter auriculaire. Au
niveau de loreillette droite s’abouchent les veines caves supérieure et inférieure
(fermées en avant par une valvule). Au niveau de l'oreillette gauche s’abouchent
dans la partie supérieure les veines pulmonaires droite et gauche supérieures et
inférieures.

Les ventricules, cavités de plus grande taille, de topographie inférieure, ont
pour réle d’éjecter le sang au travers d’un vaisseau artériel : I'artére pulmonaire pour

le ventricule droit et 'aorte pour le ventricule gauche.



Il'y a trois sillons principaux :

- le sillon auriculoventriculaire (ou coronaire) qui sépare le massif auriculaire
en arriere des ventricules antéro-inferieurs.

- le sillon interventriculaire antérieur qui sépare sur la face antérieure les
deux ventricules et dans lequel circule une branche de l'artére coronaire gauche
(I'artére interventriculaire antérieure).

- le sillon interventriculaire postérieur qui sépare sur la face postérieure les

deux ventricules et dans lequel circule I'artére interventriculaire postérieure.

Photo 1 : Face antérieure (A) et postérieure (B) du coeur



1.1.2.2. Concernant sa configuration interne :

Figure 3 : Schéma de I'anatomie interne du coeur

Le cceur est un organe creux, cloisonné, subdivisé en deux parties droite et
gauche par le septum :
- Le septum inter-atriale, fibro-adipeux, qui comporte le foramen ovale
et sépare les deux oreillettes.
- Le septum interventriculaire, musculaire, qui posséde une fine portion
membraneuse a son extrémité supérieure, dans lequel siége le tronc du

faisceau de His. Il sépare les deux ventricules.

La description est faite en suivant le sens de circulation du sang.
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Le sang pauvre en oxygéne débute son parcourt intracardiaque dans la partie
droite du cceur en pénétrant dans loreillette droite (OD) par les veines caves
supérieure et inférieure. L'OD posséde une paroi irréguliére, dite pectinée, plus lisse
en postérieur.

Le sang se dirige ensuite dans la chambre de remplissage du ventricule droit
(VD) en passant a travers la valve atrioventriculaire droite (ou tricuspide). C’est une
valve composée de trois feuillets, également appelés cuspides ou valvules. Il y a la
cuspide antérieure, la plus grande, la cuspide postérieure et la cuspide septale. Les
valvules sont fixées a la paroi ventriculaire au niveau de reliefs musculaires appelés

piliers (ou muscle papillaire ventriculaire) par I'intermédiaire de cordages.

Le VD, de forme pyramidale, posséde une paroi fine qui mesure entre de 3 et
6 mm environ. Il représente 2 de la masse du VG. Il est divisé en trois parties :

- Une chambre de remplissage postéro inférieure, comportant la valve
tricuspide, les cordages, trois colonnes charnues (une pour chaque
cuspide) et la trabécule septomarginale comportant la branche droite du
faisceau de His,

- Un apex trabéculé,

- Une chambre de chasse (ou conus ou infundibulum pulmonaire),
antérosupérieure, correspondant a une structure musculaire tubulaire dans
laquelle siege la valve pulmonaire.

La créte supra-ventriculaire sépare I'entrée du VD (valvule tricuspide) et sa

sortie (valve pulmonaire)

Le sang gagne ensuite I'artére pulmonaire pour étre oxygéné en passant au
travers de la valve du méme nom. C’est une valve dite orificielle, constituée de trois

valvules semi-lunaires (antérieure, droite et gauche).

Le sang oxygéné revient dans le coeur par les veines pulmonaires supérieures
et inférieures droite et gauche. Elles s’abouchent a la partie supérieure de l'oreillette
gauche (OG), cavité a paroi lisse et plus petite que l'oreillette droite.

Il rejoint la chambre de chasse du VG en passant par la valve atrio-
ventriculaire gauche (ou mitrale). C'est une valve composée de deux feuillets : la
valvule médiale antérieure et la valvule latérale postérieure. Elles sont fixées par

d’épais et puissants cordages a des muscles papillaires bifides ou multifides
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appelées muscle papillaire antérieur et postérieur. En plus des deux grandes
valvules, la valve mitrale posséde deux petites valvules appelées cuspides

commissurales.

La cavité du VG est de forme ellipsoide. Elle est divisée comme celle du VD
en une chambre de remplissage hérissée de colonnes charnues et une chambre de
chasse a paroi lisse

La paroi du VG est a peu prés trois fois plus épaisse que celle du VD et
mesure entre 9 et 12mm.

La chambre de chasse longe la paroi septale vers la valve aortique. Cette une
valve orificielle composée de trois solides valvules semi-lunaires antérieure, droite et

gauche.

Photo 2 : Vue supérieure de coupes transversales du coeur
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Figure 4 : Vue supérieure de coupes transversales du cceur passant par les valves

Le cceur est vascularisé par la circulation coronaire. Elle se compose des
artéres coronaires (premiéres branches de I'aorte), d’'un réseau capillaire enfoui sous
la surface myocardique et de veines coronaires qui se réunissent dans le sinus
coronaire et se jettent dans l'oreillette droite.

Les artéres coronaires droite et gauche prennent naissance a la base de
I'aorte ascendante, dans les sinus aortiques correspondant. lls sont situés en regard
des valvules droite et gauche de la valve aortique. Leurs troncs principaux cheminent
dans les sillons coronaires (ou atrio-ventriculaires). Alors que les troncs des artéeres
cheminent dans le tissu graisseux sub-épicardique des sillons, leurs branches de
division sont souvent entourées de myocarde.

L’artére coronaire gauche donne le tronc commun qui passe entre le tronc
pulmonaire et l'auricule gauche. |l se divise en deux, donnant l'artére coronaire
interventriculaire antérieure qui descend dans le sillon interventriculaire antérieur, et
I'artere circonflexe qui gagne la face dorsale par le sillon coronaire.

L’artére coronaire droite rejoint le bord droit du sillon coronaire et se retrouve
ainsi recouverte par I'auricule droit. Elle donne en antérieur des branches pour 'OD
et pour le VD. Ensuite elle se poursuit dans le sillon coronaire dorsal vers le sillon
interventriculaire postérieur pour donner I'artére interventriculaire postérieure.

La plus grande partie du sang dépourvu d’oxygéne provenant des parois du
cceur coule dans les veines qui accompagnent les artéres. Elles affluent vers le sinus

coronaire qui est situé a la partie postérieure du sillon coronaire pour se jeter dans
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I'OD. Les principales veines qui s’y jettent sont la veine interventriculaire antérieure
qui devient la grande veine cardiaque, la veine moyenne du cceur (ou

interventriculaire postérieure) et la petite veine cardiaque.

Le coeur est pourvu d'un épais réseau de vaisseaux lymphatiques qui se
divise en un réseau profond endocardique, un réseau moyen myocardique et un
réseau superficiel épicardique. Des troncs vasculaires de plus gros calibre
accompagnent l'aorte et le tronc pulmonaire en épicardique. Les ganglions de
drainage régionaux correspondant appartiennent au groupe des ganglions

médiastinaux antérieurs et sont situés devant 'arc aortique.

Figure 5 : Schéma de la vascularisation artérielle et veineuse du cceur
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1.1.3. Histologie cardiaque
1.1.3.1. La paroi du coeur

Le coeur est composé de trois tuniques tissulaires qui sont du versant externe

vers le versant interne (Photo 3 et Figure 6) (5)(6) :

- L’épicarde (ou péricarde viscérale): il s’agit d'un fin feuillet de tissu
conjonctif fibreux conférant au coeur une surface lisse. Il comporte une couche de
cellules mésothéliales pavimenteuses reposant sur un tissu conjonctif fibreux riche
en fibres élastiques, fibres collagenes et adipocytes. Il contient les vaisseaux
coronariens et des plexus nerveux.

Il se réfléchit sur le versant externe avec le péricarde pariétal. |l s’agit également
d’un feuillet séreux composé de fibres de collagéne, de fibres élastiques, recouvert
d’'une couche de cellules mésothéliales.

La cavité péricardique est I'espace « virtuel » située entre ces deux feuillets. Elle
contient une faible quantité de liquide destinée a lubrifier les surfaces en contact et
permet ainsi les mouvements du coeur durant sa contraction sans force de friction.

Ensemble, ils délimitent le sac péricardique dans lequel est enfermé le cceur.

- Le myocarde : il est le constituant majoritaire de la paroi et représente la
masse du cceur. |l s’agit d’'un tissu musculaire strié spécialisé. Nous le détaillons plus

bas dans un paragraphe dédié.

- L’endocarde : il tapisse les quatre cavités cardiaques et est d'épaisseur
variée (plus épais dans les oreillettes et plus fin dans les ventricules). Il est constitué
de trois couches :

- Une couche directement au contact du myocarde, dite « sous
endocardique » : elle se compose de fibres de collagene en continuités avec
celles qui entourent les cellules musculaires du myocarde adjacent. Elle
renferme des cellules de Purkinje.

- Une couche intermédiaire : c’est la couche la plus épaisse notamment
au niveau des oreillettes. Elle est composée de fibres de collagéne et de fibres
élastiques organisées parallélement a la partie plus profonde et contient des

myofibroblastes.
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- Une couche interne, au contact de la circulation sanguine : elle est
constituée d’'une couche de cellules endothéliales aplaties, en continuité avec

I'endothélium parvenant au coeur et qui en repart.

Photo 3 : Coupe transversale du coeur passant par les cavités ventriculaires

Figure 6 : Schéma et photo de I'histologie de la paroi du coeur
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1.1.3.2. Les valves

Un petit mot sur la structure histologique générale des différentes valves
cardiaques (Photo 4).

Le tissu valvulaire correspond a un tissu conjonctif trilamellaire bordé, sur ses
deux versants, d’une fine couche d’endothélium, en continuité avec celle des cavités
cardiaques. Il s’organise en trois tuniques de tissu conjonctif l1ache : une fibrosa, une
spongiosa et une ventricularis. Sa particularité est de ne pas étre vascularisée.

La fibrosa correspond a un plateau fibreux qui est en continuité avec I'anneau
valvulaire fibreux. Elle est riche en fibres de collagéne. Elle est revétue en surface
par une couche de cellules endothéliales au réle anti-adhérant et anti-thrombotique.

La spongiosa, couche intermédiaire, est composée de fibres de collagéne en
moindre densité et de fibres élastiques.

La ventricularis, est la couche située face aux ventricules, est également
composée de fibres de collagene, de fibres élastiques et est revétue en surface par

une couche de cellules endothéliales.

Photo 4 : Coupe histologique d'une valve cardiaque normale
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1.1.3.3. Le myocarde

Le myocarde représente le muscle cardiaque I'élément contractile du cceur. Il
s’agit d'un muscle strié constitué d'un squelette fibreux et de cardiomyocytes
contractiles.

Le squelette fibreux comprend les quatre anneaux valvulaires, le septum
fibreux et la charpente conjonctive inter et intra fasciculaire. |l se compose de fibres
de collagene, de fibre de réticuline, de fibroblastes, d’adipocytes, de vaisseaux et de
nerfs. Sa densité différe en fonction de sa topographie. Trés dense au niveau des
anneaux et de plus en plus lache au fur et a mesure de ses ramifications entre les
cardiomyocytes, ou il est semblable a 'endomysium des cellules musculaires striées.

Les cardiomyocytes contractiles sont des cellules spécialisées qui ont la
particularité d’étre ramifié a leurs extrémités et de s’anastomoser entre elles pour
former un réseau tri-dimensionnel de fibres musculaires.

La masse du myocarde et le diamétre des cardiomyocytes different d’'une
cavité a l'autre en fonction de la charge de travail qu’elles subissent. Ainsi au niveau
des oreillettes, le myocarde est d’épaisseur modérée et les cardiomyocytes sont de
taille intermédiaire. Alors qu’au niveau des ventricules, et tout particulierement du VG
(ou la charge est la plus importante), le myocarde est épais et les cellules

myocardiques sont de grand diamétre.

A noter quelques différences structurelles entre les deux ventricules. En effet,
au niveau du VD le myocarde s’organise en deux couches avec d’'une part des fibres
sous-épicardiques orientées parallélement au sillon atrioventriculaire, et d’autre part,
des fibres sous-endocardiques orientées longitudinalement de la base a I'apex qui
sont en continuité avec la couche sous-épicardique ventriculaire gauche. Il est
dépourvu de couche moyenne a disposition circonférentielle par opposition au VG.
De plus, les cardiomyocytes du VD ont une taille environ 15% plus petite que les

cardiomyocytes du VG.

Sur son versant interne, sous-endocardique, il forme des trabéculations,
appelées colonnes charnues. Elles sont de 3 ordres. Les colonnes charnues de 1°"
ordre correspondent aux piliers du cceur, appelés également muscles papillaires.

Ceux sont des protrusions bombant dans la lumiere des cavités ventriculaires,

au sommet desquels s’insérent des cordages tendineux valvulaires. Les colonnes
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charnues de 2éme ordre, quant a elles, se fixent d'une paroi ventriculaire a une
autre. Elles sont libres a leur partie moyenne. Les colonnes charnues de 3éme ordre

correspondent a des bourrelets musculaires adhérents a la paroi ventriculaire.

1.1.4. Les différents cardiomyocytes

Au sein du myocarde, il existe trois types de cellules spécialisées :

- les cardiomyocytes cardionecteurs: cellules du systéme atrio-
ventriculaire qui ont pour rdle la production et la conduction de [I'excitation.
L’'impulsion de la contraction née au niveau du nceud sinusal. L'impulsion provoque
la contraction auriculaire et parvient au nceud auriculo-ventriculaire qui déclenche la
contraction des ventricules en se propageant dans les branches droite et gauche du
faisceau de His. Ces cellules sont de deux types: les cellules nodales, que I'on
retrouve au niveau du nceud sinusal, du noeud atrio-ventriculaire et du faisceau de
His, et les cellules de Purkinje que I'on retrouve au sein des branches droite et
gauche du faisceau de His et de son réseau terminal. Elles mesurent entre 4 ym
(cellules nodales) et 30 um (cellules de Purkinje) de long. Elles posseédent un
sarcoplasme abondant, riche en grains de glycogéne et pauvres en myofibrilles.
Elles ne possedent ni stries scalariformes, ni striations transverses, ni tubules T,
mais elles ont des desmosomes pour se lier les unes aux autres de maniére linéaire.
Les cellules de Purkinje se localisent dans I‘endocarde profond du sillon

interventriculaire et des ventricules.

- les cardiomyocytes myoendocrines : cardiomyocytes situés
principalement dans I'OD qui possédent de nombreux grains de sécrétion
éosinophiles péri-nucléaires. Ces cellules atriales spécifiques ont des fonctions
endocrines, elles sécretent 'hormone anti-natriurétique. Cette hormone est impliquée
dans la régulation de la pression sanguine et dans la composition électrolytique du
liquide extracellulaire. Ces cellules atriales présentent des caractéristiques
morphologiques particuliéres, elles sont plus petites que les cardiomyocytes
ventriculaires. Elles sont également présentes dans le myocarde ventriculaire mais
en moins grande quantité et sont localisées principalement dans le septum et le long

du tissu nodal.

