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NOS : NO synthase

OHF : oscillation haute fréquence

OR(a): Odds ratio (ajusté)

PAP : pressions artérielles pulmonaires
PAPd : PAP diastolique

PAPm : PAP moyenne

PAPs : PAP systolique

PBS : phosphate buffered saline

PC : périmétre cranien

PDE : phosphodiestérases

PFA : paraformaldehyde

PGF2a : prostaglandine F2a

PGI2 : prostacycline

PHD : prolyl-hydroxylases

PMSF : fluorure de phénylméthylsulfoxyde
POD : pression de ’oreillette droite
PPC(N): pression positive continue (nasale)
PVDF : fluorure de polyvinylidéne

pVHL : protein Von Hippel Lindau

RCIU : retard de croissance intra-utérin
RIPA : radio immunoprecipitation assay
ROP : rétinopathie du prématuré

ROS : Reactive Oxygen Species

RVP : résistance vasculaire pulmonaire
RVS : résistance vasculaire systémique

SA : semaines d’aménorrhées

SAC : semaines d’age corrigé

Sa0,: saturation en oxygene

SNP : nitroprussiate de sodium

SOD : superoxyde dismutase

TAAP : temps d’accélération dans I’artere
pulmonaire

TBS-T : tris buffered saline-tween

TNF-a : tumor necrosis factor-o.

VEGEF : vascular endothelial growth factor
VEGEFR : récepteurs de VEGF

VEMS : volume expiré maximal en 1 seconde
VG : ventricule gauche

VHEF : ventilation a haute fréquence

VNI : ventilation non invasive

VNPPI : ventilation nasale a pression positive
intermittente

vWEF : facteur von Willebrandt



PARTIE I :

ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES CLINIQUES
DE LA DYSPLASIE BRONCHO-PULMONAIRE (DBP)



1. Définition

La DBP est la pathologie respiratoire chronique la plus fréquente chez les enfants prématurés. Elle a
initialement été décrite par Northway et al. en 1967 (1) a partir d’'une cohorte de nouveau-nés
modérément prématurés (moyenne d’age gestationnel de 34 semaines d’aménorrhées (SA)) dont
I’étude histologique des poumons a révélé une inflammation diffuse et une fibrose importante des
voies aériennes ainsi que du parenchyme pulmonaire du fait d’une ventilation mécanique agressive et
d’une supplémentation en O, importante lors de la prise en charge d’une détresse respiratoire
néonatale.

Avec I’amélioration des techniques et thérapeutiques de prise en charge des nouveau-nés prématurés
(surfactant exogéne, nouvelles stratégies ventilatoires, corticoides anténataux, nutrition et traitement
du canal artériel persistant (CAP)), une « nouvelle » DBP a été décrite dans les années 1990 (ere post-
surfactant), qui touche les nouveau-nés extrémes prématurés (moyenne d’age 28 SA) et qui est
caractérisée par une altération du développement pulmonaire distal avec une hypoalvéolisation et un
appauvrissement du réseau vasculaire pulmonaire associé a des vaisseaux dystrophiques (2). Elle ne
peut donc plus étre considérée comme étant uniquement la conséquence d’agressions
environnementales post-natales mais plutét comme la résultante d’interactions entre un poumon trés
immature, un environnement non physiologique et une probable disposition génétique (3). En effet,
pour un méme age gestationnel a la naissance et avec une prise en charge réanimatoire identique, tous
les nouveau-nés prématurés ne développeront pas forcément une DBP.

En 2001, une conférence de consensus de la US National Institutes of Health (NIH) a proposé une
nouvelle définition de la DBP et de sa sévérité en fonction des besoins ventilatoires a 1’approche du

terme (Tableau 1) (4).

