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A. INTRODUCTION

Dans les suites d’un infarctus cérébral, les séquelles cliniques dépendent de son volume (1) et
de sa localisation (2) mais peuvent aussi dépendre d’anomalies plus a distance induites par

I’infarctus qui déconnecte et interrompt des réseaux.

Dans ce cadre, nous nous sommes particulierement intéressés aux altérations de la substance
noire (SN) qui peuvent survenir dans les suites d’un infarctus supratentoriel, épargnant
initialement la SN, mais interrompant des projections afférentes ou efférentes de la SN. Ces
phénomenes qui débutent dans les jours suivant ’'infarctus sont connus sous le terme de
neurodégénérescence secondaire et peuvent affecter plusieurs régions déconnectées par
I’infarctus. Dans le premier paragraphe de cette introduction nous présentons d’abord ces
phénoménes d’une maniére générale. Dans le second paragraphe de 1’introduction nous
discutons plus en détail de I’anatomie et des fonctions de la SN pour comprendre comment ses
projections peuvent étre interrompues par un infarctus et quelles pourraient en étre les
conséquences cliniques. Dans les troisieme et quatriéme paragraphes nous discutons du
métabolisme du fer et des moyens pour quantifier le fer en IRM. En effet, plusieurs travaux
chez I’animal, détaillés dans ces parties, indiquent que la neurodégénérescence secondaire
s’accompagne d’un exces de fer. Nous faisons donc I’hypothése que |’imagerie du fer en IRM
pourrait devenir un biomarqueur de la neurodégénérescence secondaire de la SN qui
permettrait de suivre son développement et de comprendre son impact sur les capacités de

recupération des patients.
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I. La neurodégénérescence secondaire

1) Definition

La neurodégénérescence secondaire dans les suites d’un infarctus fait référence aux
modifications morphologiques et neuronales dans des régions cérébrales distantes (mais
connectées avec) la zone lésionnelle initiale (3). Ce concept est fondé sur des observations
histologiques, radiologiques et cliniques ne pouvant étre expliquées directement par la zone

concernée par 1’ischémie.

2) Observations histologiques et radiologiques : exemple de 1’occlusion de I’artére

cerébrale moyenne (ACM)

Aprés un infarctus touchant le territoire de I’ACM, des modifications histologiques et
radiologiques de la partie distale du faisceau pyramidal, du thalamus et de la substance noire

(SN) ipsilatéraux (4) ainsi que de I’hémisphére cérébelleux controlatéral (5) peuvent étre

observées . Ces structures ne dépendent pourtant pas de la vascularisation de I’ACM (Figure
1).

FIGURE 1. |Illustration du phénomene de
neurodégénérescence  secondaire apres un
infarctus du territoire de D’artére cérébrale
moyenne (ACM).

L’infarctus dans le territoire de ’ACM entraine une
perte neuronale au niveau de la zone ischémiée ainsi
que des modifications dans les régions connectées a
distance comme le thalamus, la substance noire et la
partie distale du faisceau pyramidal.

(D’apres J. Zang et al., Stroke 2012)

(28> neuron
~ astrocyte

% microglia
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a) Faisceau pyramidal

La neurodégénérescence secondaire de la partie distale du faisceau pyramidal est aussi connue
sous le nom de dégénérescence Wallérienne. Elle se caractérise d’un point de vue histologique
par une dégénérescence axonale suivi d’un phénoméne de démyélinisation S’accompagnant
d’un élargissement liquidien de 1’espace extracellulaire (6). Ces anomalies sont directement
corrélées aux modifications visibles en imagerie par résonance magnetique (IRM). Dés le
troisiéme jour apres I’infarctus, une diminution de la fraction d’anisotropie est quantifiable sur
les séquences en tenseur de diffusion (DTI) (7) suivie dans les premiéres semaines d’un
hypersignal sur les séquences pondéerées en T2, FLAIR et Diffusion (6). A terme, une atrophie

du pédoncule cérébrale peut étre constatée (8).

b) Thalamus

D’un point de vue histologique, la neurodégenérescence secondaire se manifeste par une
activation et une prolifération microgliale, un dépét extracellulaire de plagques amyloides et une
perte neuronale (9).

Les premiéres anomalies IRM décrites au niveau du thalamus chez 1’homme étaient
essentiellement qualitatives avec une élévation du signal en séquence ponderée T2 (10). Par la
suite des anomalies quantitatives notamment en diffusion (11) et spectroscopie (12) ont été
mises en évidence. Le recours a la tomographie par émission de positrons (TEP) retrouve une
augmentation de la distribution du [11C](R)-PK11195, traceur associ¢ a I’activation de la
microglie (13). Récemment notre groupe a demontré que la neurodégénérescence secondaire au
sein du thalamus pouvait se traduire par une augmentation du fer (probablement en partie au

sein de la microglie activée) quantifiable en IRM.

c) Substance noire

Les résultats histologiques révelent un cedéme astrocytaire et un élargissement des espaces
périvasculaires (14,15) corrélés en imagerie avec une élévation précoce (48-72h) du signal T2
(16,17), et une diminution de I’ADC (18-20). Ces anomalies IRM n’en restent pas moins
transitoires et régressent selon un délai variable (de quelques jours a plusieurs semaines selon
les données de la littérature) alors qu’une perte neuronale définitive et une prolifération

microgliale sont observées histologiquement sur modéle animal (21-23). Aucune étude a notre
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connaissance n’a démontré de modification persistante en IRM qui pourrait refléter cette

neurodégénérescence secondaire.

d) Hémisphere cérébelleux controlatéral

La voie cortico-ponto-cérébelleuse débute en regard du cortex cérébral fronto-pariétal, passe au
niveau du pont et franchit la ligne médiane pour rejoindre 1’hémisphére cérébelleux
controlatéral (5). La survenue d’un infarctus dans le territoire de I’ACM peut entrainer une
interruption de cette derniere et une inhibition fonctionnelle de ’hémisphére cérébelleux
controlatéral (24). On parle de diaschisis cortico-cérébelleux croisé (DCC) (25). Ce phénoméne
se traduit précocement par une hypoperfusion de I’hémisphére cérébelleux en scanner (26) et
IRM de perfusion (27) ainsi qu’un hypométabolisme en TEP (28) et une diminution de la
fixation en scintigraphie au technitium-99 (29) . A terme ces anomalies peuvent évoluer
favorablement ou plus rarement, aboutir a une atrophie cérébelleuse (30). Une perte
significative des cellules de Purkinje est observee dans ce dernier cas (31).

3) Corrélation radio-clinique

a) Faisceau pyramidal

L’atrophie de la partie distale du faisceau pyramidal visible en imagerie dans les suites d’un
infarctus est un facteur de mauvais pronostic moteur (32,33). Il en va de méme pour les
modifications observées précocement a savoir la baisse de ’ADC (34) et la diminution du

nombre de fibres a 24-72h obtenue en imagerie par tenseur de diffusion (35).

b) Thalamus

L’impact clinique de la neurodégénérescence secondaire au niveau du thalamus, aprés un
infarctus touchant la téte du noyau caudé et/ou certaines zones corticales connectées, a été
récemment testé. L’augmentation de la charge en fer mesurée en IRM dans le thalamus
(reflétant sa  neurodégénérescence secondaire) influencait directement, et de maniere
indépendante de I’infarctus lui-méme, 1’évolution clinique motrice, cognitive et émotionnelle

du patient a un an de I’Infarctus (36).
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¢) Substance noire

L’occlusion de I’ACM chez la souris est associée a une perte de neurones dopaminergiques au
niveau du mésencéphale (substance noire et aire tegmentale ventrale) et a une augmentation
modérée mais significative de 1’anxiété chez 1’animal (37). Toutefois aucune conséquence
clinique corrélée aux anomalies transitoires observées en IRM au niveau de la SN n’a été

démontrée chez I’homme (18,38).

d) Hémisphére cérébelleux controlatéral

L’asymétrie de fixation entre les deux hémispheres cérébelleux observée précocement en
scintigraphie au technitium-99 apres un infarctus était corrélée de maniére indépendante a une
évolution clinique péjorative du patient a 3 mois (29). Ces résultats ne concernaient toutefois

qu’un nombre limité de patients.

4) Hypotheses physiopathologiques a I’échelle cellulaire

Les dommages observés dans la neurodégénérescence secondaire ne sont pas une simple
répétition a plus faible échelle des mécanismes physiopathologiques observés dans la zone
primitive.

Des meécanismes différents permettraient d’expliquer ce phénomene et pourraient coexister en

fonction de la localisation initiale de I’infarctus (3,39) (Figure 2).

a) Deégeénérescence retrograde

La dégénération rétrograde (retrouvée fréqguemment dans la littérature sous le terme de « dying
back ») se propage de la lésion axonale au corps neuronal, aboutissant a une dégénérescence de

I’ensemble du neurone.

b) Dégénérescence antérograde
La neurodégénérescence secondaire peut également s’étendre au-dela des synapses : c’est le
cas de la dégénération antérograde trans-synaptique liée a la perte de signaux entrants (« dying

forward »). Elle peut aboutir a la mort du neurone ou dans le cas de réseaux de connexions plus
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complexes, a des modifications subtiles comme une atrophie des dendrites ou du corps
neuronal.

c) L’interneurone : la voie indirecte

Une voie « indirecte » a été démontrée au niveau du cortex. L’interneurone s’active apres la

perte du signal entrant aboutissant a I’apoptose des neurones pyramidaux connectés (40).
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FIGURE 2. Représentation des mecanismes potentiels de neurodégénérescence
secondaire a I’échelle cellulaire.

A. Modification neuronale a distance d’un AVC ischémique (téte de fleche rouge) touchant
un axone afférent ou efférent.

B. Les interneurones pourraient jouer le réle d’intermédiaire en induisant 1’apoptose de
neurones a la suite de la perte de I’entrée synaptique.

(D’aprés Marco Duering et al. ; Brain 2017)

5) Une cible thérapeutique potentielle

La fenétre thérapeutique dans I’infarctus est étroite. La rapidité de la mise en ceuvre du
traitement (thrombolyse et/ou thrombectomie) constitue un facteur pronostic majeur.

Ce n’est pas le cas de la neurodégénérescence secondaire qui survient quelques jours apres
I’infarctus et continue de progresser sur plusieurs mois et années (39). Cette caractéristique en
fait une cible thérapeutique potentielle, d’autant que 1’impact sur I’évolution clinique du patient

est désormais démontré dans certaines structures comme le faisceau pyramidal ou le thalamus.
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La principale difficulté d’une approche thérapeutique neuroprotectrice résulte des nombreux
mécanismes présents a 1’échelle moléculaire (4,39). Des facteurs inflammatoires (41),
apoptotiques (42), autophagiques (43), oxydatifs (44) ainsi que des neurotransmetteurs (45) sont

en effet impliqués.

SYNTHESE :

. La neurodégénérescence secondaire correspond aux modifications morphologiques et
neuronales en regard d’une ou plusieurs région(s) cérébrale(s) a distance mais
connectée(s) avec la zone touchée par P’infarctus.

. C’est le cas du faisceau pyramidal, du thalamus, de la SN ipsilatéraux et de I’hémisphere
cerébelleux controlatéral apres occlusion de ’ACM.

. Au niveau de la SN, la neurodegénérescence se manifeste histologiquement par une
proliféeration microgliale et une perte neuronale. Pour cette structure de petite taille, il n’y
a pas encore de marqueur fiable de neurodégénérescence en imagerie et ’impact sur
I’évolution clinique du patient reste inconnu.

. Sur le plan physiopathologique et a I’échelle cellulaire cette neurodégénérescence
secondaire peut étre rétrograde, antérograde, ou indirecte.

. Compte tenu de son apparition retardée et donc de la fenétre thérapeutique qu’elle offre,
elle pourrait constituer une cible thérapeutique de choix malgré les nombreux

mécanismes pouvant &tre impliqués a I’échelle moléculaire.
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1. La substance noire

1) Anatomie

a) Les noyaux gris centraux

Les noyaux gris centraux (NGC) peuvent étre divisés en deux groupes selon leur localisation
anatomique. Le premier groupe correspond a la substance grise sous-corticale télencéphalique
qui comprend le striatum (constitué du noyau caudé, du putamen et du globus pallidus), le
claustrum et ’amygdale. Le second groupe, plus profond est diencéphalique (représenté par le
thalamus et le noyau sous-thalamique) et mésencéphalique (représenté par la SN). L’ensemble
de ces structures possédent des interconnexions complexes et travaillent de concert avec le

cortex a ’exécution des fonctions motrices, cognitives et émotionnelles (46,47).

b) La substance noire

La SN est localisée au niveau du méesencéphale, a la partie postérieure des pedoncules céréebraux
et ventralement par rapport aux noyaux rouges et a ’aire tegmentale ventrale. Elle débute dans
le plan cranio-caudal a hauteur des corps mamillaires et se termine a hauteur des noyaux propres
du pont (48).

Elle peut étre divisée sur le plan histologique, anatomique, et fonctionnelle en deux parties :

latéralement la pars reticulata (SNr) et médialement la pars compacta (SNc) (49,50) (Figure 3).
i) Pars reticulata
La SNr est principalement composée de neurones gabaergiques et dans une moindre mesure,

de neurones cholinergiques et dopaminergiques. C’est 1’une des principales structures de

« sortie » des NGC vers le thalamus avec la partie interne du globus pallidus (51).
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i.a) Connexions afférentes

Les principales afférences proviennent du striatum et du noyau sous-thalamique et
correspondent respectivement a la voie directe et a la voie indirecte (52,53). La voie directe est
inhibitrice et comprend les projections neuronales gabaergiques provenant directement du
striatum. La voie indirecte est excitatrice et comprend les projections neuronales gabaergiques
depuis le striatum (globus pallidus externe) vers le noyau sous-thalamique d’ou partent des
projections neuronales glutamatergiques vers la SNr (54).

i.b) Connexions efférentes

La SNr envoie ses principales efférences gabaergiques au thalamus (55) (hotamment en regard
de son noyau ventro-médian) (56) et dans une moindre mesure au colliculus supérieur (57) et au
noyau pédonculopontin (58). Elle est egalement étroitement connectée avec la SNc vers laquelle

elle envoie ses projections inhibitrices (59,60).

ii) Pars compacta

La SNc, comme I’aire tegmentale ventrale, est principalement composée de neurones

dopaminergiques.

ii.b) Connexions afférentes

Plus de 70% des afférences de la SNc sont gabaergiques (61). Elles proviennent pour la majorité
du striatum (62) (dont la partie externe du globus pallidus) et de la SNr.