19



- les cardiomyocytes contractiles: principal constituant du muscle

myocardique.

1.1.5. Le cardiomyocyte contractile

Le cardiomyocyte contractile est une cellule rectangulaire comportant un a
deux noyaux centraux et nucléolés. |l mesure environ 100 et 150 ym de long, 10 a 20
pm de large et 10 a 30 ym d’épaisseur. Contrairement aux cellules du muscle
squelettique, elles ne fusionnent pas entre elles, mais s’alignent et se lient les unes
aux autres au niveau de leurs extrémités bifurquées, pour former de longues chaines
(fibres musculaires) par l'intermédiaire de disques intercalaires (stries scalariformes).

Ceux sont des cellules striees comportant, comme les cellules du muscle
squelettique, des filaments d’actine et de myosine organisés en sarcoméres et
donnant les myofibrilles intra-cytoplasiques visibles en microscopie optique (Figure
7).

Figure 7 : Schéma et photos d'une coupe histologique du myocarde
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Photo 5 : Microscopie électronique du myocarde

D'un point de vue structurel, le cardiomyocyte s’organise en différents

compartiments (Figure 8) :

Figure 8 : Schéma de l'ultrastructure cardiomyocytaire
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- Les myofibrilles (ou compartiment sarcomérique) (9 et 10) : elles constituent la

base de l'activité contractile du cardiomyocyte (Figure 9).

o En microscopie électronique elles apparaissent comme une alternance de
bandes claires et de bandes denses qui correspondent respectivement aux
bandes | et A visibles en microscopie optique. Cet aspect résulte de
l'interpénétration de deux types de myofilaments dans le sarcoplasme du
cardiomyocyte. lls sont disposés parallelement a I'axe longitudinal de la

cellule.

o Il s’agit de filaments de myosine, myofilaments épais, situés uniquement
au niveau des bandes A, et de filaments d’actine, myofilaments fins situées
a la fois au niveau des bandes | et en partie au niveau des bandes A. |l n’a

pas de filament d’actine au niveau de la bande H.

o Ces myofilaments composent ainsi les unités contractiles des myofibrilles,

les sarcomeéres. lls sont délimités par deux stries Z.

Figure 9 : Schéma et photo prise en microscopie électronique d'un sarcomere
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La membrane latérale (ou sarcolemme) (3 et 4) correspond a la membrane se
trouvant en position latérale lors d’'une section longitudinale. Elle joue un rdle clé
dans l'interface avec la matrice extracellulaire et la lame basale, dans la fonction
contractile ainsi que dans I'organisation tridimensionnelle du tissu cardiaque par

formation des tubules transverses appelés tubules T.

o Le systéme des tubules T cardiaques est formé de larges invaginations de
la membrane cellulaire (sarcoplasme), pourvus d'un cell-coat et tapissés
d’'une lame basale, en regard des stries Z. Le réticulum sarcoplasmique
associé aux tubules T est formé de tubules longitudinaux, les tubules L,
anastomosés en un réseau a mailles irréguliéres, s’étendant sous le
sarcolemme et entre les myofibrilles sur une distance de 1, a 2 voire
plusieurs sarcoméres. Chaque tubule T est généralement associé a un
seul tubule L, lI'ensemble constituant une diade. C'est la que la
dépolarisation de la membrane cytoplasmique amene le réticulum
endoplasmique a libérer son calcium dans le sarcoplasme, ce qui

déclenche la contraction des sarcomeéres.

Le disque intercalaire (ou strie scalariforme) (5 a 8), localisé a I'extrémité
longitudinale des cardiomyocytes, toujours en regard d’'une strie Z, il permet
I'interconnexion directe entre deux cardiomyocytes adjacents et assurent ainsi la
synchronisation de la contraction entre eux (Photo 6). |l présente une disposition
en marche d’escalier avec des segments transversaux et des segments

longitudinaux comportant au total trois types de jonctions intercellulaires :

Disque /

Intercalaire

Mitochondries

Photo 6 : Disque intercalaire en microscopie électronique
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o Les fascia adherens, situés dans les portions transversales, ils sont
similaires aux complexes jonctionnels épithéliaux de type zonula adherens.
Il s’y attache les filaments d’actine des sarcoméres terminaux afin de
transmettre les forces contractiles d’une cellule a lautre. Elles sont
notamment constituées de protéines transmembranaires de type

cadhérine.

o Les jonctions communicantes (ou jonction GAP) qui assurent la
transmission du signal électrique de cellules en cellules sont surtout
localisés dans la portion longitudinale de la strie scalariforme. Elles sont
composees de connexine 43.

o Les desmosomes (Figure 10), points d'ancrage des filaments
intermédiaires du cytosquelette, ils ont un réle mécanique dans I'adhésion
intercellulaire. lls peuvent étre retrouvés sur les deux types de portion de la
strie scalariforme avec une prédominance pour la portion transversale. lls
sont constitués de trois principaux types de protéines. La desmoplakine
(DSP) qui est une protéine intracellulaire se liant aux les filaments
intermédiaires (FI) de desmine. La desmocolline-2 (DSC2) et la
desmogléine-2 (DSG2) qui sont des protéines transmembranaires
appartenant a la superfamille des cadhérines. La plakophiline-2 (PKP2) et
la plakoglobine (PKG) qui sont des protéines de liaison reliant la DSP aux
queues des cadhérines. L’altération d’'une de ces protéines va étre

responsable de la dyscohésion des cardiomyocytes et de leur apoptose.

Figure 10 : Schéma de la structure moléculaire du disque intercalaire
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1.1.6. Fonction contractile du cardiomyocyte

Les cellules cardionectrices du tissu nodal générent de maniére spontanée et
automatique les potentiels d’action a l'origine de la contraction myocardique. lIs
traduisent des mouvements ioniques transmembranaires mettant en jeu des canaux
ioniques (Na+/K+/Ca++) voltages ou ligands-dépendants, transmis rapidement aux
cellules contractiles grace aux jonctions communicantes (Figure 11).

lls sont responsables d'un phénoméne de dépolarisation membranaire
transmis au réticulum sarcoplasmique par les tubules T. |l en résulte une libération
intracytoplasmique d’ion calcium (Ca2+) a I'origine de la contraction musculaire. L’ion
calcium se fixe a la troponine C, protéine sarcomérique qui initie la contraction des
myofibrilles par glissement des filaments d’actine sur les filaments de myosine.

La propagation des potentiels d’action entre les cardiomyocytes contractiles
est également assurée par les jonctions communicantes du disque intercalaire. Les
desmosomes assurent l'unité mécanique permettant d’obtenir une contraction
synchrone et coordonnée.

Ainsi le disque intercalaire joue un rble dans la cohésion cellulaire et dans la
diffusion rapide de l'excitation d’'une cellule a l'autre a travers le cceur. Ce qui

explique la présence de troubles du rythme/d’arythmie en qu’a anomalie de celui-ci.

Figure 11 : Schéma de la structure moléculaire membranaire du cardiomyocyte
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1.2. Classification des cardiomyopathies

Le terme de cardiomyopathie a été utilisé pour la 1ére fois en 1957 par le
cardiologue Wallace Brigden pour désigner une pathologie myocardique d’origine
non ischémique(7).

Longtemps méconnues et considérées comme idiopathique, la
physiopathologie des cardiomyopathies se dévoile progressivement avec I'apport
des observations d’autopsies et I'apparition de nouveaux outils diagnostics,
particulierement en biologie moléculaire avec le séquengage a haut débit de nouvelle
génération (NGS).

Ainsi depuis 2006, '’American Heart Association les définie comme « un
groupe hétérogene de maladies du myocarde associées a des dysfonctionnements
mécaniques et / ou électriques qui, habituellement (mais pas invariablement),
présentent une hypertrophie ou une dilatation ventriculaire inappropriée et sont dues
a une variété de causes qui sont souvent génétiques. Les cardiomyopathies sont
confinées au cceur ou font partie de troubles systémiques généralisés. » (8,9).

Elles sont catégorisées en fonction de leurs caractéristiques pathogénes en
cardiomyopathies dilatées (CMD), cardiomyopathies hypertrophiques (CMH),
cardiomyopathies restrictives (CMR), cardiomyopathies arythmogénes (CA) et
cardiomyopathies non classifiées (telle que la non-compaction du ventricule gauche).

Elles sont associées une forte morbidité-mortalité, en raison de leur évolution
fréequente vers linsuffisance cardiaque et/ou la mort subite. Elles peuvent étre
d’origine acquise et environnementale (toxiques, infectieuses), mais sont le plus
souvent d’origine génétique, avec le plus souvent un mode de transmission
autosomique dominant, une pénétrance lice a I'dge et une expressivité trés
variable.(10)
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Leur description est détaillée en annexe 1.

Figure 12 : Représentation schématique des principales cardiomyopathies
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1.3. Cardiomyopathie arythmogeéne du ventricule droit

1.3.1. Historique

Figure 13 : Représentation schématique de la CAVD

La cardiomyopathie arythmogéne du ventricule droit (CAVD) est une
cardiomyopathie décrite pour la premiére fois en 1976 par Fontaine et Al.(11) et
définit comme un remplacement du tissu musculaire myocardique par un tissu
fibroadipeux (Figure 13). Pensant que son origine est malformative, elle est nommée
dysplasie arythmogéne du VD. Ce n’est que dans les années 2000 que son origine
geénétique est identifiée(12), la classant ainsi dans les cardiomyopathies par
I’American Heart Association, remplagant alors le terme de dysplasie arythmogéne
du VD par celui de CAVD.

Dans les formes classiques, le VG n’est pas affecté au stade précoce, mais
recemment la définition clinique de la CAVD a été complétée afin de couvrir un
spectre clinique plus large incluant des sous-types a prédominance gauche ou

biventriculaires.(13)
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1.3.2. Epidémiologie et histoire naturelle de la maladie

La CAVD est une pathologie myocardique rare dont la fréquence est estimée
entre 1/2000 et 1/5000 habitants dans la population générale (14). Dans pres de la
moitié des cas (30%-50%), les patients présentent une histoire familiale mais du fait
de la pénétrance incompléte, sa prévalence est probablement sous-évaluée.(10)

Elle touche majoritairement les hommes jeunes (sexe ratio 3 : 1 ; age moyen
au diagnostic = 29 ans), sportifs (15).

L’évolution naturelle de la CAVD « classique » est décrite en 4 étapes
successives (16):

Une étape précoce asymptomatique ou « phase pré clinique », durant laquelle
il existe des modifications fonctionnelles et structurelles mineures non détectables.
Cette étape peut déja se compliquer de mort subite alors méme que le sujet était
totalement asymptomatique.

La deuxiéme étape se caractérise par I'apparition d’arythmies identifiables a
I'électrocardiogramme (ECG) et danomalies structurelles et fonctionnelles
maintenant visibles en imagerie.

La troisieme étape résulte de la progression de latteinte structurale du
myocarde. Le VD devient défaillant et possede une fonction contractile altérée. La
fonction du VG reste globalement bien préservée.

La quatrieme et derniére étape correspond a une atteinte biventriculaire. Elle
est dite tardive et se caractérise par une atteinte sévére concomitante des
ventricules droit et gauche. A ce stade, la CAVD peut imiter une cardiomyopathie
dilatée.

Le principal facteur de risque de progression et d’aggravation de la CAVD
connu est la pratique d’'une activité physique intensive ou a haut niveau. En effet, la
pratique d’une activité sportive serait responsable d’'un découplage mécanique des
myocytes suite a 'augmentation de la pression intra-ventriculaire et de la tension de
la paroi du ventricule.

Ceci de maniéere disproportionnellement plus grande au sein du VD que du
VG. Il a aussi été montré que les sports de compétition doublent le risque de
tachyarythmie ventriculaire par rapport aux sports récréatifs [6].

La CAVD serait responsable de mort soudaine inexpliquée chez 11 a 22% des

jeunes athlétes et 10% des jeunes [7].
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1.3.3. Caractéristiques moléculaires

C’est grace a la génétique moléculaire que I'on doit d’avoir franchi une étape
majeure dans la compréhension de la maladie. Comme nous I'avons précédemment
dit, la CAVD est une pathologie héréditaire de forme majoritairement autosomique
dominante, possédant une pénétrance et une expressivité variable(17).

Il existe également de rares formes syndromiques de transmission
autosomique récessive, telle que la maladie de Naxos, responsable d’'une kératose
palmoplantaire, de cheveux laineux caractéristiques et de trouble du rythme
ventriculaire de type CAVD. Celle-ci est liée a une mutation homozygote du géne
JUP codant la plakoglobine (protéine majeure de desmosome cardiomyocytaire).
C’est cette pathologie qui permit d’associer la CAVD a une anomalie du desmosome
(15).

Par la suite, des mutations dans les d’autres genes codant pour les d’autres
protéines du desmosome ont été mises en cause dans les formes non syndromiques
présentant une atteinte cardiaque droite isolée ou une mutation des protéines du
disque intercalaire est retrouvée chez environ 60% des patients diagnostiqués(18).

Les mutations les plus fréquentes(19) concernent les génes codant pour les
protéines du desmosome (Tableau 1) a savoir la PKP2 (10 a 45%), la DSP (10 a
15%) et la DSG2 (7 a 10%). A elles trois, elles représentent 90% des mutations
retrouvées. Les mutations des génes DSC2 et JUP codant respectivement pour la
DSC2 et la PKG correspondent quant a elles a 2% des mutations totales(19).

Par la suite d’autres mutations de génes codant pour des protéines en lien
avec les jonctions intercellulaires et le complexe desmosomale ont également été
identifiées.(12) Elles concernent notamment les génes LMNA, DES, TMEM43, PLN,
CTNNAS3, TGFB3, TTN, SCN5A et CDH2 et représentent moins de 10% des cas de
CAVD.
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Tableau 1 : Principales mutations connues impliquées dans la CAVD

~— 90%
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1.3.4. Physiopathologie

1.3.4.1. Hypothéses retenues
Actuellement la compréhension de la physiopathologie de la CAVD est
incompléte. Néanmoins, deux mécanismes intrinséques a l'action combinée sont
reconnus. Le premier concerne les propriétés mécaniques du desmosome, le second
les modifications moléculaires responsables d'une inactivation de la voie de

signalisation canonique Wnt / B-caténine (figure 14).(19)

Figure 14 : Schéma de l'implication de la voie de signalisation Wnt/Béta caténine dans la physiopathologie
de la CAVD

Premier mécanisme :

Comme précédemment décrit dans le chapitre histologique, le desmosome est
un complexe protéique servant de structure d’encrage et permettant I'adhésion
intercellulaire entre les cardiomyocytes. Il se localise au niveau du disque intercalaire
et se compose de protéines transmembranaires (DSC2 et DSG2), d’'une protéine
intracellulaire (DSP) et de protéines de liaison (PKP2 et PKG). Une mutation au
niveau des genes codant pour une de ces protéines engendrera un desmosome
défectueux, responsable de la dyscohésion intercardiomyocytaire, conduisant a leur
apoptose et a leur remplacement par un tissu fibroadipeux.