Tableau 1 : Critéres diagnostiques NIH de la DBP (d’aprés la référence (3)).
(SAC = semaines d’age corrigé ; PPC = pression positive continue ; FiO, = fraction inhalée d’O,)

Age gestationnel a la naissance
<32 SA >32 SA
Délai d’évaluation 36 SAC ou sortie > J28 mais < J56 ou sortie
Oxygénothérapie > 21% pendant au moins 28 jours
Dysplasie broncho-pulmonaire
Légere En air ambiant & 36 SAC ou sortie [ En air ambiant & J56 ou sortie
Modérée Fi0, <30% a 36 SAC ou sortie Fi10, <30% a J56 ou sortie
FiO, > 30%, avec ou sans PPC ou | FiO, > 30%, avec ou sans PPC ou
Sévere ventilation mécanique a 36 SAC | ventilation mécanique a J56 ou sortie
ou sortie
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L’une des limites de cette définition étant la grande variabilité dans le diagnostic des besoins en O,
selon les centres, Walsh et al. ont proposé en 2003 une évaluation standardisée des besoins en O, a 36

SAC par un test de réduction en O, (Figure 1) (5).

Evaluation a 36 SAC

-~ J ~

Air ambiant et FiO,de 22 24 29% et Sa02 = 90% Ventilation
Sa02 290% Ou FiO32 2 30% et Sa0; > 96% mécanique
Ou PPC
l Ou FiO; = 309% et
Sa0; entre 90 et
Test de réduction 0, 96%

Diminution par paliers de 5 minutes de
I'administration d’0; jusqu’a air ambiant

v N

Succes Echec
Sa0; =2 96% en air ambiant Sa0; entre 80 et 89% pendant
pendant 15 minutes 5 minutes consécutives
consécutives Ou Sa0; < 80% pendant 15
Ou Sa02 = 90% en air secondes

ambiant pendant 30 minutes

consécutives l
v V v

Pas de DBP I DBP

Figure 1 : Test de réduction en O2 de Walsh (d’apres la référence (3)).
(Sa0, = saturation en O,)
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2. Epidémiologie

La prématurité (naissance avant 37 SA) concerne 5 a 12% des naissances dans les pays industrialisés.
En France, elle représente 60 000 naissances par an dont 10 000 (1,2%) avant 32 SA (6).

La DBP touche principalement les nouveau-nés prématurés avant 32 SA et pesant moins de 1000g a la
naissance mais d’autres facteurs de risque existent dont la ventilation mécanique et I’oxygénothérapie,
I’inflammation et les infections ainsi que la présence d’un CAP et d’apports hydriques importants (7).
Son incidence varie énormément selon les centres et la définition utilisée, avec des chiffres pouvant
aller de 25% a plus 75% selon les cohortes.

Selon I’étude frangaise EPIPAGE 2, parmi les survivants a 36 SAC, 26% des moins de 27 SA et 5%
des nouveau-nés prématurés entre 27 et 31 SA ont développé une DBP (6).

L’incidence de la DBP sévére est en diminution avec I’amélioration des techniques de prise en charge
néonatale mais les formes modérées sont plus fréquentes du fait de I’augmentation de la survie de
nouveau-nés trés prématurés.

La DBP est une pathologie respiratoire chronique et représente un cott important du fait des
complications a long terme respiratoires mais également nutritionnelles, cardiovasculaires et neuro-
développementales qu’elle peut engendrer. Parmi ces complications, 1’hypertension pulmonaire

associée a la DBP (HTP-DBP) est I’'une des plus graves du fait de la forte mortalité qu’elle engendre.
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3. Physiopathologie

3.1. Développement pulmonaire normal

Le développement pulmonaire normal peut étre divisé en 5 étapes : embryonnaire (3-7 SA), pseudo-
glandulaire (5-17 SA), canaliculaire (16-26 SA), sacculaire (24-38 SA) et alvéolaire (jusqu’a 2-3 ans)
(Figure 2). Il s’agit d’un processus physiologique qui nécessite une expression synchronisée spatio-

temporelle de nombreux facteurs angiogéniques et de croissance ainsi que de leurs récepteurs.