Plus récemment des projections gabaergiques provenant de de la queue de I’aire tegmentale
ventrale (tVTA) ont été mises en évidence (63,64).

Les principales afférences glutamatergiques proviennent du noyau pédonculopontin (65) et du

noyau sous-thalamique (66).
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ii.a) Connexions efférentes

Les neurones dopaminergiques de la SNc projettent la majorité de leurs axones vers le striatum
et forment la voie nigro-striée (46,67) . Des projections dendritiques vers la pars reticulata (68)

et le noyau sus-thalamique (69) sont également rapportées dans la littérature.

Colliculus supérieur

Noyau pédonculopontin

@
S S
© ]

O g Noyau sous-thalamique

FIGURE 3. Représentation simplifiée des afferences et efférences de la substance noire
basée sur les données de la littérature. SNr= Substance noire pars reticulata, SNc =
Substance noire pars compacta, GPext = Globus pallidus externe, tVTA = queue de I’aire
tegmentale ventrale. (Figure réalisée d’aprés les données de la littérature)

2) Fonctions et pathologies
a) Pars reticulata

D’un point de vue fonctionnel, la SNr joue un rdle clef dans la régulation de boucle cortico-
NGC-thalamo-corticale de par ses connexions gabaergiques avec le reste des NGC. Cette
boucle est impliquée dans le contr6le moteur (70), les processus associatifs (71) et émotionnels
(72). Ainsi, chez I’animal, I'inhibition des neurones de la SNr par une injection locale
d’agonistes gabaergiques est a I’origine de mouvements choréiques des membres supérieurs et
inférieurs ainsi que d’un torticolis (73). A I’inverse, la stimulation a haute fréquence de cette

zone entraine une anhédonie et une perte de motivation (74).
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b) Pars compacta

La SNc joue un r6le majeur dans le contréle du mouvement involontaire par I’intermédiaire de
la voie nigro-striée (47,75). La perte des neurones dopaminergiques au niveau de cette voie est
a I’origine des anomalies motrices observées dans la maladie de Parkinson (76).

La destruction sélective chez ’animal des neurones dopaminergiques de la SNc¢ (n’impliquant
pas I’aire tegmentale ventrale) induit par ailleurs une profonde apathie (77) suggérant un réle
significatif de la SNc dans le comportement affectif et motivationnel (78).

Les différentes études chez I’animal tendent également a confirmer sa participation aux
processus cognitifs comme la mémoire (79,80) ainsi que la régulation du sommeil (81).

Enfin elle est impliquée dans le processus de 1’apprentissage par 1’intermédiaire du circuit de
la récompense dans lequel la dopamine joue un role fondamental (82). C’est ce méme circuit

qui est impliqué dans les comportements addictifs (83).

3) Exploration de la substance noire non pathologique en IRM

a) Aspect en IRM conventionnelle

La SN est hypo intense sur les sequences pondérées en T2* en rapport avec la présence de fer
confirmée histologiquement (84—86). Ce signal est rattaché plus précisement a la SNr contenant
deux fois plus de fer que la SNc en situation physiologique (87).

Elle présente également un hypersignal visible sur les sequences pondérées en T1 spin-écho et
en densité proton (88). Cet hypersignal est en rapport avec la présence d’un pigment, la
neuromélanine (89), présente en concentration importante dans les neurones dopaminergiques
de la SNc (90,91) (Figure 4).

Toutefois la distinction précise entre SNr et SNc reste difficile en IRM, car il existe une
importante superposition de la zone en hyposignal T2* et celle en hypersignal T1(92) (Figure
4).
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Sagittale T1 Axiale T1-SE

'y B

Axiale T2*

FIGURE 4. Anatomie de la substance noire en IRM 3 tesla (situation non
pathologique) et illustration de la superposition entre la pars reticulata (SNr) et pars
compacta (SNc). A gauche : séquence parasagittale T1 indiquant le niveau et I’orientation
de la coupe axiale. A droite : Coupes axiales passant par la substance noire (le mésencéphale
est contouré en blanc). La SN apparait en hypersignal sur les séquences pondérees en densité
de proton (DP) (tétes de fleches blanches) et en T1 spin-echo (T1-SE) (contour bleu en
pointillé). Elle apparait en hyposignal sur la séquence pondérée en T2* (tétes de fleches
noires et contour rouge en pointillé). Notez la superposition entre la SNr (contour rouge
pointillé) sur la sequence T2* et la SNc (contour bleu pointillé) sur la séquence T1-SE
(Adapté de S.Lehéricy et al., Movement Disorders, 2014 ).

b) Aspect en trés haut champ magnétique (7 Tesla)

L’IRM 7T par rapport a 'IRM 1,5 et 3T présente une résolution spatiale accrue avec une
amélioration du rapport signal sur bruit et un meilleur contraste car plus sensible a I’effet de
susceptibilité magnétique des zones riches en fer (93). Elle reste toutefois plus sensible aux
inhomogénéités de champs non liées au fer et aux artefacts de mouvements. Plusieurs flots
(nigrosomes) en hypersignal sur la séquence pondérée en T2* ont été mis en évidence a la partie
postéro-latérale de la SN. Ils correspondent aux neurones dopaminergiques de la SNc et tendent

a disparaitre dans la maladie de Parkinson (94).
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c) Apport de la tractographie

Jusqu’a récemment, la majorité des données permettant d’expliquer le rdle, le fonctionnement
et I’anatomie de la SN relevait d’analyses histologiques ou électrophysiologiques chez I’animal.
L’avénement des nouvelles techniques IRM comme la tractographie fait état de connexions
beaucoup plus complexes et étendues qu’initialement supposées (95,96). Cette technique repose
sur I’imagerie en tenseur de diffusion et correspond a une reconstruction en 3D des faisceaux
de la substance blanche. Une récente étude réalisée chez I’homme a permis de mettre en avant
une segmentation anatomique tripartite de la SN (latérale, ventrale et médiale) connectée avec
les zones respectivement impliquées dans les fonctions motrices, cognitives et limbiques (95)
(Figure 5). Elle propose ainsi une vision plus compléte et complexe de 1’organisation

anatomique et fonctionnelle de la SN. La disposition de ces connexions motrices, cognitives et

limbigues dans la SN est semblable a celle de 1’organisation corticale (97,98)

FIGURE 5. Segmentation anatomique et fonctionnelle tripartie latérale, ventrale et
médiale de la substance noire en connexion avec respectivement les régions motrices,
cognitives et le systeme limbique de I’encéphale explorées par tractographie et
superposées a une ségquence anatomique en trois dimensions pondérée en T1 (3DT1).
(D’apres Zhang et al., eLife 2017 )
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SYNTHESE :

. La SN peut étre divisée anatomiquement et histologiquement en deux parties : la pars
compacta (SNc), composée de neurones dopaminergiques, et la pars reticulata (SNr)
composée de neurones gabaergiques.

. Elle partage des connexions fortes avec le striatum, formant la voie nigro-striée mais
aussi avec d’autres structures faisant partie des NGC, tel que le thalamus ou le noyau
sous-thalamique.

. Son réle est fondamental et va au-dela de la motricité puisqu’il intéresse également les
fonctions cognitives et émotionnelles.

. En IRM, la SNc apparait en relatif hypersignal T1, liée a la présence de neuromélanine
dans les neurones dopaminergiques, et la SNr en hyposignal T2* en raison de sa richesse
en fer.

. Récemment, I’utilisation de la tractographie a permis de mettre en évidence une division
tripartite de la SN (latérale, ventrale, médiale) respectivement connectée aux régions

motrices, cognitives et au systéeme limbique de I’encéphale.
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I11. Le métabolisme du fer cérébral

1) Le rble paradoxal du fer

a) Un élément essentiel

Le fer est un cofacteur indispensable a de nombreux processus métaboliques nécessaires au
fonctionnement cérébral. 11 est impliqué dans le transport de I'oxygéne, la synthése d’ADN,
d’adénosine triphosphate (ATP), de myéline (99) et de neurotransmetteurs comme la dopamine
(100).

Il apparait sous deux formes distinctes : le fer hemique, principalement lié a I’hémoglobine et
le fer non-hémique, comprenant le fer ferrique (Fe?*, trés réactif) et le fer ferreux (Fe ¥, peu
réactif) (101). Ces deux ions peuvent étre liés a des protéines de stockage comme la ferritine

ou de transport comme la transferrine.

b) Un élément toxique

Le métabolisme du fer cérébral doit étre parfaitement regulé, avec une quantité suffisante pour
remplir son role de cofacteur sans dépasser une certaine concentration au-dela de laquelle il
devient toxique pour la cellule. En effet, I’excés de fer en présence d’oxygene est a I’origine
d’une production de dérivés réactifs de I’oxygene (DRO) comme les radicaux libres par

I’intermédiaire de la réaction d’oxydoréduction de Fenton (102) :

Fe2+(aq) + H202 b Fe3+(aq) + OH_(aq) + HO

Ces DRO endommagent I’ADN mitochondrial et nucléaire (103), affectent son expression par
des mécanismes épigéniques (104), et detruisent la membrane lipidique cellulaire par un
mécanisme de peroxydation (105). Ces éléments aboutissent a la mort cellulaire et illustrent
un nouveau concept, la ferroptose, mécanisme de régulation de la mort cellulaire fer- et DRO-
dépendant (106).
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2) Métabolisme du fer cérébral

a) L’absorption du fer

i) Le passage de la barriere hemato-encéphalique

La régulation du métabolisme du fer au sein du SNC est complexe et encore imparfaitement
comprise (107). La barriere hémato-encéphalique (BHE) est principalement formée de cellules
endothéliales présentant des jonctions serrées (ainsi que de pieds astrocytaires et d’une
membrane basale) protégeant I’encéphale des fluctuations de la concentration en fer dans le
sang (108) (Figure 6).

Le fer lié a la transferrine traverse le versant luminal des cellules endothéliales de la BHE via
le récepteur a la transferrine TFR1 (109). Le complexe transferrine/TFR1 est alors internalisé.
Le fer se sépare de la transferrine sous I’impulsion du pH acide endosomique avant d’étre
exporté vers le cytosol par I’intermédiaire du transporteur DMT1 (Divalent Metal ion
Transporteur-1). Il traverse ensuite le versant adluminal des cellules endothéliales vers
I’interstitium par I’intermédiaire d’une protéine exportatrice : la ferroportine (110).

Une autre voie d’absorption n’impliquant pas le transporteur DMT1 et faisant appel a des

récepteurs et transporteurs non identifiés est évoquée dans la littérature (111).

i) L’absorption du fer par les cellules

Les cellules gliales (oligodendrocytes, astrocytes et microglie) et les neurones absorbent le fer
par des mécanismes distincts. Les neurones captent le fer via le récepteur DMT1 et TfR1 qui
va pouvoir étre stocké grace a la ferritine ou étre exporté par la ferroportine (112). La
ferroportine est par ailleurs réprimée par I’hepcidine (113), peptide sécrété par le foie et dans
certaines conditions par les cellules gliales (114). Les oligodendrocytes participent a la
myélinisation des axones et ont besoin de quantités importantes de fer qui sont absorbées par
I’intermédiaire de leurs propres récepteurs nommés Tim2 (115). Les astrocytes utilisent pour
I’absorption du fer le récepteur DMT1 et un autre récepteur encore non identifié (116). Enfin,

le mécanisme d’absorption de la microglie reste peu connu et peu etudié (107).
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FIGURE 6. Schéma représentant le passage du fer au niveau de la barriére hémato-
encéphalique et dans les différentes cellules de I’encéphale.
(D’aprés Azhaar Ashraf et al., Frontiers in Aging Neuroscience 2018)

b) Meécanismes de régulations

i) La répartition du fer intracellulaire

Au sein de la cellule, le pool total de fer peut étre divisé en trois catégories :

- «Un pool de stockage » correspondant a la ferritine, qui constitue une réserve en fer
accessible.

- «Un pool fonctionnel » comprenant le fer nécessaire aux fonctions intra et extra-
mitochondriales de la cellule.

- « Un pool de fer labile » correspondant au fer libre intracytoplasmique qui joue un réle
essentiel dans le métabolisme du fer puisqu’il régule I’importation et I’exportation du fer dans
la cellule. C’est ce fer libre qui, a trop haute concentration, va devenir toxique pour la cellule

via la production de DRO (117).
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ii) Protéines régulatrices du fer (IRP) et éléments de réponse au fer (IRE)

Deux protéines (IRP1 et 2) sensibles au fer du pool labile intracytoplasmique régulent le
métabolisme du fer au niveau post-transcriptionnel (118). Pour cela elles doivent se lier aux
éléments de la réponse en fer (IRE) situés a proximité de la région non traduite de I’ARN
messager (ARNmM) des protéines de stockage et de transport du fer. En fonction de leur site de
liaison au niveau de ’ARNm (5’-UTR ou 3’-UTR), I’expression de la protéine peut étre
augmentée (3°-UTR) ou diminuée (5’-UTR) pour répondre au besoin de la cellule (119).

En cas de concentration intracellulaire faible, les IRP 1 et 2 se lient aux IRE aboutissant a une
augmentation de I’importation de fer par TFR1 et DMT1 (fixation 3’-UTR) et a une diminution
de I’exportation et de du stockage du fer par la ferroportine et la ferritine (fixation 5’-UTR).

A T’inverse en cas de forte concentration en fer, le fer interagit avec les IRP empéchant leur
fixation aux IRE et entrainant une augmentation de ’exportation fer et de son stockage, ainsi

qu’une diminution de son importation (108) (Figure 7).

Faible concentration en fer Forte concentration en fer
O DV | 11 3 5 m—maf
Stabilisation de ’ARNm Dégradation de ’ARNm
T T 171
5 Ferritine, Ferroportine 3 5 Ferritine, Ferroportine 3’
Absence de traduction de ’ARNm Activation de la traduction de I’ARNm
IRP . Complexe IRP/Fer
Fer T T Complexe IRE/IRP
Augmentation de la concentration en fer Diminution de la concentration en fer

FIGURE 7. Mécanisme de régulation post-transcriptionnel du fer au sein de la cellule.
DMT1 = Divalent metal ion transporteur-1, IRE = Iron responsive elements, IRP = Iron
regulatory proteins, TfR1 = Transferrine receptor 1.
(Figure réalisée d’apres les données de la littérature)

27



3) Ferruginisation des NGC et pathologies neurodégénératives

a) La concentration en fer cérébral augmente avec 1’age

Basé sur des études post-mortem, le fer cérébral chez I’homme est corrélé positivement avec
’age avec une concentration maximum retrouvée au niveau des NGC et plus particulierement
dans le putamen, le globus pallidus et la SN (120) : ¢’est la ferruginisation des NGC. A I’inverse
les plus faibles concentrations sont retrouvees en regard du cortex, du tronc cérébral et du
cervelet (121).