Le VD ayant une paroi fine et étant soumis a des variations de pré-charge
importantes serait donc plus sensible que le VG a ce défaut d’adhésion cellulaire en
accord avec la loi de Laplace.

Par ailleurs, le sport d’endurance posséde un rdle aggravant chez les sujets
porteurs de ces mutations. Ce point est expliqué par le fait que I'exercice physique
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entraine des contraintes hémodynamiques, volumétriques, barométriques et
neurohormonales. Le cceur met alors en place des réponses physiologiques
adaptatives structurelles, fonctionnelles et électriques (20). Le diametre interne des
cavités cardiaques et I'épaisseur du myocarde augmentent, tout en conservant une
contractilité et une compliance normales. Si beaucoup d’études portent sur le VG, le
VD présente les mémes modifications morphologiques, spécialement lors de la
pratique des sports d’endurance. Au cours de l'exercice physique la pression
artérielle pulmonaire augmente fortement entrainant une augmentation de la
pression intracavitaire du VD. Le travail cardiaque, le stress et la demande
métaboliques seraient alors supérieurs a ceux du VG(21). Aprés un exercice
d’endurance intense et prolongé, le VD présenterait une réduction fonctionnelle
tandis que les fonctions gauches seraient préservees(22). Des remaniements fibreux
interstitiels myocardiques ont été décrits dans les coeurs d’athlétes(23). Dans le VD,
a limagerie, ils se situeraient dans le septum interventriculaire(24). Toutes ces
modifications morphologiques et fonctionnelles du VD expliquent les anomalies
électrocardiographiques du cceur d’athlete au repos. Pour autant, aucune de ces
modifications n’est pathologique et le coeur d’athléte est réversible chez le sujet sain.
Par contre on imagine facilement que dans un cceur pathologique avec des
anomalies des desmosomes, lI'exercice physique d’endurance exacerbe le défaut
d’adhésion des cardiomyocytes, responsable alors d’une survenue plus précoce des
symptbmes et d’'une moins bonne survie sans arythmie ventriculaire et arrét

cardiaque.

Deuxiéme mécanisme :

Le desmosome posséde également un role de médiateur dans la transduction
du signal de certaines voies de signalisation. Garcia-Gras and Al. ont montré que la
présence d'une protéine desmosomale défectueuse, comme la PKP2, empéche
l'intégration de la PKG au sein du desmosome(25). La PKG, aussi appelée y-
caténine, alors libérée dans le cytoplasme va se transloquer dans le noyau et s’y
accumuler. Par un effet compétitif avec la B-caténine, la PKG va inactiver la voie de
signalisation canonique Wnt / B caténine. Il s’agit d’'une voie de signalisation
possédant un rdle crucial dans le développement embryonnaire, 'homéostasie
tissulaire et la différenciation cellulaire.

Il en résulte une augmentation de Il'adipogénése, de la fibrogénése et de

I'apoptose des cardiomyocytes.
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Au vu de ces découvertes, une expérimentation thérapeutique par anti-
GSK3p, visant a restaurer la voie de signalisation canonique Wnt / B caténine, a été
testé par Asimaki(26), sur des modéles animaux. La protéine kinase GSK3
correspond a un inhibiteur physiologique de la voie de signalisation canonique Wnt /
B caténine, car elle favorise la destruction de la B caténine cytosolique par le
protéasome. lls observent une réduction des phénomeénes d’adipogénése et de
fibrogénese sous anti-GSK3p. Ces résultats prometteurs renforcent par la méme
occasion l'implication de cette voie de signalisation dans la physiopathologie de la
CAVD.

1.3.4.2. Autres hypothéses

L’imagerie a haute résolution a I'échelle nanométrique a montré l'existence
d'une interaction entre les canaux sodiques et les desmosomes chez les patients
présentant des mutations des protéines desmosomales. Elle montre une agrégation
des canaux sodiques voltage dépendant avec les N-cadhérines responsable d’'une
diminution du courant sodique expliquant I'apparition de troubles de la conduction
cardiaque avant l'apparition des anomalies structurelles dans la CAVD.(13)
Expliquant I'existence d’overlap phénotypiques entre la CAVD et le syndrome de

Brugada.

Concernant l'origine des adipocytes dans la CAVD Lombardi et Al.(27)
expérimentent sur des souris transgéniques leur hypothése supposant qu’ils seraient
issus de cellules progénitrices cardiaques (cellules avec un potentiel de
différenciation conservé et exprimant les protéines desmosomales mutantes). A
l'aide de limmunofluorescence, ils mettent en évidence une coexpression de
marqueurs transcriptionnels spécifiques du second champs cardiaque (Isl-1 et
Mef2C) et de la différenciation adipocytaire (EyFP et EBP-a) sur certains adipocytes
de cceur de souris ou la voie de signalisation Wnt/ caténine a été inhibée.

lls confirment leurs observations sur des cceurs explantés de patients
diagnostiqués CAVD.

lls concluent alors que les adipocytes présents dans la CAVD naissent de
cellules progénitrices du second champ cardiaques capables de se différencier en
myocytes ou adipocytes (figure 15) en fonction des conditions physiologiques et
|ésionnelles (altération du desmosome / inhibition de la voie de signalisation Wnt/B

cat).
34



Ceci expliquerait I'apparition progressive des lésions au sein du myocarde
ainsi que sa localisation prédominante au VD, qui rappelons-le est originaire du
second champ cardiaque contrairement au VG (originaire des 1ers champs

cardiaque).

PCM-1 +

Figure 15 : Schématisation de I'origine commune hypothétique des
cardiomyocytes et des adipocytes dans la CAVD
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Une autre hypothése, est celle de la transdifférenciation des cardiomyocytes
en adipocytes. Cette hypothése est issue d’un cas clinique(28) datant de 2000 ou
I'aspect histologique, ultrastructural et immunohistochimique sur le coeur d’une
femme transplantée pouvait évoquer cette hypothese. En fait, les auteurs ont
observé dans les cardiomyocytes au contact du tissu adipeux, des vacuoles

sarcoplasmiques.

A l'immunohistochimie ces cardiomyocytes exprimaient concomitamment la
vimentine, protéine exprimée par les adipocytes et la desmine, protéine exprimée
normalement dans le cardiomyocyte. Cette co-expression est alors considérée par

les auteurs comme un signe de transdifférenciation.

Actuellement, la vimentine n’est pas considérée comme une protéine
spécifique des adipocytes, d’'une maniére générale elle est largement exprimée par

les cellules mésenchymateuses.

De plus, on sait aujourd’hui que des marqueurs spécifiques des adipocytes

comme PLIN1 ne sont exprimés par les cardiomyocytes dans les CAVD(29).

Néanmoins, en 2008, des vacuoles lipidiques parfois de grande taille ont été
observées dans le cytoplasme des cardiomyocytes. Ces vacuoles seraient issues
d'une lipogenése par le cardiomyocyte et seraient a l'origine de la mort de ces
derniers(30).

PCM-1 +

Figure 16 : Schématisation de I’hypothése de transdifférenciation
des cardiomyocytes et des adipocytes dans la CAVD
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1.3.5. Démarche diagnostique

1.3.56.1.  Criteres diagnostics

Il s’agit d’'une pathologie a la symptomatologie trés variée. Les premiéres
manifestations cliniques apparaissent généralement entre la deuxiéme et quatriéme
décennie, avec des symptdémes inauguraux de palpitations, syncopes, dyspnée,
douleur thoracique, mais également de mort subite, notamment chez les sportifs a
I'effort. La mort subite peut étre la premiére et la derniére manifestation de la CAVD
faisant suite a de sévéres arythmies ventriculaires.

Le diagnostic de CAVD est réalisé a I'aide d’'un scoring initialement proposé
en 1994 par la Task Force, puis revu en 2010 (Tableau 2)(31,32). |l fait intervenir
différents criteres qualitatifs et quantitatifs tels que I'histoire clinique et familiale du
patient, les anomalies électrocardiographiques, morphologiques, fonctionnelles et
histopathologiques. Sur la base de leur précision diagnostique, les criteres ont été
classés en majeurs (2 points) et mineurs (1 point). Le diagnostic de CAVD est alors
considéré comme certain en présence d’'un score = 4, comme probable si le score
est de 3 et comme possible si le score est de 2. En revanche il est considéré comme

non probable s’il est inférieur a 2.
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Criteres diagnostiques de la CAVD

Dysfonction Majeur Echo 2D :
segmentaire ou globale  Akinésie segmentaire, dyskinésie ou anévrysme du VD
et * Et un critére suivant :
structurelles o CCVD (grand axe= 32 mm
0 CCVD (petit axe) = 36 mm
o ou fraction de raccourcissement < 33%
IRM :
» Akinésie segmentaire, dyskinésie ou asynchronisme de
contraction du VD
* Et un critére suivant :
o Volume télé diastolique du VD indexé = 110 ml/
m2 (homme) ou = 100 ml/m2 (femme)
oou FEVD <40%
Angiographie : + Akinésie, dyskinésie ou anévrysme du
VD
Mineur Echo 2D :
* Akinésie segmentaire ou dyskinésie du VD
* Et un critére suivant :
0 CCVD (grand axe) = 29et < 32 mm
0 CCVD (petit axe) =2 32 et < 36 mm
o ou fraction de raccourcissement > 33 % et []
40%
IRM :
» Akinésie segmentaire, dyskinésie ou asynchronisme de
contraction du VD
* Et un critére suivant :
o Volume télé diastolique du VD indexé = 100 et
< 110 ml/m2 (homme) ou = 90 et < 100 ml/m2
(femme)
oou FEVD > 40% et <45%
Anatomopathologique | Majeur Myocytes résiduels < 60% par analyse
morphométrique (ou < 50 % si estimé) associés a un
remplacement fibreux au niveau de la paroi libre du
VD sur au moins 1 échantillon avec ou sans
infiltration adipeuse.
Mineur Myocytes résiduels de 60 a 75 % par analyse
morphomeétrique (ou de 50 a 65% si estimé) associés
a un remplacement fibreux de la paroi libre du VD sur
au moins 1 échantillon avec ou sans infiltration
adipeuse.
Anomalies Majeur Inversion des ondes T dans les dérivations précordiales

repolarisation

(V1, V2 et V3) ou au-dela chez les sujets > 14 ans en
absence de BBD complet 2120ms




Mineur

* Inversion des ondes T dans les dérivations V1 et V2
chez les sujets > 14 ans en absence de BBD complet

* Inversion des ondes T dans les dérivations V1, V2, V3
et V4 chez les individus > 14 ans en présence d’'un BBD
complet

Anomalies de
dépolarisation

la

Majeur

Onde epsilon dans les dérivations précordiales (V1 a V3)

Mineur

» Présence de potentiels tardifs dans = 1/3 critéres en
absence de prolongation du QRS = 110 ms sur 'ECG
standard

o Durée du QRS filtrée CCVD = 114 ms

o Durée du QRS terminal < 40 pV = 38 ms

0 RMS40 < 20 uVv
* Activation terminale du QRS = 55 ms (entre le nadir de
l'onde S et la fn du QRS, y compris R’) en V1, V2 ou V3
en absence de BBD complet

Arythmies

Majeur

TV soutenue ou non soutenue avec retard gauche et axe
supérieur

Mineur

* TV soutenue ou non soutenue avec retard gauche et
axe inferieur ou inconnu
* > 500 ESV/24 h (holter)

Histoire familiale

Majeur

* CAVD confirmée chez un apparenté du 1er de- gré
selon les critéres actuels de La Task Force CVDA
confirmée anatomopathologiquement (autopsie ou
chirurgie) chez un apparenté du 1erdegré

* |dentification d’'une mutation pathogénique considérée
comme associée ou probablement associée a la maladie
chez le patient

Mineur

* Histoire de CAVD chez un apparenté du 1er degré chez
qui il n'est pas possible de confirmer si cet individu
répond aux critéres diagnostic actuels de La Task Force

» Mort subite < 35 ans possiblement li¢ a une CAVD chez
un apparenté du 1er degré

+ CAVD confirmée anatomopathologiquement ou
répondant aux critéres actuels chez un apparenté du 2éme
degré.

Tableau 2 : Critéres diagnostics de la CAVD proposés par la Task Force
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1.3.56.2. Bilan para-clinique
La stratégie diagnostic consiste donc a combiner les informations cliniques
(recherche de troubles du rythme ventriculaire, identification fortuite d’'une anomalie

ECG lors d'un bilan médical, histoire familiale) a un bilan paraclinique complet(33).

En premiére intention il est suggéré de réaliser :

L’ECG permettra de rechercher la présence d’ondes epsilon (iconographie 1)
dans les dérivations V1 a V3. Il s’agit d’'une déflection survenant aprés la fin d’'un
complexe QRS, clairement séparée de celui-ci, et due a des troubles localisés de
dépolarisation. Elles sont trés spécifiques, mais leur sensibilité n’est que de 10%.

On peut également détecter des anomalies de la repolarisation caractérisées
par des ondes T négatives de V1 a V3, correspondant a un critere majeur en

absence de bloc de branche droit.

Iconographie 1 : Onde epsilon
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L’ECG a haute amplification permet de détecter de petits potentiels
survenant a la fin du complexe QRS. Trois critéres sont mesurés : la durée du QRS
filtré (> 114 ms), la durée des potentiels terminaux dont 'amplitude est < a 40 pV et

I'amplitude des potentiels moyens des 40 derniéres ms du signal vectoriel < 20 pV.

L’Holter ECG cherchera la présence d'arythmies (extrasystoles ventriculaires

en salves, tachycardie ventriculaire soutenue, fibrillation auriculaire...)

Le test pharmacologique a lisoprénaline correspond a un test de

provocation permettant la mise en évidence des troubles du rythme ventriculaire.

L’échographie transthoracique (ETT) correspond a I'examen morphologique
de premiere intention, méme si la visualisation du VD est difficile compte tenu de sa
position anatomique. On recherche une dilatation de l'infundibulum du VD > 25 mm.
Une mesure > 30 mm posséde une grande sensibilité et spécificité. On recherche
également une dysfonction du VD, un anévrysme de la région tricuspidienne, des
anomalies de la trabéculation. Une hypokinésie focale dans la zone apicale ou la

paroi antérieure associée a un amincissement pariétal est spécifique de la CAVD.

Néanmoins, dans les formes précoces ou localisées, il est souvent nécessaire

de poursuivre les investigations en utilisant les examens suivants :

L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) est la technique d’imagerie
de choix pour la CAVD. Elle est bien adaptée pour la détection des anomalies de la
cinétique segmentaire du VD et la détermination des volumes ventriculaires. On peut
observer les anomalies morphologiques telles qu’'un amincissement de la paroi, un
élargissement du VD et des anévrysmes, une désorganisation trabéculaire, une
infiltration graisseuse (apparaissant en hyper signal T1), ainsi que des zones de

remaniements fibreux apres injection au gadolinium par rehaussement tardif.
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L’angiographie du VD est invasive, souvent difficile a interpréter. Cette
technique informe sur la structure interne et sur la contractilité régionale et globale.
Elle posséde une meilleure sensibilité que I'lRM pour localiser des micro-anévrysmes

et reconnaitre une architecture trabéculaire.