. Pseudo " . . L
Embryonnaire Glandulaire Canaliculaire Sacculaire  Alvéolaire
o—
’ > _— | <
S —
<«:”>>
: i < L »
# (-(\ \‘
Bourgeon respiratoire _ é L i:) )
— | i >
0 4 7 40 SA

Figure 2 : Stades de développement pulmonaire (d’apres la référence (8))

Lors du stade embryonnaire, le bourgeon trachéal se différencie du bourgeon cesophagien et la
morphogenése des voies aériennes broncho-pulmonaires se met en place jusqu’a la fin du stade
pseudo-glandulaire. Le stade canaliculaire permet le développement des bronchioles et la maturation
de I’épithélium respiratoire alvéolaire. Durant ce stade, les cellules épithéliales alvéolaires de type 11
se différencient permettant I’initiation de la synthése de surfactant et le tissu interstitiel s’amincit pour
former les futures unités d’échanges gazeux. La circulation pulmonaire distale se met également en
place grace au phénomene de vasculogenése. Vient ensuite le stade sacculaire durant lequel les sacs
alvéolaires se développent. Les crétes alvéolaires contiennent alors un double-réseau capillaire. La
septation secondaire se met en place lors du stade alvéolaire ce qui permet d’augmenter la surface
d’échanges gazeux. De plus, le double-réseau capillaire fusionne afin de former une barri¢re alvéolo-

capillaire fine et améliorer ainsi les capacités d’hématose (9).
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3.2.Impact de la prématurité

In utero, le poumon est dans un milieu liquidien, hypoxique et le débit vasculaire pulmonaire est
faible. La naissance prématurée induit en elle-méme une rupture des conditions physiologiques
nécessaires au développement pulmonaire normal. En effet, le poumon immature est exposé a un
milieu aérien, riche en O, et le débit vasculaire pulmonaire augmente brutalement (3).

A cela se rajoutent les effets iatrogénes liés a la prise en charge réanimatoire de ces nouveau-nés
extrémes prématurés : les baro- et volotraumatismes de la ventilation mécanique, les infections en lien
avec la pose de voies centrales et le stress oxydatif entrainé par la supplémentation en O,. Ces
différents éléments sont susceptibles d’induire une réponse inflammatoire importante avec un
relargage majeur de médiateurs pro-inflammatoires (interleukines (IL) 6 et 8, IL-1B et TNF-a (tumor
necrosis factor-a)), ce qui peut aboutir a une infiltration inflammatoire pulmonaire responsable du
remodelage de la matrice extracellulaire (épaississement des septa et dépdts de fibrine), de

I’augmentation de la perméabilité capillaire et de la raréfaction de la microvascularisation (10).

3.3. Angiogeneése, vasculogeneése et alvéolisation

La croissance vasculaire durant le développement se fait selon 2 mécanismes distincts qui sont :

. La vasculogeneése = différenciation des cellules endothéliales a partir de précurseurs
mésenchymateux
. L’angiogenése = croissance de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux préexistants (11).

Ces phénomenes nécessitent ’expression coordonnée de nombreux facteurs angiogéniques dont le
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) qui est synthétisé par les cellules épithéliales alvéolaires
et active ainsi la migration et différenciation des cellules endothéliales adjacentes. Cette
communication épithélio-endothéliale pulmonaire est essentielle pour permettre une alvéolisation
normale. En effet, dans de nombreux mode¢les animaux, 1’inhibition du VEGF ou de ses récepteurs
entraine une perturbation de 1’alvéolisation et aboutit a des 1ésions histologiques similaires a celles de

la DBP chez le nouveau-né prématuré (9,12).

3.4.Role de la génétique

A age gestationnel et prise en charge néonatale identiques, 1’évolution vers une DBP est différente
entre deux nouveau-nés prématurés, ce qui laisse supposer 1’existence d’une susceptibilité génétique a
I’origine de la DBP. Plusieurs études de concordance (13,14) effectuées chez des jumeaux estiment
que I’héritabilité¢ de la DBP modérée a sévere est de I’ordre de 50 a 80%. A Dl’inverse, la variabilité
pour la DBP légere semble expliquée par les effets environnementaux sans évidence d’hérédité.

Dans une étude récente de séquencage de I’exome de 50 nouveau-nés atteints de DBP (15), les auteurs
ont mis en évidence 258 geénes avec des mutations rares non synonymes associé¢s a la survenue de la
DBP. En effet, ces génes pour la plupart sont impliqués dans la structure et la fonction pulmonaires.
Ainsi, si ces résultats sont confirmés, ils témoignent du caractére polygénique de la DBP.