Plusieurs facteurs ont été avancés pour expliquer ce phénomeéne parmi lesquels ’augmentation
de la perméabilité de la BHE (122), la prolifération de cellules microgliales actives aboutissant
a un état pro-inflammatoire (123) et ’laugmentation de I’expression de DMT1 (124).

b) L’implication du fer cérébral dans les pathologies neurodégénératives

L’accumulation anormale de fer intracérébral dans certaines régions spéecifiques accompagne
de nombreuses pathologies neurodégeneratives telle que la maladie de Parkinson (MP) ou la
maladie d’Alzheimer (125). Il n’est pas encore déterminé si cette accumulation est la cause ou
la conséquence de telles pathologies (3,107). Toutefois, du fait de sa toxicité, il semble qu’elle
participe a l’accélération de la neurodégénérescence et donc a 1’aggravation de de ces

pathologies.

c) Exemple de la maladie de Parkinson (MP)

La MP est associée a une augmentation du fer dans la SN (126). Cette augmentation est corrélée
positivement a la sévérité de la maladie (127). Plusieurs mécanismes altérant le métabolisme du
fer sont susceptibles d’expliquer cette accumulation par rapport aux sujets sains du méme age.
En plus de I'augmentation de la perméabilité de la BHE (128) et de I’augmentation de
I’expression du transporteur membranaire DMT1 au sein des neurones dopaminergiques (129),
il existe une dysfonction de la céruléoplasmine (enzyme oxydant Fe2+ en fer ferrique Fe3 +)
ainsi que du récepteur a la transferrine (130,131). La neuromélanine, dans des conditions
physiologiques, protege les neurones dopaminergiques en stockant la dopamine excédentaire et

le fer. La destruction de ces neurones dans la MP s’accompagne donc d’une dégradation de

28



cette molécule libérant le fer préalablement stocké et aggrave le stress oxydatif préexistant
(132).

4) Le fer et la neurodégénérescence secondaire

a) Etudes pré-cliniques

Les études pré-cliniques ont démontré une accumulation en fer dans le thalamus (133) et la SN
(134,135) en lien avec la neurodégénérescence secondaire a un infarctus cérébral. L’origine du
fer dans ces régions de neurodégénérescence secondaire est débattue mais pourrait étre en
rapport avec ’afflux de cellules inflammatoires riches en fer et 1a libération dans le milieu extra-

cellulaire du fer normalement contenu dans les neurones et la myéline.

i) L’activation de la microglie

Expérimentalement, la neurodégenérescence de la SN a été étudiee en lésant le striatum
(injection d’acide ibotenique) qui présente de nombreuses connections avec la SN (cf. au-
dessus). Progressivement, une perte neuronale et une accumulation de cellules inflammatoires
microgliales activées riches en fer ont été détectées au niveau de la SNr. Il est suppose que la
microglie activée et riche en fer, marqueur de I’inflammation (136), phagocyte les neurones
endommagés par la déconnexion nigro-striée. Le turn-over et la mort cellulaire des microglies
vont donc relarguer du fer dans le compartiment extracellulaire (137). Le fer ainsi libéré va
aggraver et entretenir la perte neuronale par I’intermédiaire de production de DRO (138). Cette
hypothése semble étre confirmée par I’augmentation réactionnelle de I’expression de I’héme
oxygenase, protéine chaperonne luttant contre le stress oxydatif (139).

Les mémes phénomenes sont observés au niveau du thalamus apres occlusion expérimentale de
I’ACM avec en plus une accumulation du fer extra-cellulaire se concentrant principalement a

la périphérie de dépbts amyloides.

ii) La dégradation de la myéline

Une autre hypothése évoquée mais moins ¢étudiée est la possibilit¢ d’un lien entre
I’accumulation de fer et la myéline (3). En effet, la myéline est connue pour son fort contenu

en fer non-hémique au sein du parenchyme cérébral (140). La neurodégénérescence des axones
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des neurones (et donc leur gaine de myéline) pourrait participer a I’accumulation de fer au sein

des zones déconnectées.

b) Etudes chez I’homme

Récemment et pour la premicére fois, I’accumulation en fer en lien avec la neurodégénérescence
secondaire a été démontrée chez ’homme au niveau du thalamus (36). Cette accumulation
contribuait & une évolution clinique péjorative des patients a 1 an, sur le plan fonctionnel,
cognitif et émotionnel. La mesure précise de la charge en fer a été obtenue in vivo, grace a
I’IRM, particulierement sensible a cet ¢lément. Cette modalité d’imagerie tient une place de
plus en plus importante dans la compréhension du dysfonctionnement du métabolisme du fer et
de sonr6le dans les pathologies neurodegénératives (101). A notre connaissance, aucune donnée
concernant la mesure de la charge en fer par IRM dans la SN en rapport avec la

neurodégénérescence secondaire n’est rapportée dans la littérature.

SYNTHESE :

. Le fer est un metabolite indispensable au fonctionnement cérébral de par son implication
dans le transport de I’oxygéne et son r6le de cofacteur dans la synthése d’ATP, d’ADN,
de myéline, et des neurotransmetteurs.

. Il peut &tre sous forme hémique (li¢ a2 I’hémoglobine) ou non-hémique (soluble ou lié¢ a
une protéine de stockage comme la ferritine ou de transport comme la transferrine).

. En trop grande quantité il aboutit a la formation de dérivés réactifs de ’oxygeéne (DRO)
qui favorisent le stress oxydatif et causent la destruction de la cellule. Ce mécanisme de
mort cellulaire fer-dépendant est appelé ferroptose.

. De nombreuses protéines de transport participent au passage du fer au niveau de la BHE.
De méme chaque cellule a ses propres mécanismes d’adaptation.

La régulation de la concentration du fer, et notamment du pool labile, se fait
principalement au niveau post-transcriptionnel via les protéines de la régulation du fer
(IRP) et les éléments de réponses au fer (IRE).

. Une augmentation de la concentration en fer est retrouvée dans de nombreuses
pathologies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson.

. La neurodégénérescence secondaire de la SN aprés lésion du striatum s’accompagne
également d’une nette augmentation de la concentration en fer corrélée a I’activation de

la microglie et a la perte neuronale et myelinique.
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. Le fer constitue donc un marqueur pertinent de la neurodégénérescence secondaire.

Aucune étude a notre connaissance n’a évalué ce parametre en imagerie au niveau de la

SN apres un infarctus.

GLOSSAIRE

Céruloplasmine

Ferroxidase impliquée dans le métabolisme du fer, oxydant le fer ferreux (Fe?*) en fer ferrique (Fe?
"). Elle utilise le cuivre comme cofacteur.
Dérivés réactifs de ’oxygéne (DRO)

Molécules réactives dérivant de la molécule d’oxygeéne comprenant les radicaux libres, les ions
0Xxygénés et les peroxydes.

Divalent métal transporteur (DMT1)
Principal transporteur transmembranaire de Fe** et d’autres cations métalliques vers le cytoplasme.
Fer non-hémique

Se définit par opposition au fer hémique retrouvé dans 1’hémoglobine. Présent dans toutes les
cellules, il peut étre lié a une protéine (ferritine ou transferrine) ou non (fer ferreux (Fe?*) et fer
ferriques (Fe*")).

Ferritine

Principale protéine de stockage du fer. Le fer y est stocké sous une forme soluble et non-réactive.
Ferroportine

Principale protéine exportatrice de fer (sous sa forme Fe?*) en dehors de la cellule.

Ferroptose

Mécanisme de régulation de mort cellulaire (RMC) fer- et DRO-dépendante se distinguant d’un
point de vue génétique, biochimique et morphologique des autres formes de RMC.

Hepcidine

Petit peptide produit par le foie et les cellules gliales dont la sécrétion dépend la charge en fer et dont
le réle est de moduler la quantité de fer exporté par la ferroportine.

Neuromélanine

Pigment complexe intra neuronal ayant la capacité d’accumuler différents métaux dont le fer. Elle
est principalement retrouvée dans les neurones dopaminergiques de la substance noire.

Réaction de Fenton

Réaction d’oxydoréduction au cours de laquelle le peroxyde d’hydrogéne oxyde le fer ferreux (Fe?")
pour aboutir a la production du radical hydroxyl (OH")

Récepteur de la transferrine TFR1

TFR1 est un récepteur membranaire ubiquitaire de la transferrine aboutissant a une endocytose de
celle-ci.

Transferrine

Protéine ayant une forte affinité avec le fer, présent dans le serum, le systéme lymphatique et le
liquide cérébro-spinale (LCS).
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IVV. La mesure du fer par relaxométrie R2*

1. Principes physiques

a) Le phénoméne de susceptibilité magnétique

La susceptibilité magnétique (notée y) désigne la capacité intrinseque d’un matériau a induire
une variation du champ magnétique local en présence d’un champ magnétique externe.
L’aimantation résultante pourra soit :

- S’opposer au champ magnétique (y <0) : c’est le diamagnétisme.

- S’aligner sur le champ magnétique (¥ > 0) : c’est le paramagnétisme.

Les principales substances paramagnétiques rencontrées dans 1’organisme contiennent du fer :
la ferritine, I’hémosidérine et les produits de la dégradation de I’hémoglobine.

Le calcium et la myeéline se comportent a I’inverse comme des substances diamagnétiques.

b) Relaxation transversale T2 et T2*

) La relaxation transversale T2

L’excitation (I’apport d’énergie) du vecteur d’aimantation tissulaire (vecteur M) par
I’impulsion d’une onde de radiofréquence (RF) entraine 1’apparition d’une composante
transversale (vecteur Mxy) par rephasage des protons (spins).

D¢s I’arrét de I’'impulsion de ’onde de RF, le phénoméne inverse survient avec un déphasage
des protons. L’aimantation transversale décroit alors rapidement: c’est la relaxation
transversale T2 aussi nommeée relaxation spin-spin car elle résulte d’une interaction des protons
entre eux. La valeur du T2 correspond au temps auquel 63% de la décroissance de I’aimantation

transversale a eu lieu (figure 8).

i) Le T2 écho-de-gradient (T2%)
A T’échelle microscopique, le champ magnétique (vecteur BO) n’est pas homogene. Ces
inhomogénéités résultent notamment du phénomene de susceptibilité magnétique lié au fer

(décrit au-dessus) et vont accélérer le déphasage des spins (141).
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La séquence T2* prend en compte ces inhomogénéités (propres au champ magnétique) ainsi
que celles d’origine moléculaire liées a I’interaction des protons entre eux (T2). La valeur du

T2* est donc plus courte que celle du T2 (Figure 8).

signal A

T2 = inhomogénéités d'origine moléculaire

T2* = T2 +inhomogénéités propres deﬁu

Ry S N

L L] --rFHq-I-IIﬁ...h-I-'

|| | (/A temps

FIGURE 8. Evolution du signal de T2 et T2* en fonction du temps d’écho (TE).
(D’aprés B.Kastler et al, comprendre 'IRM, 7°™ édition)

c) Larelaxométrie R2*

Le taux de relaxation transverse R2* est donc particulierement sensible aux inhomogenéités de
champ (directement liées a la susceptibilité magnétique) engendrées par la présence de fer. Il
correspond a ’inverse de T2* (1/T2*). Une structure riche en fer apparaitra en hyposignal T2*
et présentera un R2* d’autant plus augmenté qu’elle est plus riche en fer.

L’équation suivante lie les temps de relaxation T2 et T2* :

R2'=— =+ ABI
T2x T2 2T

Avec :

R2* = taux relaxation transverse exprimé en s
¥ = rapport gyromagnétique exprimé en rad.s*.T?
ABI = inhomogénéités de champs magnétique dans le voxel exprimé en tesla
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Pour mesurer le taux de relaxation transverse R2* il faut donc échantillonner la décroissance

du signal en imagerie pondérée en T2* au cours de plusieurs temps d’échos (Figure 9).

FIGURE 9. Exemple d’acquisitions en coupes axiales centrées sur le mésencéphale en
pondération T2* a 8 temps d’échos (TE) différents (étape 1) avec construction de la
cartographie R2* aprés ajustement voxel a voxel obtenu par une équation mono-
exponentielle (étape 2). (Patient issu de la cohorte BBS)

Le choix du nombre d’échos et des valeurs de TE optimales est débattu mais est proposé dans
la littérature.
L’¢étape suivante consiste a quantifier la valeur de T2* voxel & voxel a partir de la chute du

signal mesurée et de I’équation théorique qui régit cette chute de signal (142) :

34



S (t) = So. e~/12"

Une cartographie R2* (1/T2*) peut alors étre réalisée voxel a voxel (Figure 9) et permet des

mesures précises en regard de régions d’intérét (ROI) comme la SN.
2) Validation post-mortem

Des études post-mortem chez I’lhomme ont été publiées sur la corrélation entre les valeurs de
R2* et la concentration en fer mesurée histologiquement (143,144).

L’une d’entre elles confirme une forte corrélation positive linéaire (r2=0.9) entre les valeurs
R2* en IRM 3T et la concentration en fer mesurée par spectroscopie de masse au niveau des
NGC (Figure 10). Une corrélation semblable a été identifiée au niveau de la SN chez les patients
atteints de la maladie d’ Alzheimer (145) et chez 1’animal (146).

Par ailleurs d’autres méthodes de mesures du fer peuvent étre employées en IRM.

120
r’=0.90
y =143 + 0.27*x
100 +
80 k- ST T | ST o ';;".-,‘ ,,,,,,,,,, > 'w,.-,-'"
3
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*
o~
o
40 e sasoen
I o Globus pallidus
o Putamen
20 4 Caudate nucleus
© Thalamus
+ White matter
0 i i i i i
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Iron concentration (mg/kg wet mass)

FIGURE 10. Corrélation entre la concentration en fer (données histologiques post-
mortem) et les valeurs de R2 * chez I’homme (régression linéaire).
(D’apres C.Langkammer et al, Radiology, November 2010)
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3) Une autre approche : I’imagerie de susceptibilité magnétique quantitative

L’imagerie de susceptibilité magnétique quantitative est une technique récemment développée
qui va utiliser I’information de phase pour produire une cartographie des propriétés
magnétiques du tissu (147).