Le scanner cardiaque permet notamment, sans injection, de localiser la
présence anormale de tissu adipeux. Aprés injection de produit de contraste |l
permet 'analyse quantitative et qualitative des fonctions diastolique et systolique.

La scintigraphie myocardique a démontré qu’il existait une diminution de la
densité des récepteurs [(B-adrénergiques post-sysnaptiques dans la CAVD dont la

cause et leurs effets potentiels sur les arythmies restent encore peu connus.

La biopsie endomyocardique transveineuse (BET), est indiquée en dernier
recourt, chez des patients présentant une forme sporadique de CAVD ou présentant
une forme a prédominance ventriculaire gauche, ou encore chez des patients dont le
diagnostic dépend de I'exclusion histologique de phénocopies. Nous la détaillerons

plus loin.

Une demande de génotypage peut-étre également réalisée pour aider au
diagnostic, mais pas de maniére systématique notamment a cause d’'une absence de
mutation retrouvée dans 50% des cas n’éliminant pas pour autant le diagnostic de
CAVD(18)
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1.3.5.3. Diagnostics différentiels

Malgré ce systéme, le diagnostic de CAVD reste le plus souvent difficile a
poser, surtout dans sa forme débutante. Notamment a cause de son expressivité trés
variable, d'une faible spécificitt des anormalités électrocardiographiques
observables, d’'une difficulté a évaluer précisément I'aspect structurel et fonctionnel
du VD en imagerie, de la faible sensibilité de la BET, ainsi que des résultats parfois
surprenant des tests génétiques.

Son diagnostic différentiel avec les autres causes de mort subite d’origine
cardiaque et les causes d’arythmies ventriculaires droites comme la CMD, I'amylose
cardiaque, la sarcoidose ou les myocardites posent donc souvent probléme.

Le syndrome de Brugada, comme précédemment cité, est de ces principaux
phénocopies. Il s’agit également d’'une maladie du disque intercalaire d’origine
geénétique, secondaire a la mutation du gene SCN5A (20-25%) codant pour la sous-
unité Nav1.5 des canaux sodiques, responsable d’anomalies électriques et
notamment d’arythmies ventriculaires (Fibrillation ventriculaires) pouvant causer une
mort subite.

Il existe de nombreuses similitudes, morphologiques, électriques et
moléculaires entre ces deux pathologies, auxquelles se sont notamment intéressé

Moncayo-Arlandi et Brugada, qui expliquent leur overlaps phénotypiques.
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1.3.5.4. Management thérapeutique / Surveillance et dépistage familiale

Le pronostic de la CAVD est directement lié aux arythmies. Il est recommandé

de traiter tous les patients avec une CVDA avérée(34).

1.3.56.5. Prise en charge des troubles du rythme ventriculaire

Par traitement bétabloquant, y compris en I'absence de symptdmes et/ou
d’hyperexcitabilité ventriculaire documentée.

Un défibrillateur automatique implantable est recommandé en prévention
secondaire et chez les individus avec facteur de risque majeur en prévention
primaire (dysfonction ventriculaire gauche associée <45%, syncope, dysfonction VD
sévere). L’indication en prévention primaire d'un défibrillateur automatique
implantable en cas de dysfonction VD modérée et/ou de tachycardie ventriculaire
non soutenue (TVNS) reste a discuter au cas par cas (niveau de preuve plus faible).

En cas de troubles du rythme ventriculaires symptomatiques, I'ajout d'un
traitement anti-arythmique est recommandeé.

L’ablation de TV par radiofréquence est réalisée en cas de TV récidivantes
sous traitement anti-arythmique. En cas de TV bien tolérée sans autre facteur de
risque, I'ablation de TV par radiofréquence peut étre proposée en alternative au

défibrillateur.

1.3.56.6. Traitement de I'insuffisance cardiaque

En cas de progression vers linsuffisance cardiaque terminale, le traitement
rejoint celui de l'insuffisance cardiaque avec ajout au béta-bloquant d’inhibiteurs de
I'enzyme de conversion/ARAII et diurétiques.

Au cas par cas, une transplantation cardiaque peut étre proposée chez les
patients éligibles les plus graves.

En cas de dilatation et de dysfonction VD importante, la présence d’'un

thrombus VD devra étre recherché et traité par anticoagulation curative.
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1.3.5.7. Mesures associées
Hygiéne de vie
La pratique sportive doit étre limitée et le sport de compétition est contre-
indiqué. Certaines activités sportives de loisir peuvent étre poursuivies, apres

concertation avec le cardiologue.

Test génétique

Une recherche de mutation est recommandée chez tout patient avec CAVD
avérée ou forte suspicion clinique afin de mieux guider la surveillance cardiologique
des apparentés. Une mutation est identifiée dans 50% des cas. Un test négatif

n’exclut pas pour autant 'origine génétique de la maladie.

Dépistage familial

Le dépistage familial s’impose chez tous les apparentés du 1er degré a
compter de I'dge de 10 ans (ou plus tét en cas de mort subite précoce dans la famille
ou en cas de pratique de sport de compétition). Il correspond au méme bilan clinique
et para clinique de premiére intention décrit dans la démarche diagnostique. Un test
génétique a visée prédictive sera également réalisé si une mutation est retrouvée

chez I'apparenté diagnostiqué CAVD.
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1.3.6. La place de I’examen anatomopathologique

1.3.6.1. Biopsie endomyocardique et analyse anatomopathologique

La BET reste a I'heure actuelle le seul examen permettant de poser un
diagnostic de certitude de CAVD(35). En effet il permet d’identifier la lésion
caractéristique ou gold standard de cette pathologie, c’est-a-dire le remplacement du

tissu myocardique par un tissu fibreux et adipeux.

Elle est le plus souvent réalisée par ponction percutanée de la veine fémorale
ou jugulaire interne permettant la réalisation de biopsies de petite taille effectuées

dans la paroi septale du ventricule droit ou plus rarement du VG(36).

Bien gu’elle fasse parti des critéres diagnostiques de la Task Force, elle n’est
pas réalisée de maniére systématique et est réservée a certaines indications

particulieres (cités plus haut).

En effet, elle présente un certain nombre de limites en dehors de son risque
intrinséque lié a la procédure (0,5% de risque de tamponnade par perforation dont
2/3 des patients décédent dans ce contexte), essentiellement dues a l'atteinte
segmentaire et focale des lésions. Cette répartition expose donc a un risque élevé de
faux négatifs, d’autant plus que le septum interventriculaire n’est pas toujours modifié
dans la CAVD(27). De méme la petite taille et la topographie sous-endocardique
diminuent [linformativité de I'examen car ne permettent pas une analyse
représentative de la maladie dont les Iésions débutent en sous-épicardique avant de

devenir transmurales.

Concernant son analyse, la Task Force propose depuis 2010 une évaluation
qualitative et quantitative, afin daugmenter Ila sensibilité de [I'examen
anatomopathologique.

Est considéré comme un critére diagnostic majeur s'’il est observé une perte
cardiomyocytaire de plus de 40 % (ou plus de 50% si I'analyse n’est pas réalisée a
l'aide d’un logiciel morphométrique) associée a une composante fibreuse
myocardique.

Est considéré comme un critére diagnostic mineur s'’il est observé une perte

cardiomyocytaire comprise entre 25 et 40% (ou comprise entre 35 et 50% si
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'analyse n’est pas réalisée a l'aide d’'un logiciel morphométrique) associée a une
composante fibreuse myocardique.

La présence d’'une composante adipeuse dans le myocarde ventriculaire n’est
plus considérée comme spécifique de la CAVD car elle peut également étre
observée en conditions physiologiques, en particulier dans la partie antéro-apical de

la paroi libre du VD(37), notamment chez des patients agés et/ou obéses.

1.3.6.2. Caractéristiques histopathologiques de la CAVD

C’est grace a l'analyse de cceurs entiers obtenus soit dans un contexte
d’autopsie chez de jeunes individus décédés de maniére inattendue soit dans un
contexte de transplantation cardiaque dans le cadre d’une insuffisance cardiaque
terminale (ICT), que les lésions caractéristiques de la CAVD sont le mieux

observables.

Macroscopiquement (photo 7), le cceur adressé sera soit forme et de taille
normale (s’il s’agit d’'un individu jeune victime d’'une mort subite), soit de forme
sphérique mimant une CMD (s'il s’agit d’'un patient au stade d’ICT).

Les Iésions concerneront principalement le VD, avec un épaississement de la
graisse subépicardique, une dilatation anévrysmale infundibulaire, un effacement des
deux tiers externes du myocarde, avec une fibrose transmurale épargnant les
trabéculations(28).

Une atteinte ventriculaire gauche est souvent associée. Elle est le plus
souvent minime chez les cceurs de patients jeunes, et majeurs pour les coeurs de

patients en ICT.
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Photo 7 : Coupe transversale passant par les cavités ventriculaires d'un coeur de CAVD

Microscopiquement, (photo 8) on observe une raréfaction du nombre de
cardiomyocytes et leur remplacement par un tissu adipeux et fibreux (mieux visible a
sur une coloration des fibres collagénes). Il s’y associe frequemment un infiltrat
inflammatoire mononucléé de type lymphocytaire T (pouvant faire confondre avec
une Iésion de myocardite aigue(38)) et/ou macrophagique.

Les cardiomyocytes résiduels sont en souffrance présentant des aspects
dystrophiques. lls apparaissent hypertrophiques ou atrophiques et en
dégénérescence vacuolaire.

Les lésions débutent dans la région sous-épicardique et s’étendent
progressivement vers la région endocardique, donnant des atteintes transmurales.

Ces lésions dégénératives intéressent principalement la paroi libre du VD, au
niveau du triangle de la dysplasie. A un stade plus avancé, le VG particulierement

sur sa face latérale peut également étre atteint.

48



Trichrome de Masson (TM)

Hémalun éosine (HE)

Photo 8 : Photo de lames histologiques montrant une CAVD de stade avancé.

On observe une atteinte transmurale avec un remplacement fibro-adipeux touchant
toute I'épaisseur de la paroi. A plus fort grossissement on observe des cardiomyocytes

résiduels dystrophiques.

49



2. OBJECTIFS

Le diagnostic anatomopathologique de la CAVD est un véritable challenge. En
effet, les critéres diagnostiques proposés par la Task Force sont subjectifs et peu
reproductibles, surtout la quantification de la perte myocytaire.

De plus, les lésions microscopiques peuvent faire défaut, notamment en
raison du site de la biopsie.

L’'objectif de notre travail est de rechercher d’autres critéres histologiques,
morphologiques et en immunofluorescence, qui pourraient étre appliqués en routine.

De ce fait, nous nous sommes intéressées au disque intercalaire en se
centrant sur les protéines principalement mutées dans la CAVD (PKP2, DSG-2 et
DSP).

L’hypothése d’'une origine cardiomyocytaire des adipocytes dans la CAVD n’a
été testée qu’en regardant l'expression des marqueurs adipocytaires dans le
cardiomyocyte. Depuis quelques années, il a été montré que PCM-1 est un
marqueur spécifique du cardiomyocyte. Nous avons donc décidé d’explorer cette
hypothése en recherchant une expression de PCM-1 par les adipocytes.

Pour cela nous avons sélectionné des patients suspects de CAVD ayant
bénéficié d’'une BET ou d’'une autopsie. Notre population témoin est composée de

cas autopsiques sains et d’autres cardiomyopathies (CMH, CMD, CMI).
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3. MATERIELS ET METHODES

3.1. Sélection et description des cas

Ce travail est une étude rétrospective uni-centrique, utilisant des prélevements
analysés au sein du laboratoire d’anatomopathologie du CHU de Toulouse entre
2011 et 2019.

Au total, nous avons sélectionné 35 patients (Tableau 3) : trois cas de CAVD
avérée sur coeurs autopsié, treize cas pour lesquels une CAVD était cliniquement
suspectée, sept CMH, quatre CMD, cinqg CMI et trois cceurs normaux.

Quatorze cas correspondaient a des prélevements biopsiques (issus du
septum interventriculaire), neuf a des piéces opératoires provenant de coeurs

explantés et douze de coeurs autopsiés.

Les données cliniques et paracliniques des treize patients suspects de CAVD
et des trois patients dont la CAVD a été diagnostiqué aprés autopsie, ont été
récupérées a l'aide du logiciel Orbis. Nous avons répertorié les critéres suivants :
sexe, age du patient a la pose du diagnostic, histoire de la maladie, histoire familiale,
la pratique d’'une activité sportive, l'indice de masse corporelle (IMC), les résultats
des examens électrocardiographiques et des examens d’imagerie cardiaque (ETT,

IRM, scintigraphie, angiographie du VD) et des données du génotypage.

lls sont résumés dans un tableau de I'annexe 2.
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N° Type de Topographie du Surface du
CARDIOMYOPATHIE du Lo préléevement préléevement
préléevements .
cas analysé (mm?)
1 Cceur explanté VD 170
2 Biopsie Septum 6
3 Biopsie Septum 4
4 Biopsie Septum 1
5 Biopsie Septum 4,5
6 Cceur autopsié VD 150
Suspicion de CAVD 7 Cceur autopsié VD 155
+ 8 Biopsie Septum 1
CAVD découverte sur 9 Biopsie Septum 9
mort subite inaugurale 10 Biopsie Septum 1
11 Biopsie Septum 3
12 Biopsie Septum 2
13 Biopsie Septum 1
14 Biopsie Septum 2
15 Biopsie Septum 1
16 Cceur autopsié VD 160
17 Biopsie Septum 3
18 Cceur explanté VD 150
19 Cceur explanté VD 165
CMH 20 Biopsie Septum 3
21 Cceur autopsié VD 110
22 Cceur autopsié VD 115
23 Cceur autopsié VD 130
24 Cceur explanté Septum 155
CMD 25 Cceur explanté Septum 170
26 Cceur explanté Septum 165
27 Cceur explanté Septum 160
28 Cceur explanté Septum 175
29 Cceur explanté Septum 170
(od)1]| 30 Cceur autopsié VD 115
31 Cceur autopsié VD 140
32 Cceur autopsié VD 120
Coeurs 33 Cceur autopsié VD 160
normaux 34 Cceur autopsié VD 155
35 Cceur autopsié VD 165

Tableau 3 : Récapitulatif et descriptif de notre échantillon de cas
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3.2. Analyses morphologiques microscopiques et

informatiques

Nous avons réalisé une relecture en microscopie optiques des lames
histologiques colorées par hémalun éosine (HE) et par trichrome de Masson (TM)
bleu des treize patients suspects de CAVD et des trois cas de CAVD diagnostiquées

sur cceur d’autopsie.

Pour chaque cas nous avons analyseé les critéres suivants :

- Le pourcentage de perte cardiomyocytaire,

- Le pourcentage de fibrose par mesure morphométrique, a l'aide du logiciel
ImagedJ,

- La présence ou I'absence d’hétérogénéité de taille des cardiomyocytes,

- La présence ou I'absence d’adipocytes intra myocardique et, s’il est présent,
une quantification, a I'aide d’un score + (rares adipocytes), ++ (plusieurs ilots
d’adipocytes) et +++ (infiltrat adipocytaire diffus),

- La présence ou I'absence d’un infiltrat inflammatoire lymphocytaire
Toutes les lames ont été préalablement scannée a I'aide du scanner de lames

Panoramic 250 Flash Il-JDHistech/ImagiN-33648, afin de permettre les mesures

morphomeétriques.
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3.3. Préparation des échantillons pour analyse en
immunofluorescence

L’ensemble des cas a fait I'objet d’'une étude en immunofluorescence (IF) a

I'aide des anticorps PCM-1, Plakophiline-2, Desmogléine et Desmoplakine.

Pour se faire, il a été réalisé quatre lames blanches de 5 uym d’épaisseur a

partir des blocs inclus en paraffine.

Le protocole de préparation suivant a été réalisé :

- Déparaffinage des coupes dans 3 bains de Toluéne de cing minutes chacun,

- Réhydratation des coupes par bains d’éthanol de pourcentages décroissants
(100% - 75% - 50%) de cing minutes chacun, suivi d’'un bain d’eau distillée de
cing minutes également,

- Démasquage antigénique dans tampon de citrate 10mM pH 6.0 pendant 20
min a 98°C

- Trois lavages par PBS

- Perméabilisation des coupes dans une solution de Triton a 0,5% diluée par
PBS (tampon Phosphate Salin) durant 20 minutes a température ambiante,

- Trois lavages par PBS

- Blocage a l'aide de la solution Blocking Dako pendant trente minutes a
température ambiante,

- Dilution de I'anticorps primaire (= anticorps d’intérét) dans tampon (PBS), puis
laissé a 4°C pendant une nuit,

- Quatre a cinqg lavages par PBS

- Dilution de Tranticorps secondaire (= fluorochrome GFP) dans tampon,
pendant une heure a température ambiante

- Marquage par WGA-Tx Red1/100®™ pendant une heure a température
ambiante avec lavages par PBS et eau

- Marquage par DAPI 1/1000°™e pendant dix minutes a température ambiante
avec lavages par PBS et eau

- Montage des lames a l'aide d’'une colle aqueuse spéciale IF de type Dako
S3023
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- Lecture au microscope inversé a fluorescence Apotome Zeiss, possible dés le

lendemain.

Concernant plus particulierement I'anticorps anti-DSP, plusieurs protocoles

(Tableau 4) pour tenter d’obtenir un marquage ont été réalisés :

Démasquage | Perméabilisation Blocage D|Iu.t|or.| Ac
primaire
Citrate pH6 PBS-+Triton 05% Donkey 1/10
98°C 20 mn 20 mn serum 10%
Tris EDTA pHS | PBS-+Triton 05% Donkey 1/10
98°C 20 mn 20 mn serum 10%
PBS-+Triton 05% Goat serum
EDTA pH8 20 mn 10% 1/10
Tris EDTA pH9 | PBS-+Triton 05% | Goat serum 1/10
98°C 20 mn 20 mn 10%
PBS-+Triton 05% Goat serum
aucun 20 mn 10% 1/10
Citrate pH6 | PBS-+Triton 05% 0
98°C 20 mn 20 mn BSA 0,5% 1/10
Citrate pH6 PBS-+Triton 05% | Goat serum 1/10
98°C 40 mn 20 mn 10%
Tris EDTA pH9 | PBS-+Triton 05% 0
98°C 20 mn 20 mn BSA 0,5% 1/20
Citrate pH6 | PBS-+Triton 05% 0
98°C40 mn 20 mn BSA 0,5% 1/10
Tris EDTA pH9 | PBS-+Triton 05% 0
98°C40 mn 20 mn BSA 0,5% 1/20

Tableau 4 : Récapitulatifs des différents protocoles utilisés pour I'anti-DSP
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3.4. Caractéristiques et analyse des anticorps testés

Le marquage attendu pour chacun anticorps utilisés est le suivant :

Anti-PCM-1 (PeriCentriolar Material 1) (lot A104540 SIGMA®):

Il s’agit d’'une immunoglobuline G polyclonale de lapin. Elle cible le noyau des
cardiomyocytes différencié. Elle montre un marquage de topographie épi-nucléaire
(cellule en cycle) ou péri-nucléaire/cytoplasmique.(39)

Plakophilline-2 (lot bs-11063R Bioss®):
Il s’agit d’'une immunoglobuline G polyclonale de lapin. Elle cible la protéine
plakophiline-2 et permet d’observer le disque intercalaire. Elle montre un marquage

linéaire ou granité.

Desmogléine-2 (clone EPR6768, lot ab150372 RabMab®):
Il s’agit d’'une immunoglobuline monoclonale de lapin. Elle cible la protéine
desmogléine-2 et permet d’observer le disque intercalaire. Elle montre un marquage

linéaire ou granité.

Desmoplakine (clone DP1+2-2.15, lot 61003 Progen®):
Il s’agit d'une IgG2a Lambda monoclonale de souris. Elle cible la protéine
desmoplakine et permet d’observer le disque intercalaire. Elle montre un marquage

linéaire ou granité.
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3.5. Caractéristiques des fluorochromes utilisés

Trois fluorochromes différents ont été utilisé :

DAPI (Di Aminido Phenyl Indol) : il s’agit d'un marqueur fluorescent de
couleur bleu qui marque préférentiellement les bases adénine et thymine de 'ADN. Il
est utilis€ comme marqueur nucléaire. Ses longueurs d’onde d’excitation et

d’émission sont respectivement 379 nm et 702 nm.

WGA (Wheat Germ Agglutinine) : il s’agit d'un marqueur fluorescent de
couleur rouge qui marque préférentiellement les lectines membranaires. Ses

longueurs d’onde d’excitation et d’émission sont respectivement 595 nm et 615 nm.
GFP (Green Fluorescent Protein) : il s’agit d'un marqueur fluorescent de

couleur verte couplée a nos anticorps dintérét afin de les révéler en IF. Ses

longueurs d’onde d’excitation et d’émission sont respectivement 488 nm et 507 nm.
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4. RESULTATS

4.1. Données cliniques et paracliniques des patients porteurs

d’une CAVD avérée ou suspects de CAVD

Les seize patients correspondants étaient majoritairement des hommes (sexe
ratio 5F/11H) &gés de 23 a 70 ans au moment du diagnostic ou de la suspicion

diagnostic.

Afin d’évaluer la pertinence et 'impact de 'examen anatomopathologique pour
ces cas, hous avons, a partir des informations cliniques et paracliniques recueillies
(Tableau de l'annexe 2) pour chacun des treize patients suspects de CAVD,
(examen anatomopathologique non inclus), nous avons réalisé une premiére
estimation du score diagnostic selon les critéres proposés par la Task Force et les
avons classés en trois groupes (Tableau 5).

A noter que les trois cas de CAVD diagnostiquées sur autopsie (cas n°6, 7 et
16), n‘avaient pas bénéficie d’une évaluation clinique préalable, et ne sont donc pas
inclus dans ce tableau.

- Diagnostic de CAVD avérée (score 2 4): quatre patients y sont inclus
correspondants aux cas n°9, 10, 14 et 15

- Diagnostic de CAVD probable (2 < score < 3) : cinq patients y sont inclus
correspondants aux cas n°1, 2, 5, 8, et 13

- Diagnostic de CAVD non probable (score < 2): quatre patients y sont

inclus correspondants aux cas n°3, 4, 11 et 12
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NO

Score diagnostic
selon les critéres

cas
de la Task Force
o 9 4
CAVD avérées 10 6
score 2 4 14 5
15 5
1 2
CAVD probables 2 2
5 2
2 <score <3 8 3
13 3
3 0
CAVD non probables 2 7
) 11 0
<
score 12 2

Tableau 5 : Scores diagnostics estimés pour les treize cas de patients suspects de CAVD, a partir des

informations cliniques et du bilan paraclinique hors examen anatomopathologique.
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4.2. Caractéristiques anatomopathologiques
4.21. Analyses morphologiques

Une analyse morphologique réalisée en microscopie optique a permis de
compléter I'évaluation du score diagnostic (Tableau 6) pour ces treize patients. A
visée comparative, elle a également été réalisé pour les trois patients de CAVD

avérée par autopsie.

Concernant les critéres d’évaluation diagnostic proposés par la Task Force,
nous avons considéré comme un critére majeur (score = 2) une perte myocytaire
estimée, strictement supérieure a 50% et comme un critére mineur (score = 1) une
perte myocytaire estimée, comprise entre 35% et 50%, avec dans les deux cas, la

présence d’une infiltration fibreuse associée.

Ainsi nous avons observé :
- Une perte cardiomyocytaire comprise entre 10% et 90% (photo 9) :
o Poursix cas (n°1, n°4, 6, 7, 8 et 16) elle est estimée a plus de 50%
o Pour trois cas (n°5, 10 et 14) elle est estimée entre 35% et 50%
o Pour sept cas (cas n°2, 3, 9, 11, 12, 13 et 15) elle est estimée entre
10 et 35%

Casn°8 Cas n°5 Cas n°3

Photo 9 : lllustrations de différents degrés de sévérité de perte cardiomyocytaire sur lames
histologiques colorées avec le Trichrome de Masson.

Cas n°8 = 55%, Cas n°5 = 40%, Cas n°3 = 10%
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- La présence d’'une fibrose dans 100% des cas, quantifiée entre 8% et 40%

(photo 10) :

Cas n°14

Photo 10 : lllustration, en TM, d'une fibrose interstitielle diffuse quantifiée a 32.3%

Concernant les autres paramétres analysés, n’appartenant pas aux critéres

d’évaluation diagnostic proposés par la Task Force, nous avons observeé :

- La présence d’'un contingent adipocytaire intra-myocardique étendue
jusqu’en sous-endocardique sur 100% des prélévements. Il a été
quantifié (photo 11) :

o 1+, si les adipocytes étaient isolés ou disposés en de rares ilots.
Six cas correspondaient (cas n°2, 3, 8, 11, 13 et 14)

o 2+ siles adipocytes se présentaient sous forme de plusieurs flots.
Six cas correspondaient (cas n°4, 5, 9, 10, 12 et 15)

o 3+ sil'infiltrat adipocytaire était diffus (photo cas n°1).

Quatre cas correspondaient (cas n°1, 6, 7 et 16).
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Cas n°8 Cas Casn°l
n°10

Photo 11 : lllustrations, en coloration HE, du score utilisé pour quantifier le contingent adipocytaire.

Casn°8=1+; Casn°10=2+,Cas n°1 =3+

- La présence d'une hétérogénéité de taille des cardiomyocytes sur

100% des prélevements, (photo 12) :

Casn°1 Cas n°5

Photo 12 : lllustration, en coloration HE, de I'hétérogénéité de taille cardiomyocytaire
observée

- La présence d’un infiltrat inflammatoire lymphocytaire T n’est observée
gu’au sein des cas n°4 et 16 (photo 13) :

Cas n’4

“Photo 13 : lllustration d'un infiltrat inflammatoire
lymphocytaire interstitielle
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Score

Perte Hétérogénéité de
cardiomvocvtaire Fibrose taiﬁe dels Adiposité Infiltrat selon
N° Cas .y ’y quantifiée ) (Présence/Absence) lymphocytaire la
estimee (%) cardiomyocytes O/ +/++/+++ (Présence/Absence) | Task
(%) ? (Présence/Absence)
Force
Présence
1 90% 30% Présence Absence 2
+++
Présence
2 15% 12% Présence N Absence 0
Présence
3 10% 8% Présence N Absence 0
4 60% 29,9% Présence Preiince Présence 2
Pré
5 40% 30% Présence reiince Absence 1
Pre
6 70% 21.9% Présence resence Absence 2
+++
Pré
7 45% 21% Présence resence Absence 1
+++
Pré
8 55% 40% Présence res+ence Absence 2
Pré
9 15% 9% Présence reiince Absence 0
Présence
10 35% 30.6% Présence N Absence 1
Présence
11 25% 17.4% Présence N Absence 0
Pre
12 25% 20% Présence reiince Absence 0
Pre
13 20% 15,6% Présence resfnce Absence 0
Pre
14 35% 32.3% Présence reance Absence 1
Pre
15 25% 19,4% Présence reince Absence 0
Pré
16 60% 31% Présence reirere:ce Présence 2

Tableau 6 : Récapitulatif des parameétres morphologiques analysés chez les treize cas de patients suspects de
CAVD et les trois patients atteints d'une CAVD avérée.

Légende : Critere majeure = orange ; Critéere mineur = bleu
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Nous avons ensuite effectué une comparaison des scores obtenus, avec et
sans analyse histologique, afin de voir si celle-ci a pu étre une aide au diagnostic
(sans tenir compte cette fois encore des trois cas de CAVD avérée par autopsie)
(Tableau 7)

- Concernant les cas de CAVD avérée, ayant obtenus un score diagnostic
= 4 a I'aide des critéres cliniques, rythmiques et morphologiques (cas n°9,
10, 14 et 15), 'examen anatomopathologique :

o A permis d’asseoir le diagnostic pour deux d’entre eux (cas n°10 et
14), en augmentant le score

o N’aura pas apporté d’arguments en faveur pour les deux autres (cas
n°9 et 15).

- Concernant les cas de CAVD probable, ayant obtenus un score
diagnostic compris entre 2 et 3, a l'aide des critéres cliniques, rythmiques
et morphologiques (cas n°1, 2, 5, 8 et 13), [I'examen
anatomopathologique :

o A permis d’avérer le diagnostic de CAVD pour deux d’entre eux (cas
n°1 et 8) en augmentant le score, les faisant alors changer de
catégorie

o A permis de renforcer la suspicion diagnostic pour un d’entre eux
(cas n°5), en augmentant le score, sans le changer de catégorie
pour autant

o N’aura pas apporté d’arguments en faveur pour les deux derniers
(cas n°2 et 13)

- Concernant les cas de CAVD non probable, ayant obtenus un score
diagnostic < 2, a laide des criteres cliniques, rythmiques et
morphologiques (cas n°3, 4, 11 et 12), 'examen anatomopathologique :

o A permis de renforcer la suspicion diagnostic pour un d’entre eux
(cas n°4) en augmentant le score, le faisant alors changer de
catégorie

o N’aura pas apporté d’arguments en faveur pour les trois autres (cas
n°3, 11 et 12)
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N° cas

Score diagnostic

(hors histo)

selon les critéres
de la Task Force

Score diagnostic

(avec histo)
selon les critéres de la Task Force

1 2 4

8 3 5

CAVD avérées 9 4 4
score 2 4 10 6 7

14 5 6

15 5 5

2 2 2

CAVD probables 4 1 3
2<score<3 5 2 3

13 3 3

CAVD non probables 3 0 0
1 0 0

score < 2 12 2 2

Tableau 7 : Tableau comparatif des scores diagnostics obtenus avec et sans analyse histologique selon les
critéres proposés par la Task Force

Jaune : cas ou I'analyse anatomopathologique a permis d’avérer ou de renforcer la suspicion
diagnostic en faisant changer le cas de catégorie.