Elle a été validée en post-mortem pour la mesure du fer cérébral (148), et présenterait une
sensibilité supérieure a celle du R2* dans la quantification du fer au niveau des NGC dans
certaines conditions pathologiques (143). Elle a I’avantage a trés haut champ (>7T) de conserver
un excellent contraste anatomique et une délimitation de la substance grise comparativement
au R2* (149). Toutefois cette méthode est complexe et les valeurs obtenues dépendent de
manicre significative de 1’algorithme de post-traitement utilisé. De plus, les valeurs obtenues
sont relatives et non absolues : elles dépendent du référentiel initialement choisi (le plus souvent
le LCS dans les ventricules) (150).

4) Quelle forme de fer est mesurée en IRM ?

Les données histologiques suggérent que la ferritine et I’hémosidérine sont les seuls matériaux
paramagnétiques en concentration suffisante pour affecter le signal IRM au niveau de
I’encéphale (151). En effet, environ 90 % du fer non-hémique cérébral est lié a la ferritine (152).
Les concentrations de transferrine ou de fer soluble seraient trop faibles pour affecter le signal
IRM de méme que les autres composants paramagnétiques tels que le cuivre ou le manganése
en situation non pathologique (153). Il est donc important de noter que le fer mesuré in vivo
n’est pas celui directement responsable du stress oxydatif mais reflete trés probablement ce
contingent.

En effet, il existe une forte corrélation linéaire positive entre la ferritine d’une part et le fer
soluble d’autre part (154). De plus, les corrélations entre le fer mesuré en IRM et les
manifestations cliniques de certaines pathologies dégénératives (101) sont en accord avec les
données histologiques post-mortem (155).

Ainsi, méme si la mesure du fer in vivo par IRM refléte le fer lié a la ferritine, il reste
probablement un marqueur fiable des dysfonctionnements métaboliques et du stress oxydatif
(156).
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SYNTHESE :

. La susceptibilité magnétique désigne la capacité intrinséque d’un matériau (comme le
fer) a induire une variation du champ magnétique local en présence d’un champ
magnétique externe.

. En T2* la chute du signal est liée a I’interaction des protons entre eux (effet T2) ainsi
qu’aux inhomogénéités propres au champ magnétique en lien avec la susceptibilité
(induite principalement par la présence de fer).

. Lamesure du taux de relaxation transverse R2* (1/T2*) nécessite dans un premier temps
I’échantillonnage de la décroissance du signal T2* au cours de plusieurs temps d'échos.
La chute de signal mesurée et I’équation théorique qui régit cette chute de signal permet
de quantifier le T2* voxel a voxel et donc de générer une cartographie R2* de I’encéphale
sur laquelle des mesures peuvent étre réalisées.

. Les valeurs obtenues avec la relaxométrie R2* ont été validées par des études post-
mortem comme reflétant la charge en fer.

. Le fer cérébral mesuré en IRM correspond majoritairement au fer non-hémique lié a la

ferritine mais reste corrélé au fer soluble responsable du stress oxydatif.
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B. ETUDE MENEE

I. Cohorte BBS

Le travail de cette thése est un des objectifs secondaires de I’étude « Brain Before stroke »
(BBS) qui est une cohorte prospective monocentrique menée entre juin 2012 et fevrier 2015 au
CHU de Bordeaux dans le cadre d’un programme hospitalier de recherche clinique (PHRC)
inter-régional. 428 patients victimes d’'un AVC ischémique supratentoriel datant de 24 a 72h
ont été inclus et suivi pendant 1 an (Figure 11).

L’étude BBS vise a démontrer I'intérét de 'IRM dans 1’évaluation précoce du devenir
fonctionnel et cognitif des patients par I’analyse du parenchyme directement touché par
Iinfarctus (région A) et du parenchyme cérébral non ischémié (région B). Le parenchyme
cerébral non ischémié correspond au phénotype du cerveau sur lequel survient I’infarctus
(vieillissement cerébral, maladie des petits vaisseaux) et aussi aux régions déconnectées par
I’infarctus et a risque de neurodégénérescence secondaire.

Notre travail a nécessité I’utilisation des données cliniques et IRM initiales (24-72h) et a 1 an

(suivi).
3 mois 6 mois

Evaluation Entretien

évaluation
clinique

évaluation linique e
clinique | ¢léphomque

FIGURE 11. Frise chronologique récapitulative de I’étude

I1. Objectifs de notre étude

L’objectif principal de notre étude est de démontrer que la neurodégénérescence a long terme
de la SN secondaire a un infarctus supratentoriel peut étre mesurée grace a la séquence R2* et

contribue de maniere indépendante a 1’évolution clinique du patient.
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ABBREVIATED TITLE PAGE

Long-term neurodegeneration of substantia nigra secondary to ipsilateral
infarct is quantified with iron-sensitive imaging and impacts motor outcome

Manuscript type: Original research
Word count: abstract, 250 words; Text, 2989 words.

KEYWORDS
Substantia nigra, iron, MRI, R2*, secondary neurodegeneration, striatal infarct.

SUMMARY STATEMENTS
Transverse relaxation rate R2* quantifies long-term neurodegeneration of substantia
nigra remotely from ipsilateral infarcts, which independently impacts long-term

motor outcome after stroke.

IMPLICATIONS FOR PATIENT CARE
1. Iron-sensitive imaging such as R2* may be added to the standard post-stroke imaging
to monitor neurodegeneration of disconnected areas.
2. lIron-sensitive imaging such as R2* may be used as a quantitative and sensitive
biomarker to screen new neuroprotective strategies.
3. Therapy preventing iron deposition may be tested to mitigate secondary

neurodegeneration and to improve long-term outcome of stroke patients.
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ABSTRACT

Purpose

To demonstrate that long-term neurodegeneration of substantia nigra (SN) secondary to
disconnection by a supra-tentorial infarct can be quantified with iron-sensitive imaging and
contributes independently to clinical outcome.

Materials and Methods

181 stroke patients (75 striatum infarcts, 106 other locations) were prospectively evaluated at
24-t0-72h (baseline) and at one-year (follow-up) clinically and with MRI to quantify iron
through R2*. SN was segmented to measure an asymmetry index (SN-AI) of R2*. We focused
on the 95" percentile as a metric of high iron content. SN-Algs was compared according to
infarct location with unpaired t-test and also regressed with variables expected to influence iron
accumulation. Voxel-based analysis was conducted on average R2* maps. We also identified
individual  voxels whose infarction was significantly associated with high
SN-Algs through voxel-based lesion-symptom mapping (VLSM). Multiple regression models

were used to test the independent association between SN-Algs and clinical scores.

Results

Visual inspection, SN-Algs and average maps consistently showed a delayed increase of R2*
within SN that was significantly higher if ipsilateral striatum was involved than if not
(p<0.0001). VLSM confirmed that striatum but also insula, internal and external capsules were
associated with increased SN-Algs. This association was independent of infarct volume,
baseline SN-Algs and other confounders (f=4.99 [2.94; 7.04], p< 0.0001). Such increase of SN-
Algs was an independent contributor of poor motor outcome (Box-and-Block, p=0.01) but not

of cognitive or emotional outcome.
Conclusion

Long-term neurodegeneration of SN remotely from an ipsilateral infarct can be quantified with

R2* and independently impacts motor outcome at follow-up.
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INTRODUCTION

Post-stroke outcome includes motor but also cognitive and emotional impairments (1, 2). Some
of these symptoms are directly driven by the infarct itself. However a more comprehensive
view of long-term clinical outcome should also consider that the infarct can disrupt networks
(3) and can induce neurodegeneration of remote, disconnected, areas that could be clinically
relevant (4).

Substantia nigra (SN) is likely to be disconnected after a supra-tentorial infarct regarding its
large panel of connections, with striatum through the nigrostriatal pathway (5, 6), but also with
other parts of motor, limbic and cognitive circuits (7). Overall, SN is strongly involved in motor
control (8), regulation of emotions (9), and also cognition and motivation through reward circuit
(10). Whether secondary degeneration of SN could worsen the overall clinical outcome after a
supra-tentorial stroke remains elusive.

To tackle this issue, the long-term integrity - or degeneration - of SN must be quantified non-
invasively in stroke patients. On magnetic resonance imaging (MRI), T2 hyperintensity (11),
and/or reduction of apparent diffusion coefficient (ADC) (12, 13), have been widely reported
within SN, as early as four-to-six days following ipsilateral infarcts, and especially when
striatum is involved. MR-to-histological correlations revealed that such T2 and ADC changes
might capture astrocytic swelling (14, 15). However, these MRI abnormalities are only
transiently observed and typically regress while histological evidences of irreversible
alterations including microglial proliferation and neuronal loss are reported (16, 17). So far, no
MRI marker has been found to capture the long-term neurodegeneration of SN post
disconnection by an infarct.

Iron is a vital contributor to many aspects of normal brain (18). However, excess of iron is also
clearly associated with neurodegeneration. Indeed, iron is released from dying neurons and also
comes from iron-rich macrophages/microglia invasion accompanying neurodegeneration. Such
excess of iron further aggravates neurodegeneration through oxidative stress in a vicious circle
(19). Therefore in histological studies, neurodegeneration of SN induced by a striatal lesion, or
neurodegeneration of thalamus induced by cortico-thalamic disconnection, were associated
with marked increase of macrophages/microglia containing iron and, later on, with extracellular
iron deposits going with neuronal loss (20, 21). MRI is particularly sensitive to iron and the
transverse relaxation rate R2* is linearly correlated with chemically-determined iron

concentration in post-mortem brain (22).
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Therefore, by analogy with recent work within the thalamus (23), we hypothesized that R2*
mapping could uniquely capture the long-term remote neurodegeneration of SN in order to test

its clinical relevance on stroke outcome.

MATERIALS AND METHODS

ETHIC and STUDY POPULATION

This study was approved by the institutional ethics committee. All patients or legal
representatives provided written informed consent. Data from some of these patients have
already been reported to test hypotheses unrelated to the present paper (Appendix).

Patients admitted for a suspected clinical diagnosis of supra-tentorial stroke between June 2012
and February 2015 were prospectively included if cerebral infarct sparing SN was confirmed
on MRI. Detailed inclusion and exclusion criteria are provided in Appendix.

The study included clinical and MRI evaluations at 24-to-72h (“baseline visit”) and after one-
year (“follow-up visit”).

For this analysis, 181 patients had a complete set of data and were dichotomized in “striatum
group” if the infarct involved at least one part of the striatum (n=75) or in “control group” if

the infarct totally spared the striatum (n=106; Appendix, Figure 1).

CLINICAL ASSESSMENT

The National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) was recorded at baseline and at follow-
up.

At follow-up, more detailed motor scoring was performed with the box-and-block and the 10-
meter walk tests (10-MWT). Furthermore, post-stroke cognitive disability was evaluated by the
Montreal cognitive assessment (MoCA) and the Isaacs set test, while post-stroke emotional
disability was evaluated by the hospital anxiety and depression scale (HADS). Level of
education and pre-cognitive state were also recorded (details in Appendix).

Evaluations were performed by a trained neurologist blinded from MRI.
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MRI

MRI examinations were performed on a 3T scanner (Discovery MR 750w, GE Healthcare,
Milwaukee, Wisconsin) with a 32-channel phased array head-coil with the same protocol at
baseline and at follow-up that included diffusion-weighted images (DWI) and the
corresponding ADC, 3D-T1-weighted images and 2D-T2* multi-echo fast gradient-echo

images (parameters in Appendix).

IMAGE ANALYSES

Maps and coregistration: R2* maps were computed from a mono-exponential fitting of the
multi-echo T2*. All sequences and maps (R2*, ADC) were coregistered to the native
3D-T1. For specific analyses described below, normalizations to the MNI152 space were also

performed (Appendix).

Baseline diffusion: Infarct location, volume and laterality were recorded from baseline DWI
blinded from R2* data. Location was dichotomized according to the involvement or not of at
least one part of the striatum (caudate nucleus, putamen or globus pallidus). Infarct volumes
were segmented on DWI using intensity variation and edge detection tools available in 3D

Slicer (http://www.slicer.org) (24).

Baseline and follow-up measurements with SN: Analyses were done blinded from DWI and
clinical information. R2* maps and raw T2* images were first inspected for quotation of
asymmetry between right and left SN using a Likert-type scale (Appendix) and to count
microbleeds. Masks of SN were then manually drawn based on the high signal intensity pattern
of SN on R2* and known anatomy. Values of the parameters of R2* histogram (5" percentile,
median, 95" percentile and full-width at half-maximum - FWHM) were extracted from the SN
masks at baseline and at follow-up. By considering the non-infarct side as an intrinsic control,
we calculated a SN asymmetry index (SN-AI) of R2* for each parameter (SN-Als, SN-Almed,
SN-Algs, SN-Alrwnm) according to the following equation (25):
SN-AI =100 X [(R2*ipsilateral — R2*contralaterat) / (R2¥ipsilateral + R2* contralateral) ]

The same masks were also used to extract the parameters of ADC histogram within SN at

baseline and the corresponding SN-AI values.
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Regional analyses: To look for specific spatial distribution of R2*, we built average color-
coded R2* maps (for the striatum and control groups) from MNI152-coregistered maps with
all infarcts flipped on the left side. This was followed by a voxel-based comparison (26) of
striatum versus control groups as described in Appendix.

Finally, to demonstrate the relation between specific infarct location at the voxel level (and not
solely according to striatum involvement) and high R2* (SN-Algs), we adapted the voxel-based
lesion-symptom mapping (VLSM) method (27). This strategy allowed us to test without any a
priori whether infarction of each single voxel was significantly associated with increased R2*
within the homolateral SN (Appendix).

All the manual analyses described above were conducted by a trained reader with 4 years of

radiological experience.

STATISTICAL ANALYSES

Statistical analyses were performed with SAS v9.3 software. SN-AI of R2* and ADC were
compared to 0 (the hypothesis being a symmetric distribution) within the total population with
one-sample t-tests, and then, compared between striatum and control groups with unpaired t-
tests.

Association between SN-Algs of R2* at follow-up and variables expected to influence iron
accumulation (infarct location, volume, SN-Algs at baseline, microbleeds, age, gender) was
adjusted with linear multiple regression model.