Bleu : cas ou I'analyse anatomopathologique a permis d’asseoir ou de renforcer la suspicion
diagnostic de CAVD sans changement de catégorie.
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Concernant plus particulierement les cas issus de piéces opératoires (cas n°1,

6, 7 et 16) pour lesquels une analyse des parois ventriculaire gauche et septale a pu

également étre réalisée. On observe qu’il existe une atteinte significative isolée au

VD pour I'ensemble des cas (Tableau 8, Photo 14).

Score
Perte . Hétérogénéité de L )
. ) Fibrose | Adiposité Infiltrat selon
R cardiomyocytaire e taille des J A
N° Cas iy quantifiée . (Présence/Absence) lymphocytaire la
estimée cardiomyocytes ,
(%) ) 0/+/++[+++ (Présence/Absence) | Task
(%) (Présence/Absence)
Force
1 , Présence
90% 30% Présence Absence 2
(vD) +++
1
(VG) 3% 3% Présence (discréte) 0 0 0
1
(Septum) 3% 3% Présence (discréte) 0 0 0
6 3 Présence
(] . (
70% 21.9% Présence Absence 2
(VD) +++
6
20% 1% Absente ++ Absente 0
(VG)
6
5% 5% Absente 0 Absente 0
(Septum)
7 i Présence
b b résence sence
45% 21% P Ab 1
(vD) +++
7 Présence
(] (]
10% 5% Absence Absence 0
(VG) +
7
(Septum) 5% 5% Absence 0 Absence 0
16 Pré
60% 31% Présence resence Présence 2
(VD) +++
16
(VG) 20% 15% Présence (discrete) + Présence 0
16
5% 5% Présence (discréte) 0 Présence 0
(Septum)

Tableau 8 : Récapitulatif des parameétres morphologiques analysés au niveau des VD, VG et septum des cas
issus de piéeces opératoires.

Légende : Critére majeure = orange ; Critere mineur = bleu

VD

Septum

VG

Photo 14 : lllustration de I'atteinte isolée ventriculaire droite du cas n°6
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4.2.2. Analyses en immunofluorescence

L’analyse en immunofluorescence réalisée sur les trente-cinq cas, montre les
résultats suivants (Tableau 9) :

4.2.21. PCMA1

Cet anticorps fut utilisé afin de rechercher un marquage nucléaire des
adipocytes, en faveur d’'une origine cardiomyocytaire de ceux-ci. Nous avons
considéré en témoin interne positif les noyaux des cardiomyocytes et en témoin
interne négatif 'absence de marquage des noyaux des cellules endothéliales.

Pour la quasi-totalité des cas, PCM-1 montrait un marquage nucléaire
cardiomyocytaire, excepté dans trois cas, un de CMD (cas n°21) et deux de CMH
(cas n°18 et 19) ou la technique n’a pas fonctionné. Le marquage était parfois
hétérogéne au sein de la population cardiomyocytaire, notamment dans les

prélevements issus de piéces opératoires.

N° du Diagnostic posé Marquage Adipocytes Marquage
cas cardiomyocytaire (présent/absent) adipocytaire
(présent/absent) (présent/absent)
33 Présent Présent
L . . Absent
(hétérogene) (sous-épicardique)
34 . Présent Présent
Ceeur sain L . . Absent
(hétérogene) (sous-épicardique)
35 Présent Présent
L. L. . Absent
(hétérogene) (sous-épicardique)
CMH sarcomérique Présent i i
1 . L Présent Présent
familiale avec CAVD (hétérogene)
Absence d’argument suffisant ,
2 Présent Absent -
pour une CAVD
Absence d’argument suffisant i
3 Présent Absent -
pour une CAVD
4 CAVD probable Présent Présent Présent
5 CAVD avérée de forme atypique Présent Présent Présent
Présent ,
6 CAVD L Présent Absent
(hétérogene)
Présent i
7 CAVD IR Présent Absent
(hétérogene)
Tres probable CAVD , ,
8 Présent Présent Absent
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N° du Diagnostic posé Marquage Adipocytes Marquage
cas cardiomyocytaire (présent/absent) adipocytaire
(présent/absent) (présent/absent)
9 CAVD Présent Présent Absent
10 CAVD Présent Présent Absent
11 CAVD probable Présent Présent Présent
NR
12 CAVD probable Présent Présent .
(Pas de noyau visible)
13 CAVD Présent Absent -
14 CAVD Présent Présent Présent
15 CAVD Présent Absent -
Présent , i
16 CAVD L, . Présent Présent
(hétérogene)
17 CMH Présent
. L Absent -
(apicale) (hétérogene)
18 . Présent
CMH sarcomérique Absent L. i NI
(sous-épicardique)
19 CMH Présent
L. Absent . . NI
Sarcomérique (sous-épicardique)
20 CMH Présent
L. R Absent -
Sarcomérique (hétérogene)
21 Présent ,
CMH L Présent Absent
(hétérogene)
22 Présent i i
CMH R Présent Présent
(hétérogene)
23 Présent ,
CMH R Présent Absent
(hétérogene)
24 Absent Présent NI
Présent Présent i
25 R . . Présent
(hétérogene) (intramyocardique)
Présent Présent
26 CMD IR L . Absent
(hétérogene) (sous-épicardique)
, Présent
Présent
27 L (lame porte Absent
(hétérogene) .
vaisseau)
Présent
28 L Absent -
(hétérogene)
i Présent
Présent i
29 R (lame porte Présent
(hétérogene) .
vaisseau)
cmi Présent i
30 IR Présent Absent
(hétérogene)
Présent ,
31 R Présent Absent
(hétérogene)
Présent i
32 L Présent Absent
(hétérogene)

Tableau 9 : Résultats de I'immunomarquage de PCM-1

NI : Non interprétable, - : non réalisable
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Concernant les trois cas de cceurs normaux ayant servis de témoins :

- Les trois montraient un marquage nucléaire cardiomyocytaire hétérogéne

et présentaient des adipocytes dépourvus de marquage nucléaire.

Cas n°27

Photo 15 : lllustration du marquage de PCM-1 dans un cceur sain

Fleche jaune = marquage péri-nucléaire de PCM-1

Concernant les seize cas de CAVD :

- Six étaient positifs (cas n°1, 4, 5, 11, 14 et 16) montrant un marquage
nucléaire d’au moins 1 adipocyte, (photo 16)

- Cinq étaient négatifs (cas n°6, 7, 8, 9 et 10), ne montrant aucun marquage
nucléaire adipocytaire (avec témoin interne positif).

- Quatre ne possédaient plus d’adipocytes (cas n°2, 3, 13 et 15)

- Un était non représentatif, par absence de noyau adipocytaire visible (cas
n°12)
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Casn°1

Casn°4

Casn°11

Photo 16 : lllustrations, en immunofluorescence, de la positivité de PCM-1 dans les CAVD +.

A : WGA + DAPI ; B : WGA + DAPi + GFP
Fleche jaune : noyau adipocytaire PCM-1 positif
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Concernant les sept cas de CMH :

Deux cas étaient non interprétables (cas n°18 et 19) par défaut technique,
les témoins internes étant négatifs (photo 17).

Deux cas (cas 17 et 20) étaient dépourvus de contingent adipocytaire.
Deux cas (cas 21 et 23) étaient négatifs.

Un cas était positif (cas 22) montrant un marquage nucléaire adipocytaire

focal.

Cas n°18 Cas n°19

Photo 17 : lllustrations, en immunofluorescence, de I'absence de marquage nucléaire
cardiomyocytaire (WGA + DAPI + GFP)

Concernant les quatre cas de CMD :

Un était positif (cas n°25), montrant un marquage nucléaire adipocytaire
focal (photo 18),

Deux étaient négatifs (cas n°26 et 27), ne montrant pas de marquage
nucléaire adipocytaire.

Un était non interprétable (cas n°24) par défaut technique, les témoins

internes étant négatifs
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Cas n°25

A B

Photo 18 : lllustrations, en immunofluorescence, de la positivité de PCM-1 dans le cas
CMD n°25.
A : DAPI + WGA ; B: DAPI + WGA + GFP ; Cercle vert = noyau adipocytaire

Concernant les cing cas de CMI :

- Un était positif (cas n°29), montrant un marquage nucléaire adipocytaire
focal, cependant associé a un marquage nucléaire endothélial (photo 19).
- Quatre étaient négatifs (cas n°28, 30, 31 et 32), ne montrant pas de

marquage nucléaire adipocytaire.

Cas n°29

A

B

Photo 19 : Marquage nucléaire adipocytaire de PCM-1 dans un cas de CMI

A : DAPI + WGA + GFP; B : DAPI + WGA + GFP
La fleche jaune montre un marquage nucléaire adipocytaire positif.
Les cercles verts montrent un marquage nucléaire de cellules endothéliales (témoin interne négatif)
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4.2.2.2.

PKP2 et DSG2

Ces anticorps furent utilisés afin de cibler les desmosomes des disques

intercalaires. Trois topographies de marquage ont été observées. lIs étaient localisés

soit au niveau du disque intercalaire, soit a la membrane latérale, soit en regard des

deux localisations (Tableau 10).

N° Diagnostic posé Etat des Topographie du marquage Topographie du marquage Mutation
du cardiomyocytes de PKP2 de DSG2 connue
cas Disque Membrane Disque Membrane
intercalaire latérale intercalaire latérale
o Présent Présent
33 Longitudinaux ] Absent ] Absent
(faible) (faible)
. N , Présent
34 Coeur sain Longitudinaux Présent Absent . Absent
(faible)
S , Présent
35 Longitudinaux Présent Absent ] Absent
(faible)
CMH Transversaux MYH7
sarcomérique +
1 . NI NI
familiale avec souffrance
CAVD marquée
Absence Pas de
d’argument o Absent i mutation
2 . Longitudinaux . . Présent Absent . .
suffisant pour une (bruits de fond important) identifiée
CAVD
Absence Pas de
d’argument o 3 , mutation
3 . Longitudinaux Présent Absent Présent Absent . .
suffisant pour une identifiée
CAVD
Pas de
4 CAVD probable Longitudinaux Présent Absent Présent mutation
identifiée
CAVD avérée de o i i DES
5 . Longitudinaux Présent Absent Présent Absent
forme atypique
CAVD Longitudinaux Présent Absent Absent Présent NC
CAVD Longitudinaux Absent Absent NC
. Pas de
Tres probable o .
8 Longitudinaux Absent Absent mutation
CAVD . s
identifiée
Pas de
9 CAVD Longitudinaux Présent Absent Présent Absent mutation
identifiée
10 CAVD Matériel épuisé NE Présent Absent PKP2
11 CAVD probable Longitudinaux Présent Absent DSG2
12 CAVD probable Longitudinaux Absent Présent Présent NC
13 CAVD Longitudinaux Présent Absent PKP2
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N° | Diagnostic posé Etat des Topographie du marquage Topographie du marquage
du cardiomyocytes de PKP2 de DSG2 Mutation
cas Disque Membrane Disque Membrane connue
intercalaire latérale intercalaire latérale
14 CAVD Longitudinaux Présent Absent Présent DSG2
15 CAVD Longitudinaux Absent Absent PKP2
16 CAVD Longitudinaux Présent Absent Présent Absent NC
17 CMH Longitudinaux 3 3
X Présent Absent Présent Absent NC
(apicale)
CMH o ] ]
18 L. Longitudinaux Absent Présent Présent Absent NC
sarcomérique
CMH N . .
19 L. Longitudinaux Présent Absent Présent Absent MYH7
sarcomérique
CMH o ] ]
20 L. Longitudinaux Absent Présent Présent Absent NC
sarcomérique
21 CMH Longitudinaux Présent Absent Présent Absent NC
22 CMH Longitudinaux Présent Absent Présent Absent NC
23 CMH Longitudinaux Présent Absent Présent Absent NC
24 Longitudinaux Présent Absent Présent Absent NC
25 cMD Longitudinaux Présent Présent Absent NC
26 Longitudinaux Présent Présent Absent NC
27 Longitudinaux Présent Absent Absent Présent NC
28 Longitudinaux Présent Présent Absent
29 Longitudinaux Absent Présent Absent
30 cmi Longitudinaux Présent Absent Présent Absent
31 Longitudinaux Présent Absent Présent Absent
32 Longitudinaux Absent Présent Absent

Tableau 10 : Résultats de I'immunomarquage de PKP2 et DSG2

Concernant les trois cas de ceeurs normaux ayant servis de témoins :

- Les trois (cas n°33, 34 et 35) étaient positifs, montrant un marquage
localisé au DI de DSG2 et de PKP2.
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Concernant les cas de CAVD et PKP2 (photo 20) :

Dix cas exprimaient PKP2 (cas n°3, 4, 5, 6, 9, 11, 12, 13, 14 et 16), et
quatre étaient négatifs (cas n°2, 7, 8 et 15), ne montrant aucun marquage
de la protéine, dont un considéré comme douteux a cause de bruits de
fond importants (cas n°2)

Un était non interprétable (cas n°1) par non visualisation des disques
intercalaires a cause d’une disposition uniquement transversale des
cardiomyocytes résiduels.

Un était non évaluable (cas n°10), par épuisement du matériel.

Concernant les cas de CAVD et DSG2 (photo 20) :

Dix étaient positifs (cas n°2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 12, 14 et 16)
Cing étaient négatifs (cas n°7, 8, 11, 13 et 15),
Un était non représentatif (cas n°1), par non visualisation des disques

intercalaires (cardiomyocytes en coupe transversale)

75



PKP2

DSG2

Cas 14

Cas 13

Cas 15

Photo 20 : lllustrations des résultats de limmunomarquage de PKP2 et DSG2 dans deux cas de CAVD mutées
PKP2 (cas n°13 et 15) et un cas de CAVD muté DSG2 (cas n°14)

Fleche jaune = marquage du disque intercalaire ; Fleche bleu = marquage de la membrane latérale ; Rond jaune = Disque
intercalaire non marqué
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Concernant les seize cas des autres types de cardiomyopathies et

PKP2 (photo 21) :

- Quatorze étaient positifs (cas n°17 a 28, 30 et 31), dont un présentait un
marquage douteux (cas n°24)

- Deux étaient négatifs (cas n°29 et 32), correspondant a deux cas de CMI

montrant des cardiomyocytes tres altérés
Concernant les seize cas des autres types de cardiomyopathies et DSG2

(photo 21) :

- Les seize étaient positifs (cas n°17 a 32)

77



PKP2

DSG2

Cas 20

Cas 25

Cas 28

Photo 21 : lllustrations de 'immunomarquage de PKP2 et DSG2 dans un cas de CMH (cas n°20), un cas de
CAVD (cas n°25), et un cas de CMI (cas n°28)

Fleche jaune = marquage du disque intercalaire ; Fleche bleu = marquage de la membrane latérale ; Rond jaune =
Disque intercalaire non marqué



Concernant DSK :

Malgré plusieurs tentatives de mise au point, nous n‘avons pas réussi a

obtenir un marquage avec cet anticorps. Aucune analyse n’a donc pu étre réalisée.
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5. DISCUSSION

La CAVD est une pathologie génétique rare dont la prévalence est
probablement sous-estimée en raison dune pénétrance incomplete et d’une
expressivité variable de ses mutations causales et de I'absence d’autopsie réalisée
de maniére systématique en cas de mort subite.(40)

Or, le diagnostic de certitude est un véritable enjeu vital pour le patient mais
également pour les membres de sa famille.