The clinical impact of SN-Algs of R2* at follow-up was also tested with linear multiple
regression models whenever possible or logistic regression models with fixed dichotomy in the
other cases (details in Appendix).

Association between SN-Als of ADC at baseline and SN-Algs of R2* at follow-up was tested
with Pearson correlation.

All tests were performed with a global type I error set at a=0.05.
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RESULTS

PATIENT CHARACTERISTICS

Out of the 181 patients, the striatum was involved in 75 patients (49 men, mean age = 64.2+12.3
years) and it was not in 106 patients (78 men, mean age = 64.3+13.6 years). Detailed
characteristics of the populations can be found in Table 1.

R2* QUANTIFIES DELAYED MODIFICATIONS WITHIN SUBSTANTIA NIGRA
COMPATIBLE WITH LONG-TERM NEURODEGENRATION SECONDARY TO
INFARCT DISCONNECTION

Visual inspection of R2* maps (and of raw multi-echo T2%*) identified obvious area of high R2*
within the SN ipsilateral to the infarct in 61/181 cases (++, n=25 and +++, n=36). This was
observed on follow-up MRI but never on baseline MRI. Considering infarct location, such a
pattern of strong and delayed asymmetry of R2* was observed in 76% of patients with infarct
involving the striatum and in 4% of patients with infarct in another location (Figure 1).
[llustrative cases also showed that brighter R2* spots could be observed within the lateral part
of SN (Figure 2). Altogether, R2* captured delayed modifications of SN that are likely to
represent long-term neurodegeneration secondary to disconnection because striatum is known
as the main area of projection of SN; the spatial heterogeneity being possibly related to specific

disconnections.

Quantitative data from masks of SN manually drawn confirmed no modification of SN-AI at
baseline while SN-Almed, SN-Algs and SN-Alrwrwm significantly increased at follow-up (p<0.03,
p<0.02 and p<0.03 respectively; Table 2). Such delayed modifications in the total population
were clearly driven by patients from the striatum group who showed higher SN-Almed, SN-Algs
and SN-Alrwnm than patients from the control group (p<0.0001 in all cases). We can note that
SN-Algs might reflect the spatial heterogeneity of R2* described above, that could be better
represented by the tail of the histogram than by median values. SN-Algs was thus chosen as the

main metric to represent focal iron accumulation in the following analyses.

To confirm these quantitative data without any operator-dependent task such as the manual

delineation of SN, we also computed average R2* maps within the MNI space. Consistently
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with the previous results, we showed delayed increase of R2* ipsilateral to infarct when
striatum was involved. The voxel-based analysis also confirmed the visual inspection by
identifying significant increase of R2* only within the lateral part of SN (Figure 3).

To ensure that such increase of R2* at follow-up was mainly due to infarct location and not to
other variables differently balanced between the two groups that might influence iron
accumulation, we performed linear regression within the total population with the aim to predict
SN-Algs at follow-up. We confirmed that, on top of infarct volume ($=0.02 [0.00; 0.05],
p=0.04), the location within the striatum had the strongest and independent predictive value of
high SN-Algs at follow-up (B=4.99 [2.94; 7.04], p< 0.0001; Table 3).

Because infarct location was such a strong predictor of high SN-Algs of R2* at follow-up, we
aimed at mapping the most significant locations at the voxel level instead of considering only
the a priori dichotomy based on striatum involvement. The VLSM maps confirmed the strong
association between striatum infarction and significant increase of SN-Algs at follow-up but
also identified infarcts involving the insula, the internal and external capsules as significantly

associated with increased SN-Algs at follow-up (Figure 4).

SECONDARY NEURODEGENRATION OF SUBSTANTIA NIGRA MEASURED BY
R2* SIGNIFICANTLY IMPACTS MOTOR OUTCOME

For motor outcome, in simple linear regression, decreased performances at the box-and-block
test for the non-dominant arm (lower scores) were significantly associated with higher SN-Algs
of R2* (p=0.02) but also with striatum location (p<0.0001), infarct side (p=0.02) and age
(p=0.0003) (Table 4). Because striatum infarction and high SN-Algs were so strongly
associated (see above), we reasoned that the potential independent impact of high SN-Algs on
the clinical score, if any, could only be highlighted in the striatum group. Therefore we
introduced the interaction between striatum location and SN-Algs in the multiple linear
regression (Table 4). Interestingly we found that on top of striatum location (p=0.003), infarct
side (p=0.02) and age (p=0.0001), high SN-Algs was significantly and independently associated
with lower scores when infarct was involving the striatum (p= -0.62[-1.10;-0.15], p=0.01).
Neither association of high SN-Algs and box-and-block score could be found if striatum was
not involved, nor if the dominant arm was considered instead of the non-dominant.

Performances to 10-MWT were consistent with those of the box-and-block non-dominant arm
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(Table 4) as we found significant and independent association with striatum location (0.005),
together with infarct volume (p<0.0001) and gender (p=0.001), but also a tendency for an

independent association of high SN-Algs when striatum was involved (p=0.059).

For cognitive and emotional outcomes, in multiple logistic regression, age was always the most
significant and independent predictor of poor performances to MOCA test (<25) and Isaacs test
(<28) but striatum location and SN-Algs had no independent significant contribution
(Appendix Table 1). We also did not find any association between SN-Algs and scores of
anxiety and depression (HADS; Appendix Table 2).

SECONDARY NEURODEGENRATION OF SUBSTANTIA NIGRA MEASURED BY
R2* IS UNRELATED TO BASELINE ADC

Because, in the literature, remote modifications of SN have only been quantified so far by using
ADC few days after the infarct, we measured ADC at baseline within SN under the same masks
as those used for R2* measurements. SN-Als of ADC was significantly lower in striatum
compared to control groups (p<0.002) indicating focal areas of low ADC values within SN
when the striatum is infarcted (Appendix Table 3) in line with previous reports (12, 13).
However, we only found a weak correlation between SN-Als of ADC at baseline and SN-Algs
of R2* at follow-up (r=-0.18[-0.32; -0.04] in the total population) suggesting that R2* at follow-

up provided new information that was only weakly captured with early ADC.

Interestingly, while SN-Algs of R2* independently contributed to performances on motor scores
(see above), we did not find any significant association between SN-Als of ADC and the same

scores. (Appendix Table 4).

DISCUSSION

We showed a delayed increase of R2* within SN ipsilateral to infarcts which we interpret as
iron accumulation associated with long-term neurodegeneration. We provided evidences
indicating that such a new biomarker could capture irreversible alterations that go unnoticed

with ADC measurements. By doing so, we could demonstrate, for the first time, that

49



degeneration of SN significantly worsen clinical outcome independently from the remote

infarct.

It is well established that infarcts exert effects distant from the acute lesion, in remote,
connected regions (28). The mechanisms are complex including retrograde or anterograde
trans-synaptic degeneration. In SN, another mechanism is the breakdown of a finely-tuned
balance between inhibitory GABAergic striatal projections and excitatory glutamatergic inputs
from the subthalamic nucleus. Loss of striatal projections accelerates degeneration through
overstimulation of SN neurons and excitotoxicity-mediated lesions (29, 30). Interestingly, after
experimental lesion of the striatum in rodents, marked increase of ferric iron and ferritin was
noticed within the ipsilateral SN (21). Iron is supposed to be released by dying neurons,
breakdown of iron-rich myelin and invasion by inflammatory cells to scavenge excess of iron
up to a certain capacity (31). Excess of iron is therefore a clear epiphenomenon associated to
neurodegeneration but also aggravates the damages via iron-dependent cell death pathways
(19).

While R2* is not fully specific of iron, it is highly correlated to iron concentration in post-
mortem (22). We provided several converging evidences to validate that R2* within SN likely
reflects iron-associated neurodegeneration. Indeed, the increase of R2* within SN was strongly
and independently associated with infarct location along known anatomic projections from SN.
Infarct of the striatum can interrupt the nigro-striatal pathway (5) but we also highlighted insula
and other cortical areas probably through interruption of nigro-cortical projections (32).
Furthermore, the increase of R2* was delayed, in line with mechanisms that require time to
develop (17). So far, the previous studies have only shown transient modifications, with early
elevation of T2 and decrease of ADC followed by normalization weeks or months later (13,
14). Accordingly, we also measured early ADC decrease within SN ipsilateral to striatal
infarcts. But importantly, low ADC values were poorly correlated to the delayed increase of
R2* and were not associated with any clinical score in contrast to R2*. ADC likely captures
transient modifications such as swelling of astrocytes (15, 17) and our data support the idea that

it cannot accurately inform on the long-term neurodegeneration.

From a radiological point of view, it is interesting to note that R2* monitoring is likely a
sensitive approach. Indeed, even though SN is a small structure, increase of R2* was

consistently found either from values under masks manually drawn (that may suffer from
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operator variability) or from average maps (that may suffer from inaccuracy of coregistration).
Modifications could even be obvious enough for simple visual inspection and are therefore
accessible to the radiologists interpreting post-stroke exams. The population reported here is
furthermore of mild severity; another point supporting the sensitivity of R2*.

Although secondary neurodegeneration of SN has been known for several years, no insight on
potential clinical relevance has been reported yet. Taking advantage of R2*, we provide first
evidences for a link with long-term outcome after stroke. We acknowledge that these analyses
are exploratory and will require validation from larger cohorts with statistical corrections for
multiple comparisons that haven’t been applied here. However, our first results argue for a
clinical impact of R2* measurements. Even though R2* differences might appear small, it is in
fact similar to those reported in vivo in conditions such as Parkinson disease (33). Interestingly,
R2* was spatially heterogeneous and mainly increased within the lateral part of SN in relation
with the vulnerability of this portion to the GABA/glutamate imbalance (16, 30). SN has been
recently parcellated based on a tripartite connectivity with limbic (medial portion), cognitive
(ventral portion) and motor (lateral portion) arrangements (7). In agreement with this
parcellation, the predominantly lateral alterations were associated with motor scores but not
with cognitive or emotional performances. Our data of statistical interactions between R2* and
infarct location argue for mechanisms of potentiation; worse motor prognosis being related to
striatum involvement and further aggravated if SN neurodegeneration is associated. It is also
interesting to note that significant results were found only on non-dominant arm. This is not
unexpected as non-dominant arm is more affected than dominant arm for equivalent stroke (34).
The training effect of the dominant arm (35) might make it less sensitive to subtle problem of

coordination induced by dysfunctions of SN and extra pyramidal loops.

In conclusion, we showed that R2* can quantify long-term secondary neurodegeneration of SN
remotely from an infarct. This neurodegeneration impacts clinical outcome. Our finding paves
the way toward utilization of iron-sensitive imaging to monitor neurodegeneration non-
invasively within SN or other areas. This might become a future therapeutic target for

neuroprotection in the after-match of stroke following reperfusion.
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IV. TABLES

Table 1. Characteristics of the population according to involvement of the striatum
(striatum group) or not (control group), at baseline (24-to-72h) and follow-up (1 year).

CHARACTERISTICS Total_ Striatum group ~ Control group
population
BASELINE

Male Gender, n (%) 127 (70.2) 49 (65.3) 78 (73.6)
Age (years), mean + SD 64.2+13.1 64.2+12.3 64.3+13.6
Right handed, n (%) 166 (91.7) 70 (93.3) 96 (90.6)
Education level, n (%)

None 7 (3.8) 3(3.9) 4 (3.8)

Primary 30 (16.6) 15 (20.0) 15 (14.2)

Junior high school 73 (40.3) 28 (37.3) 45 (42.5)

Baccalaureate 23 (12.7) 12 (16.0) 11 (10.4)

Superior 41 (22.7) 15 (20.0) 26 (24.5)

Unknown 7(3.9) 2 (2.7) 5(4.7)
IQCODE, mean + SD 3.1+0.2 3.1+0.2 3.0+0.3
Initial NIHSS score, mean = SD 5.2+5.6 7.1+6.9 3.9+4.0
Hypertension, n (%) 115 (63.5) 53 (70.7) 62 (58.5)
Body mass index (BMI), mean = SD 27.2+4.8 27.5+4.7 27.0£4.9
Current smoking, n (%) 53 (29.3) 25 (33.3) 28 (26.4)
Diabetes, n (%) 32 (17.7) 15 (20.0) 17 (16.0)
Dyslipidemia, n (%) 82 (45.3) 30 (40.0) 52 (49.1)
Infarct volume (cm?®), mean + SD 26.5+45.6 31.0+46.2 23.2+45.2
Right-hemispheric infarct, n (%) 84 (46.4) 36 (48.0) 48 (45.2)
Microbleeds, mean + SD 2.7+12.1 2.1+7.8 3.1+£14.4

FOLLOW-UP

NIHSS score, mean + SD 1.8+3.3 2.7+3.8 1.2+2.7
Box and block test dominant arm 5614190 47 8491 7 61.8+14.3
(n), mean £ SD
Box and block test non-dominant 56.5+16.4 50 7+18.6 60.7+13.2
arm (n), mean = SD
10-MWT (second), median (Q1-Q3) 9 (7-11) 10 (8-16) 9 (7-11)
MoCA score, mean + SD 25.0+4.4 24.6+5.2 25.3+£3.8
Isaacs Set Test, mean =+ SD 31.2+7.1 29.5+7.8 32.4+6.4
HADS-A, mean + SD 5.8+3.9 6.1+4.0 5.5+3.8
HADS-D, mean + SD 4.3+£3.6 4.9+3.9 3.9+3.3

Notes.

HADS-A, hospital anxiety and depression scale — anxiety score; HADS-D, hospital anxiety and
depression scale — depression score; IQCODE, informant questionnaire on cognitive decline in the
elderly; NIHSS, national institutes of health stroke scale; MoCA, Montreal cognitive assessment; SD,
standard deviation;10-MWT, 10-meter walk test; Data are presented for n=181 patients for the total
population, n=75 for the striatum group and n=106 for the control group.
Missing data, if any, concerned less than 10 patients expect for IQCODE that was available for n=123
patients (n=49 for the striatum group and n=74 for the control group) and 10-meter walk test that was

available for n=163 patients (n=64 for the striatum group and n=99 for the control group).
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Table 2. Substantia nigra asymmetry index (SN-Al) of the parameters of R2* histogram within the total population
and in both groups at baseline (24-to-72h) and at follow-up (1 year).

Control group

Total population i 5 Striatum group i +
(n=181) p-value (n=75) (n=106) p-value

BASELINE Mean [95%Cl] Mean [95%Cl] Mean [95%Cl]
SN-Als of R2* 0.19 [-0.77 ; 1.15] 0.70 -0.59 [-1.95 ; 0.77] 0.74 [-0.59 ; 2.08] 0.18
SN-Almeq of R2* 0.21[-0.66 ; 1.10] 0.63 0.03[-1.30; 1.35] 0.35[-0.83; 1.53] 0.72
SN-Algs of R2* -0.01 [-0.98 ; 0.97] 1 -0.04 [-1.54 ; 1.46] 0.03[-1.26; 1.31] 0.95
SN-Alrwnm of R2* -0.10 [-2.44 ; 2.24] 0.93 1.95[-1.86; 5.75] -1.55 [-4.52 ; 1.42] 0.15
FOLLOW-UP
SN-Als of R2* 0.40 [-0.59 ; 1.40] 0.43 1.94 [0.54 ; 3.34] -0.69 [-2.05 ; 0.68] 0.01
SN-Almeq of R2* 1.04[0.10 ; 1.98] 0.03 3.23[1.80 ; 4.66] -0.51 [-1.69 ; 0.66] <.0001
SN-Algs of R2* 1.2410.17 ; 2.32] 0.02 4.25 [2.53 ; 5.97] -0.88 [-2.13 ; 0.37] <.0001
SN-Alrwnm of R2* 2.92[0.34 ; 5.51] 0.03 10.45 [6.49 ; 14.40] -2.40 [-5.48 ; 0.69] <.0001

Notes.

SN-Als, asymmetry index of the 5™ percentile of R2* within substantia nigra;

SN-Almed, asymmetry index of the median of R2* within substantia nigra;

SN-Algs, asymmetry index of the 95" percentile of R2* within substantia nigra;

SN-Alrwnm, asymmetry index of full-width at half-maximum of R2* within substantia nigra;

8 p values test whether SN-AI of each parameter is statistically different from 0 (one-sample t-test);

T p values test whether SN-AI of each parameter is statistically different between striatum and control groups (unpaired t-test);
p-values<0.05 are in bold.
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TABLE 3. Linear regression analyses: predictors of SN-Algs of R2* at follow-up (1 year) in the total population
(n=181).

Simple regression Multiple regression
INDEPENDENT VARIABLES B [95%CI] p-value B [95%CI] p-value
Striatum location 5.13[3.07 ; 7.19] <0.0001 4.99 [2.94 ; 7.04] <0.0001
Infarct volume (cm?) 0.03[0.01;0.05] 0.01 0.02 [0.00 ; 0.05] 0.04
SN-Algs of R2* at baseline 0.16 [0.00 ; 0.33] 0.05 0.15 [-0.01; 0.30] 0.06
Microbleeds 0.00 [-0.09; 0.09] 0.93 0.02 [-0.07 ; 0.10] 0.72
Age (years) 0.00 [-0.08 ; 0.08] 1 -0.00 [-0.08 ; 0.08] 0.94
Female gender 0.00 [-2.36 ; 2.36] 1 -0.25[-2.50 ; 1.99] 0.83

Notes.

SN-Algs, asymmetry index of the 95" percentile of R2* within substantia nigra;
p-values<0.05 are in bold.
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Table 4. Simple and multiple regression analyses: predictors of poor motor outcome at 1 year follow-up (low score at
box-and-block test and high score at 10-meter walk test) in the total population.

Box and block test:

Box and block test:

B} §
Non-dominant arm Dominant arm 10-MWT

SIMPLE REGRESSION B [95%CI] p-value B [95%CI] p-value B [95%CI] p-value
SN-Algs of R2* at follow-up -0.40[-0.74 ; -0.06] 0.02 -0.31[-0.71; 0.09] 0.13 0.33[0.07 ; 0.59] 0.01
Striatum location -9.97[-14.73 ; -5.21] <0.0001 -14[-19.8 ; -8.61] <0.0001 5.01[1.16; 8.87] 0.01
Infarct volume (cm?) -0.05[ -0.11 ; 0.01] 0.14 -0.12[ -0.19 ; -0.05] 0.01 0.08[0.03 ; 0.13] 0.001
Right-side infarct -5.59[-10.44 ; -0.75] 0.02 7.71[2.13 ; 13.29] 0.007 1.92[-1.92 ; 5.75] 0.32
Age (years) -0.33[-0.51;-0.15]  0.0003  -0.39[-0.60;-0.19]  0.0002 0.20[0.05 ; 0.34] 0.008
Female gender -2.84[-8.16 ; 2.48] 0.30 -2.35[ -8.53 ;3.82] 0.45 5.12[1.00; 9.23] 0.015
MULTIPLE REGRESSION
Striatum location (Yes): SN-Algs of R2* at follow-up -0.62 [-1.10 ; -0.15] 0.01 -0.18 [-0.71 ; 0.35] 0.50 0.22 [-0.01; 0.46] 0.059
Striatum location (No): SN-Algs of R2* at follow-up  0.32 [-0.14 ; 0.78] 0.18 0.24 [-0.28 ; 0.75] 0.36 -0.11 [-0.34 ; 0.11] 0.32
Striatum location -71.42[-12.27 ;-2.56] 0.003  -13.06[-18.48 ;-7.65] <0.0001  3.54[1.10;5.97] 0.005
Infarct volume (cm?®) -0.02[-0.08 ; 0.04] 0.52 -0.09[ -0.15 ; -0.02] 0.009 0.08[0.05;0.11] <0.0001
Right-side infarct -5.22[-9.64 ; -0.79] 0.02 7.97[3.03 ; 12.90] 0.002  -0.91[-3.09; 1.27] 0.41
Age (years) -0.33[-0.50; -0.16]  0.0001 -0.38[-0.57;-0.20]  <0.0001  0.08[-0.00 ; 0.16] 0.06
Female gender -1.51[-6.38 ; 3.36] 0.54 1.29[-4.14 ; 6.72] 0.64 4.12[1.70 ; 6.54] 0.001

Notes.

SN-Algs, asymmetry index of the 95" percentile of R2* within substantia nigra;

10-MWT, 10-meter walk test;

Out of the 181 patients, analyses were conducted on n=174 available data for box and block test and n=163 available data for 10-meter walk test.
8 3 patients were excluded from the multiple regression model (n=160) because of model adequacy;

p-values<0.05 are in bold
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Figure 1. Visual quotation of asymmetry of R2* within substantia nigra at 1 year follow-

up in striatum and control groups.

Asymmetry was quoted blinded from DWI and clinical information as absent (0), minor (+),
moderate (++) or marked (+++) and then reassigned according to infarct location as positive if
higher R2* signal was ipsilateral to the infarct or negative if higher R2* signal was contralateral
to the infarct. Numbers in boxes are percentage of patients in striatum group (n=75) and in
control group (n=106).
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Figure 2. lllustrative cases of visual R2* modifications within substantia nigra (SN) at
baseline (24-to-72h) and follow-up (1 year) in striatum (cases 1 and 2) and control groups

(cases 3 and 4).

R2* maps are enlarged at the mesencephalon level and one of the individual T2* echoes
(TE=30.5ms) is also shown at follow-up. SN is segmented in red ipsilateral to infarct and in
green contralateral to infarct. Images without outlines are also shown. Brighter R2* spots are
pointed with red arrows. The asymmetry index of the 95" percentile of R2* within SN (SN-
Algs) measured in these individual cases are indicated for reference. Cases 1 and 2 show marked
asymmetry of R2* within the ipsilateral SN (visual quotation +++) at follow-up compared to
baseline after infarct involving the entire striatum (case 1) or limited to the putamen (case 2).
Asymmetry is also visible on the individual T2* echo at follow-up. Conversely, no asymmetry
was observed in cases 3 and 4 sparing the striatum.
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Figure 3. Average R2* maps in striatum (n=75) and control (n=106) groups at baseline
(24-to-72h) and follow-up (1 year).

All infarcts were flipped on the left side. (A) shows color-coded R2* values for the striatum
group at baseline and follow-up and (B) shows color-coded R2* values for the control group at
baseline and follow-up. (C) shows voxel-based comparison of R2* values between striatum
and control groups at baseline and follow-up. Unpaired t-tests were performed with family-wise
error rate correction and threshold-free cluster enhancement (tfce) to ensure a false positive rate
of p<0.05 corresponding to a threshold for tcfe-score of 0.95. Significantly higher R2* values
are seen at follow-up within the lateral part of substantia nigra in striatum group compared to
control group (p<0.05). Delineation of SN is from a probabilistic atlas (Euken MC, Forstmann
BU. A probabilistic atlas of the basal ganglia using 7 T MRI. Data in Brief. 2015 Sep;4:577—
82).
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Figure 4. Voxel-based lesion-symptom mapping (VLSM) quantified the impact of baseline
infarct location on SN-Algs of R2* at 1 year follow-up.

Z-score resulting from Brunner-Menzel testing is indicated by the color range and is overlaid
on a 3D-T1-weighted image normalized to the MNI152 space atlas. Association between infarct
voxels and higher SN-Algs is shown by lower Z-score. Controlled for multiple comparison
using the false discovery rate was performed to reach a false positive rate of p<0.05 (A) and
p<0.01 (B) in Z-score maps. (A) Voxels in the whole striatum, anterior limb of internal capsule,
insula and external capsule are associated with high SN-Algs (p<0.05). (B) Significant
associations with high SN-Algs persist for voxels in the head of the caudate nucleus, the anterior
part of lenticular nucleus, external capsule and insula (p<0.01).

61



V1. APPENDIX

SUPPLEMENTAL METHODS

Population previously reported

Patients have been prospectively recruited in a cohort study called BBS for “Brain Before
Stroke”. Among a total of 428 screened patients, we have previously reported specific analyses
on 117-t0-289 of them (1-4). These previous analyses were unrelated to the question of iron
accumulation within substantia nigra (SN) that is addressed in the present paper. Variability in
the total number of patients considered from one analysis to another resulted from the necessity
to obtain specific MRI sequences and clinical evaluations (which varied according to the
hypothesis tested) of sufficient quality. A flow chart has been included in all the previous
analyses (1-4) for comparison with the one of this new analysis.

Inclusion and exclusion criteria

Inclusion criteria were men or women, older than 18 years old, with a suspected clinical
diagnosis of minor-to-severe supratentorial cerebral infarct (National Institutes of Health Stroke
Scale (NIHSS) between 1 and 25) confirmed on diffusion-weighted imaging (DWI) at 24-to-
72 hours.

Exclusion criteria were history of symptomatic cerebral infarct with functional deficit (pre-
stroke modified Rankin Scale score >1); infratentorial infarct; history of severe cognitive
impairment (dementia) or psychiatric troubles matching to axis 1 of the Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth edition (DSM-IV) criteria (except for major

depression); coma; pregnant or breast-feeding women; and contraindications to MRI.

Supplemental information on clinical assessment

For motor evaluation, the box-and-block and the 10-meter walk tests (10-MWT) were assessed
as described in previous papers (5, 6). Box-and-block test assesses bilateral upper-extremity
functions and especially gross manual dexterity that is modulated by the extrapyramidal system

(7). According to this, correlation between box-and-block test and the motor exam of Unified
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Parkinson’s Disease Rating Scale was found in Parkinson disease (8). The test consists in a box
with 150 blocks and a partition in the middle that is placed in front of the patient who has to
grasp one block at a time and transport it over the partition. The score measures the number of
blocks carried from one compartment to the other during 1 minute. Higher scores are indicative
of better manual dexterity. The procedure was performed with both hands.

Gait was evaluated by walking speed, using the 10-MWT. This test is widely used and
recommended as a measure of gait speed in Parkinon disease (9). The test consists in walking
at a usual pace over 10 meters, without any verbal distractor. A distance of 5 meters before and
after the course serves to minimize the effect of acceleration and deceleration. The test was

repeated three times and scores were averaged.

For cognitive evaluation, the Montreal cognitive assessment (MoCA) and the Isaacs set test
were assessed as described in previous papers (10, 11) . For emotional evaluation, the hospital
anxiety and depression scale (HADS) was assessed as described in previous paper (12).

The level of education was also evaluated according to a five-point ordinal scale adapted from
the international standard classification of education (ISCE) (childhood, primary, lower
secondary, upper secondary or tertiary education). This was used as a covariate in regression
models predicting post-stroke cognitive disability. Furthermore, the pre-stroke cognitive state
was estimated by informant questionnaire on cognitive decline in the elderly (IQCODE), which
was completed by the patient’s relative at the time of admission to ensure the absence of
significant pre-existing impairment that could contribute to the long-term outcome

independently from the infarct itself or from the secondary degeneration of SN.

Supplemental information on MRI

The diffusion-weighted images (DWI) were acquired with parameters as follows: 38 slices;
repetition time, 9000ms; echo time, 76ms; slice thickness, 4mm; matrix, 128 x 128; field of
view, 240mm x 240mm; b values, 0 and 1000 s/mm? The 3D-T1 weighted images were
acquired with a 3D inversion-recovery-prepared fast spoiled gradient echo sequence: 196
sagittal slices; repetition time, 8.60ms; echo time, 3.27ms; inversion time, 450ms; flip angle,
12°; slice thickness, 1mm; matrix, 256 x 256; field of view, 240mm x 240mm. The multi-echo
T2* images to compute R2* were acquired with a fast gradient-echo sequence: 28 slices;
repetition time,775ms; eight echo times at 4.3, 8.7, 13.0, 17.4, 21.7, 26.1, 30.5 and 34.8ms; flip

angle, 20°; slice thickness, 4mm; matrix, 320 x 320; field of view, 240mm x 240mm.
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Supplemental information on image analyses

Maps and coregistration: ADC maps were computed directly at the MR console (Advantage
Workstation, GE Healthcare, Milwaukee, Wisconsin). R2* maps were computed offline as
previously described (13) with Image] software (https://imagej.nih.gov/ij). A mono-
exponential signal decay with echo time was obtained by a voxel-by-voxel nonlinear least
squares fitting of the multi-echo T2*-weighted data [S(t) = So.e-"R?"; where t = echo time, S =

measured signal, R2* = transverse relaxation rate].