Malgré le score diagnostic proposé par la Task Force, le diagnostic est difficile
a affirmer, surtout a un stade précoce de la maladie ou elle est pauci-lésionnelle.
L’examen anatomopathologique reste I'examen gold standard pour objectiver les
lésions spécifiques de celle-ci, mais est le plus souvent peu contributif ou difficile
d’interprétation.

C’est pour cela que nous avons repris 'examen anatomopathologique de BEM
et de pieces opératoires de patients suspects de CAVD ou ayant une maladie avérée
et étudié plusieurs criteres morphologiques en nous appuyant sur ceux proposes par
la Task Force, soit la perte myocytaire et la fibrose, mais également sur d’autres
critéres analysables en microscopie optique, tels que I'hétérogénéité de taille des
cardiomyocytes, I'adiposité et I'inflammation.

De plus, a l'aide de la microscopie en immunofluorescence, nous avons testé
quatre anticorps, trois ciblant les protéines desmosomales les plus fréquemment
mutées dans la CAVD, a savoir PKP2, DSG2 et DSP, afin de rechercher une perte
de marquage confirmant une altération du desmosome. Le quatriéme anticorps testé
correspondait a un marqueur spécifique du cardiomyocyte mature, utilisé dans le but
d’explorer 'hypothése d’'un processus de transdifférenciation de cellules cardiaques

en adipocytes.
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5.1. Données morphologiques des biopsies

Concernant les criteres morphologiques pris en compte par la Task Force, nos
résultats montrent une perte cardiomyocytaire associée a un contingent fibreux dans
100% des cas, mais significatif dans un nombre de cas réduit.

La perte cardiomyocytaire étant estimée comme le reflet de la somme des

contingents fibreux et adipeux.(41)

Dans un peu moins de la moiti€é des cas (6/13 cas), notre I'analyse
anatomopathologique a pu conclure a un résultat en faveur d’'une CAVD.

En revanche, pour les sept autres cas, elle n’aura pas obtenu une analyse en
faveur de ce diagnostic. Or, pour trois d’entre eux (n°9, 13 et 15) le diagnostic a été
confirmé sur d’autres arguments cliniques et paracliniques. Elle n’a également pas
eté informative pour un quatrieme cas (cas n° 11) ou le doute diagnostic persiste
notamment a cause d’'une mutation DSG2.

Pour ces quatre cas, la perte cardiomyocytaire était comprise entre 15% et
25%, avec une perte minimale de 20% pour les trois cas mutés (cas n°11, 13 et 15).
Dans ce contexte, ou une suspicion clinique existe notamment a cause de la
présence d’'une mutation d’'un géne usuel impliqué dans la CAVD, une perte
myocytaire = 20% semblerait étre en faveur du diagnostic. Ceci étant en accord avec

I'article de Angelini et al(42).

Ces cas mettent en évidence les limites de 'examen anatomopathologique et
de I'application des critéres proposés par la Task Force.

Celles-ci sont notamment liées au faible nombre de biopsies réalisées, a leur
trés petite taille mais surtout a leur topographie septale dont I'atteinte est peu
fréquente (43).

En effet, nos prélévements biopsiques intéressaient le plus souvent 1 a 2
fragments, mesurant entre 1 et 2 mm et étaient tous issus du septum
interventriculaire. Le cas n°6 (cf photo 14) illustre parfaitement les différences
lésionnelles existantes entre le VD et le septum.

Elles sont également dues a la subjectivité de l'estimation de la perte
cardiomyocytaire, qui comme toute estimation, méme quantitative, est sujette a une

variabilité inter et intra-observateur, nécessitant une expertise.
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Or, il s’agit du critere diagnostic morphologique principal de la CAVD. Ainsi,
comme le propose déja la Task Force en incluant des mesures quantitatives
obtenues par analyse morphométrique, nous pouvons envisager I'utilisation de
nouveaux outils d’analyse d’images plus actuels, faisant appel a la microscopie
digitale et au machin learning dans l'objectif d’améliorer la performance et la
sensibilité de 'examen anatomopathologique.

L’imagerie virtuelle ou microscopie digitale fait référence a la numérisation a
haute résolution des lames histologiques associée a leur stockage. Cette technologie
transforme les pratiques en pathologie depuis une 20éne années. En effet, elle est
notamment devenue une aide pour le diagnostic (numérisation des lames de FISH),
mais aussi pour la recherche et I'enseignement et apporte de nombreux avantages
aux pathologistes et par conséquent aux patients (44).

L’imagerie virtuelle et le développement du machin learning (sous-catégorie
de l'intelligence artificielle, correspondant a un systéme capable de reproduire un
comportement ou un raisonnement en apprenant a partir de données préexistantes)
permet d’envisager de nouvelles perspectives d’aide au diagnostic dans notre
spécialité.

Ainsi, c’est a l'aide d’'une nouvelle Start up, du nom de Witsee, que nous
sommes en train d’aider au développement d’'un algorithme permettant une mesure
plus fiable de la perte cardiomyocytaire.

Pour cela nous allons entrainer leur logiciel en annotant chaque contingent
(cardiomyocytaire, fibreux et adipocytaire) sur nos lames histologiques de CAVD
numeérisées, pour que celui-ci soit capable de mesurer de maniére reproductible et
juste la perte cardiomyocytaire, et ainsi s’affranchir de la subjectivité observateur-
dépendant.

Plusieurs travaux similaires ont été réalisés dans d’autres type de pathologies,

principalement en hépatopathologie (45,46) montrant des résultats prometteurs.

Concernant les autres criteres morphologiques analysés, non pris en compte
par la Task Force :

- Tous nos cas montraient une hétérogénéité de taille cardiomyocytaire de
type variable, majoritairement hypertrophiques ou d’aspect dégénératif. Méme Si
non spécifique, car retrouvée dans d’autres cardiomyopathies (comme les CMD) et
processus lésionnels, nos résultats concordent avec ceux de La Mayo Clinic (47),

disant que dans un contexte clinique approprié, chez un patient jeune (< 50 ans), la
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présence d’'un tissu adipeux avec fibrose et hypertrophie cardiomyocytaire peuvent
faire évoquer le diagnostic de CAVD.

- Tous de nos cas étaient le siege d’'un contingent adipocytaire, de quantité

et de topographie variable. Ce critere morphologique, assez peu spécifique, n’est
plus pris en compte par la Task Force depuis 2010(31), malgré que I'adiposité fasse
partie intégrante du processus lésionnel de la CAVD, car il est décrit que I'apex
ventriculaire droit peut-étre le siege d’adipocytes de maniere physiologique (lié a
I'age, obésité).
De plus, son interprétation sur biopsie reste plus subjective contrairement aux
prélevements de piéces opératoires ou une analyse de toute I'épaisseur de la paroi
cardiaque est réalisable, permettant de mieux analyser la topographie du contingent
adipeux et d’observer des atteintes transmurales débutant en sous-épicardique,
caractéristique de la CAVD.

- Seulement deux cas (n°4 et n°16) présentaient un infiltrat inflammatoire
lymphocytaire interstitiel, non spécifique, pouvant faire discuter le diagnostic
différentiel de myocardite. Ceci est en accord avec les données de la littérature,
décrivant un infiltrat inflammatoire lymphocytaire T d’accompagnement dans les
CAVD « en phase chaude », observée le plus souvent sur pieéce opératoire. Son
inconstance et sa répartition focale expliquant qu’il ne soit pas souvent observé sur
biopsie(31).
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5.2. Données immunohistochimiques

5.2.1. PCM-1

PCM-1 est une protéine du centrosome qui s'accumule a la surface nucléaire
des myocytes différenciés et non cycliques(48). Des études réalisées ont démontré
que les anticorps dirigés contre le PCM-1 marquent spécifiquement les noyaux de
cardiomyocytes(39,49) et qu'a ce titre, il pouvait étre utiliser pour les identifier.
PCM-1 est utilisé dans certaines études pour réaliser du tri cellulaire et sélectionner
spécifiquement les cardiomyocytes(50).

De fagon tres intéressante, nous observons dans notre étude une nette
positivité nucléaire adipocytaire dans 50% des coeurs de CAVD avérée sur piece
opératoire (cas n°1 et 16) ainsi que dans quatre cas suspects de CAVD (cas n°4, 7,
11 et 14). Ces observations encourageantes pourraient faire de PCM1 un potentiel

marqueur diagnostic.

Elles permettent également d'émetire I'hypothése d'une origine
cardiomyocytaire de certains adipocytes présents dans la CAVD. Nous ne remettons
pas forcément en cause les travaux de Corrado(13). Nous émettons plutot
I'hypotheése qu’il N’y a pas seulement les progéniteurs cardiaques a l'origine de ces
adipocytes. En effet, les progéniteurs cardiaques sont des cellules qui expriment
spécifiquement certains marqueurs comme c-kit, Sca-1, ABCG2 (MDR-1), Islet-1, ou
Tbx18 (cellules progénitrices épicardiques)(51). Par contre aucun article n’a montré
que la cellule progénitrice cardiaque exprimait PCM-1. Ce dernier est spécifique du
cardiomyocyte différencié. L’hypothése est donc plutét celle dune

transdifférentiation du cardiomyocyte mature en adipocyte.

Cette hypothése remet en question I'idée que le cardiomyocyte est une cellule
en différentiation terminale qui n'est pas sensée se diviser ni se reprogrammer. Ce
statut fait déja débat parmi les chercheurs qui travaillent sur la division des
cardiomyocytes adultes. Longtemps il a été considéré que le renouvellement des
cardiomyocytes a I'age adulte provenait des progéniteurs cardiaques faisant d’eux

des candidats pour la thérapie cellulaire en post-infarctus(52).

Récemment Jeffery D Molkentin remet en cause, en s’appuyant sur des

etudes récentes, l'implication des progeéniteurs cardiaques dans la réparation
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endogéne du myocarde(53). Le renouvellement des cardiomyocytes au cours de la
vie, certes tres faible, proviendrait donc des cardiomyocytes matures résidents(54).
Si la division est possible, il n’est donc pas impossible d’imaginer une
reprogrammation en conditions pathologiques. Ces reprogrammations sont
fréquentes et existent dans les cellules épithéliales, dans les cas de métaplasie, ou
non épithéliales, dans le cas des hépatocytes par exemple. Dans la peau, certaines
mutations du desmosome entrainent des anomalies de la différentiation des

kératinocytes mais pas de reprogrammation(55,56).

Notre hypothése mériterait donc d’étre confirmée par des études in vitro. Nous
pourrions par exemple réaliser une culture primaire de cardiomyocytes de rats en
séparant les cardiomyocytes du VD et du VG. En plagant ces cellules dans différents
milieux de cultures notamment ceux utilisés pour différencier et cultiver les
adipocytes, nous pourrions voir si le cardiomyocyte posséde cette capacité de
transdifférentiation. Nous pourrions ainsi voir si l'origine embryonnaire différente
entre les cardiomyocytes du VD et du VG joue un role dans cette transdifférentiation,
ce qui pourrait expliquer pourquoi le remplacement fibro-adipeux ait lieu
essentiellement dans le VD. En cas d’échec, nous pourrions réaliser cette culture
primaire sur des cardiomyocytes de souris transgéniques utilisées comme modéle de
la CAVD(57).

Néanmoins, afin de modérer notre propos sur l'apport de PCM-1, il est
important de souligner que notre expérience sur prélevements biopsiques, nous a
montré la difficulté de son analyse. Méme si nous avons observeé la présence d’un
contingent adipeux sur 'ensemble de nos prélévements, celui-ci est souvent minime,
limité a quelques adipocytes, avec peu ou pas de noyau visible.

Nous avons également remarqué que PCM1 possédait un marquage souvent
hétérogéne au sein de la population cardiomyocytaire, avec certains cardiomyocytes
qui n’expriment pas PCM-1 faisant penser qu’il doit étre de méme au sein de la

population adipocytaire, augmentant la probabilité de faux négatifs.

De plus, un des cas revenus positif (cas n°11), ne possédait finalement aucun
argument clinique, para clinique ou morphologique en faveur d’'un diagnostic de
CAVD. Ce qui souléve le risque de faux positif. Ce point doit étre recherché sur une

étude plus large pour en connaitre la proportion exacte.
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Nous avons également noté une hétérogénéité du marquage de PCM-1 sur
les noyaux des cardiomyocytes dans nos prélevements de cceurs explantés de
CMH, CMD et CMI. Contrairement aux biopsies, ces cceurs ne sont pas acheminés
rapidement au laboratoire, ce qui doit entrainer une dégradation de la protéine. Il en
est de méme des cas autopsiques. La phase pré-analytique joue donc un rdle

déterminant et est un risque de faux négatifs.

Nous avons également observé, dans une CMH, une CMD et une CMI, un
marquage nucléaire adipocytaire focal. |l existe alors deux hypothéses celle du faux
positif et celle d’'un processus de transdifférenciation dans d’autres pathologies. Dans
ce cas, il pourrait étre réactionnel a d’autres mécanismes Iésionnels, de la méme

maniére que cela est observé dans le tissu musculaire strié squelettique(58)

Bien évident, tous ces résultats sont préliminaires et représentent avant tout
des pistes de recherche. lls mériteraient d'étre confirmés par une étude en
immunofluorescence sur une plus grande cohorte de patients, peut-étre a l'aide

d’'une étude multicentrique et bien sir d’étre confirmés in vivo.
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5.2.2. PKP2 et DSG2

Concernant les protéines du disque intercalaire, nous avons pu observer que
la majorité de nos cas de CAVD (suspectés et avérés) présentait un marquage d’au
moins une des deux protéines, localisé principalement au disque intercalaire, mais
pouvant se délocaliser a la membrane latérale.

La présence ou I'absence de marquage d’'une de ces protéines, ne semblant
pas étre corréler a la mutation causale.(18)

En effet, nos trois cas mutés PKP2 (cas n°10, 13 et 15), montraient soit un
marquage non évaluable (par épuisement de matériel) de PKP2 avec conservation
de DSG2 (cas n°10), soit un marquage conservé mais partiellement délocalisé a la
membrane latérale de PKP2 associé a une absence de DSG2 (cas n°13), soit une
absence de marquage de ces deux protéines (cas n°15).

Il en est de méme pour nos deux cas mutés DSG2 (cas n°11 et 14), ou le
premier montrait un marquage conserve de PKP2, partiellement délocalisé a la
membrane latérale et une absence de marquage de DSG2. Le second montrait,
quant a lui, une positivité des deux protéines au niveau des disques intercalaires
ainsi qu’au niveau de la membrane latérale.

Dans la littérature, il a été montré que la présence ou I'absence de marquage
d’'une de ces protéines, ne semblait pas étre corrélée a la mutation causale.(18)

Notre étude est en accord ce point, néanmoins nous observons dans tous ces
cas (excepté le cas 10 dont I'analyse n’a pu aboutir) soit une perte d’expression, soit
une délocalisation d’'une des deux protéines.

La délocalisation de protéines du disque intercalaire a la membrane latérale
n’est pas un processus identifié dans les CAVD. Par contre, il est décrit les CMI pour
la connexine43 (protéine des jonctions GAP)(59) témoignant d’'une altération du
disque intercalaire. Nous supposons alors que les marquages observés dans notre
série peuvent également témoigner d’'un complexe desmosomal altéré, compatible

avec la physiopathologie des CAVD.

Dans notre étude, un important bruit de fond a rendu l'analyse de ces
marqueurs difficile. De plus souvent lintensité des marquages était faible. Ces
constatations soulignent I'importance du pré-analytique. En effet, en routine,

'immunofluorescence est habituellement réalisée sur des prélévements congelés or
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nous ne disposions que de prélevements fixés en formol, expliquant la difficulté de
nos observations.

Dans la littérature, plusieurs équipes ont observé des diminutions d’intensité
significatives pour la plakoglobine ou les cadhérines desmosomales (DSG2 et DSC2)
dans les CAVD mais par immunoblot (18,60). Cette technique n’est pas réalisable en
routine dans un laboratoire d’anatomopathologique, nous ne l'avons donc pas

utilisée dans notre étude.

5.2.3. DSP

Nous n’avons pas pu étudier DSP car nous n’avons pas réussi a mettre au
point cet anticorps en paraffine aprés fixation formolée. Il serait intéressant de refaire
des tests sur du matériel congelé. Ainsi nous pourrions observer si DSP se comporte
comme PKP2 et DSG2 et si comme pour ces protéines, il n'existe pas de lien entre
la mutation causale et I'expression protéique au niveau du disque intercalaire

Nous pourrions également regarder si DSP se délocalise.
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6. CONCLUSION

Notre travail a permis de montrer les difficultés rencontrées par
I'anatomopathologiste pour réaliser un diagnostic de cardiomyopathie arythmogéne
du ventricule droit sur biopsies endomyocardiques.

D’une part, les criteres morphologiques habituellement retenus restent
souvent insuffisants, malgré une étude morphométrique.

D’autre part, 'examen en immunofluorescence des protéines desmosomales
ne parait étre d’aucun secours, car méme en cas de mutation de la protéine, cette
derniére peut étre détectée par I'anticorps.

En revanche, nos observations sur PCM-1 semblent prometteuses, rendant
I'hypothése de transdifférenciation de la voie cardiomyocytaire en adipocyte
plausible. Néanmoins, avant de pouvoir le retenir en tant que critére diagnostic, il

sera nécessaire de réaliser d’autres études, notamment in vitro.
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ANNEXES :
Annexe 1 : Rappels de la classification des cardiomyopathies

- L es cardiomyopathies dilatées :

Cardiomyopathies peu fréquentes, dont la prévalence est évaluée a 1/2500
habitants(10, 65). Elles sont définies par la Société Cardiaque Européenne (SCE)
comme une dilatation du VG, ou des deux ventricules, associée a une dysfonction
systolique (traduit par une fonction d’éjection systolique (FeVG) < 45%) en I'absence
de conditions anormales de charge (hypertension artérielle, valvulopathies) ou de
maladie coronarienne pouvant étre a l'origine de la dysfonction systolique. Elles sont
caractérisées par une dilatation des cavités cardiaques, avec notamment une
dilatation du VG supérieure a 117% de la valeur corrigée pour I'age et la surface
corporelle (critere échographique), alors que les parois musculaires myocardiques
restent d'épaisseur approximativement normale avec des degrés variables de
fibrose. A I'heure actuelle elle constitue I'une des principales causes d’insuffisance
cardiaque avec une mortalit¢ a 5 ans de 30-50% et est la premiére cause de
transplantation cardiaque.

Elles sont majoritairement de forme acquise, secondaires a des causes
infectieuses (myocardites virales, bactériennes, parasitaire), auto-immunes et
inflammatoires (Lupus érythémateux disséminé, sarcoidose), toxiques (alcool,
amphétamines, cocaine...), meédicamenteuses (anticancéreux), endocriniennes
(hypo ou hyperthyroidie, maladie de Cushing ou Addison, phéochromocytome)
responsables de tachycardies prolongées et les antécédents de myocardites du
péripartum.

Il existe également des formes familiales. Elles représentent environ 35 a 40%
des cas de CMD et se présentent principalement sous un mode autosomique
dominant. Il existe également des formes autosomiques récessives, récessives liées
a I'’X et mitochodriales. Une 50éne de génes codant principalement pour des
protéines du sarcomére, des canaux ioniques ou du cytosquelette sont incriminés.
Dans environ 20% a 25% des cas, il s’agit d'une mutation du géne TTN codant pour

la titine, protéine géante responsable de la rigidité du sarcomére(8,61).
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D’un point de vu anatomopathologique

Macroscopiquement (7) on observe le plus souvent un coeur augmenté de
taille, de forme modifiée et de poids augmenté (> 5009). Il présente une forme plutét
sphérique et un apex difficile a identifier.

A la coupe, on observe une dilatation touchant le plus souvent les 4 cavités,
avec un diamétre de la cavité ventriculaire gauche est > 4 cm. La paroi myocardique
d’épaisseur respectée.

Des remaniements fibreux transmuraux peuvent étre visibles a I'ceil nu,

notamment au niveau de I'apex (Photo 22).

VG

VD

Photo 22 : Coupe transversale passant par les deux ventricules d'un cceur explanté.

On observe des cavités ventriculaires dilatées et des parois d'épaisseur normale.
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Microscopiquement (62) on observe des signes histologiques peu
spécifiques, communs aux cardiopathies terminales. Les cardiomyocytes sont le plus
souvent atrophiques, mais peuvent étre également hypertrophiques ou de taille
normale. Il existe un pléomorphisme nucléaire et cytoplasmique. Ce dernier peut se
caractériser par la présence de vacuoles de dégénérescence intra-cytoplasmiques,

ou par une accumulation de pigments de lipofuscine (Photo 21) ou de mucine.

Il s’associe le plus souvent une fibrose interstitielle diffuse non systématisée
(Photo 23).

HE ™

4

r'd
e

Photo 23 : Coupe histologique d’'une CMD.

HE : On observe une hétérogénéité de taille avec atrophie myocytaire, un
pléomorphisme nucléaire et des pigments de lipofuscine (fleche verte)
TM : Présence d’une fibrose interstitielle diffuse qui dissocie les cardiomyocytes.
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- [ es cardiomyopathies hypertrophiques :

Cardiomyopathie fréquente dont la prévalence est estimée a 1/500 dans la
population générale(61).

Elles se caractérisent par une hypertrophie myocardique ventriculaire gauche,
généralement asymétrique, localisée le plus souvent au niveau du septum, en
absence de causes apparentes comme d'une hypertension artérielle ou d’une
sténose aortique. Elle se définie par une épaisseur supérieure ou égale a 15 mm sur
un ou plusieurs segments du VG.

Elles sont majoritairement d’origine génétique(10) (environ 55% de formes
familiales) sur un mode de transmission autosomique dominante, méme s’il existe de
rares formes récessives de décrites. Dans environ 50% des cas elles concernent des
genes codant pour les protéines du sarcomére. Une quinzaine sont identifiés. On
parle alors de CMH « sarcomérique », méme si on sait qu’il existe quelques
mutations au niveau de géne codant pour des protéines non sarcomériques. Les plus
fréquents sont les génes MYBPC3 et MYH7 codant respectivement pour la protéine
C cardiaque et la protéine de la chaine lourde béta de la myosine (MYH?7).

Il existe également des CMH d’origine génétique mais « non
sarcomérique » secondaire a des pathologies génétiques comme la maladie de
surcharge de type glycogénoses avec syndrome PRKAG2, la maladie de Fabry ou
I'amylose cardiaque a transthyrétine.

D’un point de vu anatomopathologique

Macroscopiquement on observe un cceur de taille conservée, aux cavités
ventriculaires dilatées, ou non. Il présente une paroi myocardique augmenté de taille,
hypertrophique, le plus souvent de maniére zonale et asymétrique. Elle mesure au
moins 15 mm d’épaisseur. Le septum est le plus souvent atteint et est généralement

le site ou I'’hypertrophie est maximale.

Des remaniements fibreux sont parfois visibles a I'ceil nu. (63)

Des anomalies de la morphologie de la valve mitrale (secondaire a une
hypertrophique des piliers et a un mauvais positionnement de ces derniers dans la
cavité ventriculaire) et des Iésions au niveau des artéres coronaires sub-épicardiques

(athérosclérose) sont fréquent associées.
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VG

VD

Photo 24 : Coupe transversale passant par les cavités
ventriculaires d'une CMH.

On observe une hypertrophie septale et du myocarde
ventriculaire




Microscopiquement, on observe une désorganisation architecturale des
fibores musculaires avec une perte de leur alignement normal. Elles sont soit
agenceées obliquement ou perpendiculairement les unes par rapport aux autres.

Les cardiomyocytes peuvent adopter des formes particulieres avec
notamment des aspects ramifiés en Y (Photo 25).

Il s’y associe des remaniements fibreux interstitiels plus ou moins étendus,
voir des territoires entierement déshabités par les cardiomyocytes et remplacés par
de la de fibrose (64).

HE ™

™

Photo 25 : Lames histologiques d’une CMH.

On observe un myocarde désorganisé, remanié par de la fibrose, avec des myocytes en Y.
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- Les cardiomyopathies restrictives :

Il s’agit des cardiomyopathies les plus rares. Leur prévalence étant estimée a
0,003% (10) et représentent moins de 5% de toutes les types de cardiomyopathies.
Elles résultent de l'augmentation de la rigidité de la paroi myocardique sans
augmentation de son épaisseur ni dilatation des cavités ventriculaires associée. Il en
résulte une altération du remplissage ventriculaire avec dysfonction diastolique par
réduction du volume télédiastolique de 1 ou des 2 ventricules. La fonction systolique
est préservée au moins dans les premiéres années d’évolution de la maladie.

Elles sont trés majoritairement d’origine acquise et sont secondaires a deux
principaux mécanismes. Le premier est le remplacement du myocarde par du tissu
cicatriciel (CMR post-radiothérapie). Le second correspond a une infiltration ou une
accumulation anormale de substance dans le tissu myocardique. Les causes les plus
connues sont notamment I'hémochromatose (par accumulation de fer), 'amylose
cardiaque (par accumulation de protéines amyloides), le syndrome
d’hyperéosinophilie (par infiltration de polynucléaires éosinophiles) et la sarcoidose
(par infiltration granulomateuse).

Les formes génétiques sont minoritaires, de transmission autosomique
dominante principalement, impliquant des génes codant pour les protéines du
sarcomeére. Il existe également des formes qui ont une transmission autosomique
récessive comme dans I'hémochromatose et de rares cas de transmissions

récessives liées a I'X.

D’un point de vu anatomopathologique

Les aspects macroscopiques et microscopiques vont dépendre de I'étiologie
de la cardiomyopathie restrictive. Pour exemple, voici cas d’amylose cardiaque et un

cas d’hémochromatose(37).
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Pour les amyloses cardiaques :

Macroscopiquement on observe le plus souvent un cceur de couleur beige
ayant une consistance ferme « caoutchouteuse ». La topographie de [linfiltration
amyloide est hétérogéne, dépendant de son type.

Microscopiquement observe des dépdts éosinophiles homogénes amorphes
extracellulaires interstitiels congophiles avec une biréfringence jaune/verte en

lumiére polarisée.

HE RC "I

Photo 26 : Lames histologiques d’une amylose cardiaque.

On observe en coloration standard quelques dépo6ts amorphes extracellulaires, éosinophiles, mieux
visibles sur la coloration du Rouge Congo (RC).

Pour ’hémochromatose :
Macroscopiquement on observe un VG de couleur «rouille ».
Microscopiquement, cela se traduit par la présence de granulations brunatres

intracardiomyocytaires correspondant a des dép6éts ferriques.

HE Perls

Photos 27 : Lames histologiques d’une hémochromatose cardiaque.

On observe des dépbts ferriques intramyocytaire de couleur brunatre en HE et bleue avec 102
le Perls.



- Les cardiomyopathies non classifiées :

Elles représentent une minorité de cardiomyopathies. On citera brievement
comme exemple, la non-compaction du ventricule gauche et le syndrome de Tako
tsubo(10).

La non compaction du ventricule gauche a été intégré aux
cardiomyopathies en 2006 et est définie par la présence de trabéculations
excessives au niveau de I'apex ventriculaire gauche. Il s’agit d’'une cause rare de
cardiomyopathies (représentant entre 0,014% et 1,26% des cardiomyopathies de
'adulte) d’origine supposée malformative, touchant préférentiellement les sujets
jeunes avec une prédominance masculine. Elle posséde une symptomatologie
hétérogéne allant de l'absence de symptdbmes jusqu'au développement d’une
insuffisance cardiaque.

Il s’agit d’'une maladie héréditaire, de formes autosomiques dominantes dans
la majorité des cas, frequemment associée a d’autres maladies cardiaques
congénitales et maladies neuromusculaires. Les génes concernés sont le plus

souvent ceux codant pour les protéines du sarcomére, comme notamment MYH7.

Photo 28 : Coupe transversale passant par les cavités
ventriculaires montrant une trabéculation accentuée droite

et gauche
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D’un point de vu anatomopathologique(37)

Macroscopiquement les cavités ventriculaires apparaissent dilatées et
présentent une nette accentuation de leurs trabéculations, principalement a gauche.
Microscopiquement cela se traduit par la présence d’une fibrose de

remplacement associée a des cardiomyocytes dystrophiques.

La cardiomyopathie Tako-Tsubo est une insuffisance cardiaque aigue qui
mime un infarctus aigu du myocarde et se caractérise par des symptbémes
ischémiques sans occlusion coronarienne associée. Elle touche le plus souvent la
femme ménopausée agée de 55 a 75 ans avec une faible incidence de 1/36000 dans
la population générale. Elle est typiguement provoquée par un stress physique ou

émotionnel intense.

104



Annexe 2 : Tableau récapitulatif des données cliniques et para cliniques des treize patients suspects de
CAVD et des trois patients dont le diagnostic fut avéré apres autopsie
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