ADC and R2* maps were coregistered to the native 3D-T1 sequence using SPM12 software
package (Statistical Parametric Mapping, Welcome Trust Center for Neuroimaging, London,
UK, http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/software/spm12/). Rigid registration of ADC to the

native 3D-T1 volume was directly performed. For R2*, rigid registration of the first echo of the
multi-echo T2*-weighted sequence to the native 3D-T1 was performed and the transformation
was applied to R2* map. For normalization to the MNI152 space, an additional step of non-
linear deformation of the 3D-T1 to MNI152 space was performed and then applied to the R2*
and DWI/ADC previously coregistered to native 3D-T1. The quality of registration was

checked by visual inspection.

Baseline and follow-up measurements with SN: R2* maps were visually inspected blinded from
DWTI and clinical information. Asymmetry between right and left SN was first quoted as “+”,
“++” or “+++” if minor, moderate or marked asymmetry was observed. Quotation was “0” if
the signal was symmetric. Then, based on infarct side the asymmetry quotation was redefined
as positive (higher R2* signal ipsilateral to the infarct) or negative (higher R2* signal

contralateral to the infarct) to obtain a 7-rank symmetric scale (+++, ++, +, 0, -, --, ---).

Average R2* maps and voxel-based analysis: To create average R2* maps, we first flipped
individual R2* maps normalized to MNI152 space, if needed, so that all infarct lesions were on
the left hemisphere. Average color-coded R2* map were built for the striatum and the control
groups, both at baseline and at follow-up (4 average maps in total). A probabilistic atlas from
SN coregistered to MNI152 and freely available was overlaid to focus the analyses on SN (14).

This atlas is based on manual delineation, by two experts, of SN from 30 participants scanned
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with high resolution and high contrast MRI thanks to T2* weighted FLASH 0.5mm isotropic
slab collected at 7T. We used the thresholded version of the atlas which only includes the
overlapping voxels for at least 10 out of the 30 participants. Then, R2* values falling within the
masks of SN from the atlas were compared between striatum and control groups at baseline and
at follow-up using voxel-based analysis and unpaired t-test based on permutation inference with
threshold-free cluster enhancement approach (15). The resulting t-map was controlled for
multiple comparisons using familywise error rate correction to ensure a false positive rate of
p<0.05.

Voxel-based lesion-symptom mapping (VLSM): VLSM was first developed to establish a
relationship between the presence or lack of a lesion, on a voxel-by-voxel basis, and a
behavioral score (16). Here, we used iron accumulation within SN measured by SN-Algs as the
outcome variable instead of a behavioral score. Therefore we could map the infarct voxels
significantly associated with high Algs within the homolateral SN. For that purpose, we first
built a prevalence map of the infarcts using the segmented DWI maps normalized to the
MNI152 space and flipped so that all the infarcts projected onto the left hemisphere (Appendix,
Figure 2). Then, we used the VLSM method implemented in the non-parametric mapping
toolbox included in the MRIcron software package (MRIcron, Version 15.6.2015)(17). For
each voxel, patients were divided into two groups according to whether they did or did not have
an infarct affecting that voxel. SN-Algs at follow-up were thus compared for each voxel,
between the lesioned and the non-lesioned group using a Brunner—Munzel rank order test. Only
voxels affected in >10 subjects have been tested to avoid potential artificial inflation of
Brunner-Munzel scores. The resulting Z-score maps were controlled for multiple comparisons
using the false discovery rate correction to ensure a false positive rate of p<0.05. Maps with a

more stringent p-value <0.01 were also presented to ensure robustness of the results.

Supplemental information on statistical analyses

To ensure that SN-Algs of R2* at follow-up was independently related to infract location
(striatum involvement or not), we conducted linear multiple regression with covariables
expected to influence iron content based on the literature and results from simple regression

analyses: infarct location, volume, SN-Algs at baseline, microbleeds (18), age (19), gender (20).
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To test the clinical impact of SN-Algs of R2*, linear multiple regressions were performed for
motor outcomes (box-and-block test and 10-MWT). For cognitive and emotional outcomes,
logistic regression analyses with fixed dichotomy were necessary. Thresholds were chosen
based on previous validation in stroke patients. The dependent variables were therefore poor
cognitive outcome defined as MoCA <25 (21) or as Isaacs set test <28 (22); or poor emotional
outcome defined as post-stroke depression if HADS-D >8 or post-stroke anxiety if HADS-A
>8 (12, 23). On top of SN-Algs of R2*, the other explicative variables included in the models
because of their possible influence on clinical outcomes were age, gender, infarct volume,
infarct side, infarct location and education level for cognitive outcome. No imputation of the

missing data was realized due to the small number of missing data.
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SUPPLEMENTAL TABLES

Supplemental Table 1. Simple and multiple regression analyses: predictors
of poor cognitive outcome at 1 year follow-up in the total population.

Isaacs set test (<28) MoCA test (<25)
SIMPLE REGRESSION OR [95%CI] p-value OR [95%CI] p-value
SN-Algs of R2* at follow-up 1.05[1.00 ; 1.10] 0.03 1.02[0.98 ; 1.06] 0.36
Striatum location 2.30[1.19 ; 4.45] 0.01 0.99[0.54 ; 1.83] 0.97
Infarct volume (cm?) 1.01[1.00;1.02]  0.04 1.01[1.00 ; 1.02] 0.06
Right-side infarct 0.54[0.28 ; 1.04] 0.07 0.69[0.38 ; 1.27] 0.23
Education level (global association) 0.03 0.009
None 1 1
Primary 0.58[0.08 ; 4.01] 0.58 0.53[0.05 ; 5.43] 0.60
Junior high school 0.31[0.05 ; 2.00] 0.22 0.19[0.02 ; 1.80] 0.15
Baccalaureate 0.25[0.03 ; 1.89] 0.18 0.09[0.01 ; 1.02] 0.05
Superior 0.10[0.01; 0.74] 0.02 0.110.01; 1.06] 0.06
Age (years) 1.07[1.04 ; 1.10] <0.0001° 4.64[2.43;8.87]° <0.0001
Female gender 2.20[1.11 ; 4.38] 0.02 1.63[0.84 ; 3.15] 0.15
MULTIPLE REGRESSION
SN-Algs of R2* at follow-up 1.05[0.99 ; 1.11] 0.12 1.03[0.97 ; 1.08] 0.34
Striatum location 2.20[0.94 ; 5.15] 0.07 0.77[0.36 ; 1.65] 0.50
Infarct volume (cm?) 1.01[1.00 ; 1.02] 0.07 1.01[1.00 ; 1.02] 0.07
Right-side infarct 0.37[0.16 ; 0.85] 0.02 0.61[0.30; 1.26] 0.18
Education level (global association) 0.29 0.14
None 1 1
Primary 0.63[0.08 ; 5.11] 0.66 0.79[0.07 ; 8.74] 0.85
Junior high school 0.74[0.10 ; 5.48] 0.77 0.42[0.04 ; 4.28] 0.46
Baccalaureate 0.52[0.06 ; 4.50] 0.55 0.23[0.02 ; 2.70] 0.24
Superior 0.2[0.02 ; 1.77] 0.15 0.21]0.02 ; 2.26] 0.20
Age (years) 1.07[1.04;1.11] <0.0001° 4.41[2.11;9.24] <0.0001
Female gender 1.55[0.64 ; 3.78] 0.33 0.97[0.43 ; 2.19] 0.95
Note.

SN-Algs, asymmetry index of the 95" percentile of R2* within substantia nigra;

8 age was dichotomized (<65 years vs. >65 years) for model adequacy;

Out of the 181 patients, analyses were conducted on n=163-to-172 available data for Isaacs set
test and n=162-t0-171 available data for MoCA test;

p-values<0.05 are in bold.
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Supplemental Table 2. Simple and multiple regression analyses: predictors of poor emotional outcome at 1 year
follow-up in the total population.

HADS-A (>8) HADS-D (>8)

SIMPLE REGRESSION OR 1C95% P-value OR 1C95% P-value
SN-Algs of R2* at follow-up 1.02[0.98 ; 1.07] 0.30 1.06[1.00 ;1.12] 0.03
Striatum location 1.27[0.65 ; 2.45] 0.48 2.46[1.15;5.30] 0.02
Infarct volume (cm?) 1.00[0.99 ; 1.01] 0.57 1.00[0.99 ;1.01] 0.78
Right-side Infarct 1.23[0.64 ; 2.36] 0.54 0.63[0.29 ;1.35] 0.23
Age (years) 0.99[0.97 ; 1.01] 0.41 1.02[0.99 ;1.05] 0.24
Female gender 2.63[1.32 ; 5.26] 0.006 1.59[0.72 ;3.48] 0.25
MULTIPLE REGRESSION

SN-Algs of R2* at follow-up 1.02[0.97 ; 1.07] 0.42 1.05[0.99 ; 1.11] 0.10
Striatum location 1.03[0.49 ; 2.14] 0.94 2.01[0.88 ; 4.60] 0.10
Infarct volume (cm?) 1.00[0.99 ; 1.01] 0.60 1.00[0.99 ; 1.01] 0.79
Right-side Infarct 1.27[0.64 ; 2.51] 0.50 0.58[0.26 ; 1.29] 0.18
Age (years) 0.98[0.96 ; 1.01] 0.18 1.02[0.98 ; 1.05] 0.33
Female gender 2.97[1.44 ; 6.12] 0.003 1.35[0.59 ; 3.12] 0.48

Note.

SN-Algs, asymmetry index of the 95" percentile of R2* within substantia nigra;

HADS-A, hospital anxiety and depression scale - anxiety score;

HADS-D, hospital anxiety and depression scale - depression score;

Out of the 181 patients, analyses were conducted on n=173 available data for HADS-A and HADS-D scores;
p-values<0.05 are in bold.



Supplemental Table 3. Substantia nigra asymmetry index (SN-AI) of the parameters of ADC histogram within the
total population and in both groups at baseline (24-to-72h).

Total population
(n=181)

p-value®

Striatum group
(n=75)

Control group
(n=106)

p-value’

BASELINE

Mean [95%Cl]

Mean [95%CI]

Mean [95%CI]

SN-Alsof ADC

SN-Almed of ADC

SN-Algs of ADC

SN-Alrwum of ADC

-0.01[-0.03 ; 0.01]
0.00[-0.00 ; 0.01]
-0.00[-0.01 ; 0.01]
0.02 [-0.01 ; 0.05]

0.37
0.40
0.88
0.16

-0.04[-0.07 ; -0.01]
-0.00[-0.01 ; 0.01]
-0.01[-0.02 ; 0.01]
0.02[-0.02 ; 0.07]

0.02[-0.00 ; 0.04]
0.01[-0.00 ; 0.02]
0.00[-0.01 ; 0.01]
0.02[-0.02 ; 0.05]

0.002
0.10
0.36
0.91

Notes.

ADC, apparent diffusion coefficient;
SN-Als, asymmetry index of the 5™ percentile of ADC within substantia nigra;
SN-Almed, asymmetry index of the median of ADC within substantia nigra;
SN-Algs, asymmetry index of the 95" percentile of ADC within substantia nigra;
SN-Alrwnm, asymmetry index of full-width at half-maximum of ADC within substantia nigra;

8 p values test whether SN-AI of each parameter is statistically different from 0 (one-sample t-test);
T p values test whether SN-AI of each parameter is statistically different between striatum and control groups (unpaired t-test);

p-values<0.05 are in bold.
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Supplemental Table 4. Simple and multiple regression analyses: predictors of poor motor outcome at 1-year follow-

up (low score at box-and-block test and high score at 10-meter walk test) in the total population.

Box and block test:
Non-dominant arm

Box and block test:
Dominant arm

10-meter walk test®

SIMPLE REGRESSION

B [95%CI] p-value B [95%CI] p-value B [95%CI] p-value
SN-Als of ADC at baseline 19.64 [-0.17;39.46]  0.05  14.15[-8.96;37.27] 023  -11.10[-26.27;4.07] _ 0.15
Striatum location -9.97[-14.73 ;-5.21] <0.0001 -14.00[-19.38;-8.61] <0.0001 5.01[1.16 ; 8.87] 0.01
Infarct volume (cm?) -0.05[-0.11; 0.01] 0.14 -0.12[-0.19; -0.05] 0.001 0.08[0.03; 0.13] 0.001
Right-side infarct 550[-10.44:-0.75]  0.02 771[213:1329] 0007  1.92[-1.92 ;5.75] 0.32
Age (years) 0.33[-0.51;-0.15] 00003  -0.39[-0.60;-0.19] 00002  0.20[0.05: 0.34] 0.008
Female gender 2.84[-8.16:2.48] 029  -235[-853:3.82]  0.45 5.12[1.00 ; 9.23] 0.02
MULTIPLE REGRESSION
S;';';fﬁg" (e {Es)s S als iRl ol -2.40[-30.10; 25.30]  0.86  -3.75[-33.81:26.32] 081  1.22[-11.84:14.28]  0.85
Eg‘;‘:}fﬁ? location (No): SN-Als of ADC at 0.25[-20.08;29.59] 099  21.26[-1058:53.10] 019  2.02[-11.88:15.92]  0.77
Striatum location 9.50[-14.25:-475] 00001 -13.39[-1855:-8.23] <0.0001  4.32[197:6.66]  0.0004
Infarct volume (cm?3) -0.03[-0.09; 0.03] 0.35 -0.08[-0.15 ; -0.02] 0.01 0.09[0.06 ; 0.12] <0.0001
Right-side infarct 567 [10.60;-0.74]  0.02 8.80[3.45:14.15] 0001  -0.65[-3.05:175]  0.59
Age (years) 0.33[-0.50;-0.16] 00002  -0.38[-0.56:-0.19] 0.0001  0.08[-0.00 : 0.17] 0.06
Female gender 0.87[-5.88:4.13]  0.73 1.85[-358:7.28]  0.50 3.00[1.44 : 6.35] 0.002

Note.
ADC, apparent coefficient diffusion;

SN-Als, asymmetry index of the 5™ percentile of ADC within substantia nigra;
Out of the 181 patients, analyses were conducted on n=174 available data for box and block test and n=163 available data for 10-meter walk test.
8 3 patients were excluded from the multiple regression model (n=160) because of model adequacy;

p-values<0.05 are in bold.
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SUPPLEMENTAL FIGURES

Supplemental Figure 1. Flow Chart of the study population

Screened Patients
n =428

Exclusion criteria

- Initial images with insufficient quality (n=78)
- Missing MRI sequence(s) (n=50)
""""""""" > | - No stroke at MRI (n=34)

- Infratentorial stroke (n=13)

- Contraindications to MRI (n=8)

- Pre-existing cognitive impairment (n=1)

\4

Complete baseline MRI

n=244

- Lost at follow-up (n=39)
------------------ » | - Images with insufficient quality (n=15)
- Death (n=9)
v
Complete follow-up MRI
n=181
Sample with striatal infarct Sample without striatal infarct
n=175 n=106
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Supplemental Figure 2. Prevalence maps of the infarcts.

All lesions were flipped on the left hemisphere. The threshold was set at n> 10 for voxel-based
lesion-symptom mapping. Infarcts within the middle cerebral artery territory were
overrepresented compare to posterior and anterior cerebral artery territories.
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C. Discussion supplémentaire

Ce travail a donc montré que les cartes de R2* en IRM permettent de mesurer des anomalies a
long terme au sein de la SN homolatérale & un infarctus localisé sur les connexions anatomiques
connues de la SN. Nous proposons ainsi que les mesures de R2* refletent I’excés de fer
traduisant des phénomenes de neurodégenérescence secondaire irréversible de la SN liés a
sa déconnection par I’infarctus. Grace a ce nouveau biomarqueur nous avons démontré que la
neurodégénérescence secondaire de la SN participe, de fagon indépendante de I’infarctus
lui-méme, a une moins bonne récupération clinique notamment sur les tdches motrices. Nous
discutons ici certains €léments supplémentaires qui n’ont pas été abordés en profondeur dans le

manuscrit de I’article scientifique.
I. Cartographies VLSM

En utilisant la méthode VLSM (Voxel-based Lesion-Symptom Mapping), nous avons voulu
identifier les zones a 1’échelle du voxel responsables de I’augmentation du 95°™ percentile de
I’index d’asymétrie de la SN a 1 an (SN-Algs), au-dela de la simple distinction striatum touché
ou épargne par I’infarctus. Seuls les voxels pour lesquels I’infarctus était observé chez au moins
10 sujets pouvaient étre testés par cette méthode. Les cartographies VSLM ont confirmé
I’association entre ¢lévation de SN-Algs et voxels du striatum. Une association était également
retrouvée avec des voxels de I’insula, de la capsule externe et interne. Du fait de ’existence de
projections corticales directes venant de la SN (95,157,158), I’interruption de ces derniéres
pourrait donc participer au phénomene de neurodegénérescence secondaire. Une autre
possibilité est que ces voxels soient souvent infarcis en méme temps que le striatum (méme
territoire vasculaire) et qu’ils ne soient donc pas pourvoyeurs directement d’accumulation en

fer au niveau de la substance noire mais par I’intermédiaire d’une atteinte associée du striatum.

I1. Contribution de SN-Algs a I’évolution clinique

D’aprés la récente division tripartie de la SN basée sur ses connections avec les régions
impliquées dans la motricité (partie latérale), la cognition (partie ventrale) et le systeme
limbique (partie médiale) (95), différentes conséquences cliniques pouvaient étre attendues en

fonction de la localisation de la neurodégénérescence secondaire. Dans le groupe striatum de
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notre travail, la neurodégénérescence secondaire prédomine majoritairement en regard de la
portion latérale de la SN, comme le confirme la superposition de nos données dans 1’atlas

disponible sur https://www.neurovault.org/collections/2860 (Figure 12).

Portion ventrale

Portion latérale

- |:| Portion médiale

FIGURE 12. Représentation de ’accumulation en fer (jaune) a 1 an dans la substance
noire d’aprés sa division tripartite (portion ventrale = cognition, portion latérale =
motricité, portion médiale = systéeme limbique) dans le groupe striatum.

L’ensemble des infarctus est basculé a gauche. L’infarctus du striatum s’accompagne d’une
accumulation en fer prédominant dans la portion latérale de la substance noire.
(https://www.neurovault.org/collections/2860/)

En accord avec ce modéle, I’accumulation retardée de fer dans la SN (représentée par le SN-
Algs) était associée de maniere indépendante a un mauvais score au Box and Block test (bras
non-dominant) (Béta = -0.62 [-1.10 ; -0.15], p=0.01) au cours du suivi. Une association était
également suggérée avec le 10-meter walk test (Béta = 0.22 [-0.01 ; 0.46], p=0.06). Ces résultats
étaient obtenus apres avoir préalablement pris en compte I’interaction entre la localisation
« striatum » de I’infarctus et le SN-Algs dans I’analyse multivariée. En effet, la localisation
« striatum » de I’infarctus était fortement associée a un SN-Algs élevé, mais aussi a un mauvais
score pour ces deux tests moteurs. Elle est donc susceptible de masquer I’impact clinique

directement causé par la charge en fer. Nos résultats confirment ainsi un impact de la
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neurodégénérescence secondaire sur les paramétres moteurs testés quand I’AVC touche le

striatum, vraisemblablement car c’est la condition nécessaire a cette accumulation.

I1l. Limites de I’étude

Notre étude présente plusieurs limites qui doivent étre prises en compte pour évaluer 1’ intérét

scientifique de nos résultats.

1) Validité externe

Sur les 428 patients de la cohorte BBS, seuls 181 répondaient aux critéres d’inclusion et
présentaient les séquences et les renseignements cliniques a 24-72h et 1 an nécessaires a notre
objectif. Par ailleurs les infarctus observés étaient globalement peu séveres avec un volume
d’infarctus faible. Il est en effet probable que les patients présentant un infarctus plus sévere
et/ou un volume d’infarctus plus élevé toléraient moins bien I’IRM avec des séquences au final
non exploitables.

Ces éléments limitent en partie la géneralisation de nos résultats a la population de patients

présentant un infarctus modéré.

2) Segmentation manuelle de la substance noire

Les valeurs de R2*, nécessaires au calcul de SN-Algs, sont issues d’une segmentation manuelle
de la SN directement réalisée sur la cartographie R2* en aveugle de la localisation de 1’infarctus
et des parametres cliniques. Malgré nos efforts il est possible que cette segmentation n’ait pas
toujours été parfaite. Toutefois nous avons également testé une autre méthode de mesure de
SN-Algs (non présentée dans I’article) en recalant toutes les cartes de R2* dans un référentiel
commun (MNI152) et en mesurant les valeurs sous un atlas de SN disponible dans ce
référentiel. Les 2 méthodes donnaient des résultats trés fortement corrélés (r=0.80 ; p<0.0001)

indiquant une bonne robustesse de nos mesures (Figure 13).
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POPULATION TOTALE r=20.80; p <0.0001
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FIGURE 13. Corrélation entre le 95°™ percentile de I'index d’asymétrie des
valeurs de R2* (SN-Algs) mesurées dans ’espace natif (segmentation manuelle) et
le référentiel commun (MNI1152).

3) Amplitude des valeurs de R2*

La différence absolue entre les valeurs de R2* au niveau de la SN entre coté ipsilatéral et
controlatéral a I’infarctus est modérée. Toutefois, elle reste comparable voire supérieure a celles
mesurées in vivo et rapportées dans la littérature en situation pathologique comme dans le cadre

de la maladie de Parkinson (159).

4) Résultats sur les paramétres cliniques
Nous ne pouvons exclure que la perte de connexions entre d’autres structures apres I’infarctus
n’influence pas aussi [’évolution clinique du patient, indépendamment de la

neurodégénérescence secondaire mesurée uniquement dans la SN. Une analyse globale de

toutes les régions potentiellement déconnectées devra répondre a cette question.
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V. Perspectives thérapeutiques

La neurodégénérescence secondaire a long-terme au niveau de la SN aprés un infarctus se
manifeste par une accumulation en fer et contribue a 1’évolution motrice des patients.

Ces résultats sont dans la lignée de ceux que nous avons déja démontrés au niveau du thalamus
(36). En s’installant de maniere progressive, la neurodégénérescence secondaire pourrait
constituer une cible thérapeutique de choix en complément du traitement a la phase aigtie de
I’AVC. L’administration d’un traitement neuroprotecteur prévenant ’accumulation de fer
pourrait étre discutée. Une étude pré-clinique a exploré cette piste et a démontré une diminution
de la perte neuronale (52%) liée a la neurodégénérescence secondaire du thalamus apres
administration d’ebselen, un anti-oxydant, dans les 24h suivant 1’occlusion de ’ACM chez
I’animal (160). Elle ne s’est toutefois pas intéressee au bénéfice observé d’un point de vue
clinique.

Si les mécanismes impliqués difféerent entre la neurodegenérescence secondaire apres
I’infarctus et la maladie de Parkinson, dans les deux cas, I’accumulation de fer mesurée in vivo
influence de maniére péjorative la clinique. La défériprone (un chélateur du fer capable de
franchir la BHE), a prouvé son efficacité sur un groupe de 40 patients atteints de la maladie de
Parkinson a un stade débutant (161). L’amélioration clinique (basée sur I’échelle Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale) s’accompagnait d’une diminution de la charge en fer
mesurée in vivo au niveau de la SN par relaxométrie R2*. Un PHRC (FAIR-PARKII) est
actuellement en cours pour confirmer ces resultats a plus grand échelle.

Par analogie, un traitement similaire pourrait prévenir I’accumulation en fer apres un infarctus
en regard des zones touchées par la neurodégénérescence secondaire améliorant ainsi
I’évolution clinique des patients. Les mesures de R2* utilisées dans ce travail pourraient servir

de biomarqueur fiable pour suivre I’impact de cette stratégie.
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D. Conclusion

Nous avons démontré pour la premiére fois grace a I’utilisation de la relaxométrie R2* en IRM,
que nous sommes capables de quantifier la neurodégénérescence a long-terme de la SN
secondaire a un infarctus. Cette neurodégénérescence se manifeste par une accumulation
hétérogeéne et retardée de fer prédominant en regard de la partie latérale de la SN et contribue
de maniere indépendante a I’évolution motrice pé€jorative du patient.

Du fait de son impact clinique et de la fenétre thérapeutique offerte, la question d’un traitement
neuroprotecteur prévenant ’accumulation de fer dans les suites de I’infarctus pourrait étre

considérée.
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La neurodégénérescence a long-terme de la substance noire secondaire a un infarctus ipsilatéral est
guantifiable par ’imagerie sensible au fer et contribue a I’évolution motrice du patient

Obijectif : Démontrer que la neurodégénérescence a long terme de la substance noire (SN) secondaire a un
infarctus supratentoriel peut étre mesurée avec une imagerie sensible au fer et contribue de maniére
indépendante a I’évolution clinique du patient.

Matériels et Méthodes : 181 patients victimes d’un AVC ischémique (75 concernant le striatum, 106
concernant d’autres localisations) ont été prospectivement évalués cliniquement et par IRM, avec relaxométrie
R2* pour mesurer la charge en fer, a 24-72h (initialement) et a un an (suivi). La SN a été segmentée afin
d’obtenir les valeurs de R2* puis de calculer un index d’asymétrie (SN-AI). Le 95°™ percentile de cet index
(SN-Algs) a été retenu comme le parameétre reflétant les fortes concentrations en fer dans la SN. Ce paramétre
a été comparé selon la localisation de I’infarctus par un test de Student non apparié et analysé a 1’échelle du
voxel & partir de cartographies de moyennes des valeurs de R2*. Une analyse multivariée a aussi été réalisée
pour prendre en compte les facteurs susceptibles d’influencer I’accumulation de fer. L’identification des voxels
infarcis significativement associés a un SN-Algs élevé a été réalisée grace a la méthode Voxel-based Lesion-
Symptom Mapping (VLSM). Enfin I’association entre le SN-Algs et les scores cliniques a été testée par des
modeles de régression multiple.

Résultats : L’inspection visuelle, le SN-Algs et les cartographies de moyennes ont démontré une augmentation
significative retardée (a 1 an mais pas a 24-72h) de la charge en fer si le striatum était touché par ’infarctus
par rapport a s’il ne 1’était pas (p<0.0001). La méthode VLSM a confirmé que le striatum mais aussi 1’insula,
les capsules interne et externe étaient associées a un SN-Algs élevé. Cette association était indépendante du
volume de I’infarctus, du SN-Algs initial, du nombre de microbleed, de ’age et du genre (f=4.99 [2.94; 7.04],
p<0.0001). L’augmentation du SN-Algs contribuait de maniére indépendante a 1’évolution motrice péjorative
des patients (Box-and-Block, p=0.01) mais n’influencait pas les domaines cognitifs et émotionnels.
Conclusion : La neurodégénérescence a long-terme de la SN secondaire a un infarctus homolatéral peut étre
mesurée par relaxométric R2* et contribue indépendamment a 1’évolution motrice du patient durant le suivi.

Mots clés: Substance noire, fer, IRM, R2*, neurodégénérescence secondaire, infarctus du striatum.

Long-term neurodegeneration of substantia nigra secondary to ipsilateral infarct is quantified with iron-
sensitive imaging and impacts motor outcome

Purpose: To demonstrate that long-term neurodegeneration of substantia nigra (SN) secondary to
disconnection by a supratentorial infarct can be quantified with iron-sensitive imaging and contributes
independently to patient outcome.

Materials and Methods: 181 stroke patients (75 striatum infarcts, 106 other locations) were prospectively
evaluated at 24-to-72h (baseline) and at one-year (follow-up) clinically and with MRI to quantify iron through
R2* map. SN was outlined to measure an asymmetry index (SN-AI) of R2*. We focussed on the 95" percentile
as a metric of high iron content. SN-Algs was compared according to infarct location with unpaired t-test and
with voxel-based analysis from average maps. SN-Algs was also regressed with variables expected to influence
iron accumulation. We also identified individual voxels whose infarction was significantly associated with
high SN-Algs through voxel-based lesion-symptom mapping (VLSM). Multiple regression models tested the
association between SN-Algsand clinical scores.

Results: Visual inspection, SN-Algs and average maps consistently showed a delayed increase (at follow-up
but not at baseline) that was significantly higher if ipsilateral striatum was involved than if not (p<0.0001).
VLSM confirmed that striatum but also insula, internal and external capsules were associated with high SN-
Algs. This association was independent of infarct volume, baseline SN-Algs, microbleed, age and gender
(B=4.99 [2.94; 7.04], p< 0.0001). Such increase of SN-Algs was an independent contributor of poor motor
outcome (Box-and-Block, p=0.01) but not of cognitive or emotional outcome.

Conclusion: Long-term neurodegeneration of SN remote from an ipsilateral infarct can be quantified with
R2* and independently impacts motor outcome at follow-up.

Keywords: Substantia nigra, iron, MRI, R2*, secondary neurodegeneration, striatal infarct.
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