D’autre part, une étude d’association génomique (16) réalisée dans 3 centres frangais sur 418 nouveau-

nés prématurés avant 28 SA a montré que le géne SPOCK2 (surexpression de I’allele C et du locus
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rs1245560) serait un géne de susceptibilité pour la DBP modérée a séveére chez les enfants caucasiens
apreés ajustement sur les facteurs de risque cliniques de DBP (poids de naissance, sexe, CAP, sepsis
postnatal et nécessité d’une 2°™ dose de surfactant) (Odd Ratio ajusté (ORa) 2,96 ; Intervalle de
confiance (IC) 95% [1,37-6,4]) et africains (ORa 4,87 ; IC 95% [1,88-12,63]). Les études animales
complémentaires ont mis en évidence que I’ARNm de SPOCK2 est surexprimé a la phase alvéolaire
dans les fibroblastes et les cellules épithéliales pulmonaires de ratons exposés a 1’hyperoxie. Il jouerait
un role dans le renouvellement de la matrice extracellulaire et la migration cellulaire via des
interactions avec les protéines de la famille des métalloprotéases.

Les différences de profils épigénétiques qui sont en partie expliquées par des effets environnementaux
peuvent également contribuer a la susceptibilité a développer une DBP, et font déja 1’objet de

nombreuses études.
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4. Principales complications de la DBP
4.1. Hypertension pulmonaire liée a la DBP (HTP-DBP)
4.1.1. Définition

Le diagnostic d’hypertension pulmonaire (HTP) est fait devant une pression artérielle pulmonaire

moyenne (PAPm) supérieure a 25 mmHg au repos lors d’un cathétérisme cardiaque droit. L’HTP
associée a la DBP appartient au groupe 3 de la classification des HTP, dans la sous-catégorie des

pathologies pulmonaires développementales (17).

4.1.2. Epidémiologie
L’HTP survient chez prés d’1/4 des patients avec DBP modérée a sévére (18). La mortalité est
fortement impactée par la présence d’HTP. En effet, la présence d’une HTP sévere tardive est corrélée
avec une mortalité de 70% et une HTP persistante au-dela des premiers mois de vie est associée a 47%

de mortalité dans les 2 ans suivant le diagnostic (Figure 3) (19).
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Figure 3 : Courbes de survie dans PHTP-BDP chez le nouveau-né prématuré humain (d’apres la
référence (20))

A. Survie avec une HTP-DBP toute sévérité confondue.

B. Survie avec une HTP-DBP non sévére (courbe supérieure) et sévere (courbe inférieure)
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4.1.3. Physiopathologie

Les mécanismes de I’HTP-DBP sont multifactoriels et impliquent des modifications morphologiques

et fonctionnelles :

Le remodelage vasculaire décrit dans la DBP avec 1’épaississement de la média et la
néomuscularisation des petites artéres pulmonaires,

La diminution de la surface alvéolo-capillaire par appauvrissement du réseau capillaire,
Les anomalies de tonus et de réactivité vasculaires responsables d’une augmentation des

résistances vasculaires pulmonaires (RVP).

Cela va conduire a une augmentation de la pression artérielle pulmonaire (PAP) puis a une

hypertrophie du ventricule droit (HVD) du fait de I’augmentation de la post-charge, et dans les formes

les plus séveres, a une défaillance cardiaque droite avec déces.

Les facteurs de risque principaux de ’HTP-DBP sont I’extréme prématurité, le retard de croissance

intra-utérin (RCIU), I’oligoamnios, la durée de ventilation mécanique, 1’oxygénothérapie prolongée et

une DBP sévere (18).

4.1.4. Mécanismes moléculaires de régulation du tonus vasculaire pulmonaire

Le tonus vasculaire pulmonaire est régulé via 3 voies de signalisation principales (Figure 4) :

Le monoxyde d’azote (NO) est un gaz qui agit comme une molécule signal. Il est

synthétisé dans la cellule endothéliale a partir de 1’acide aminé L-arginine par des enzymes
appelées NO synthase (NOS). L’isoforme endothéliale eNOS est fortement exprimée dans
la circulation pulmonaire et lutte contre la vasoconstriction. La guanylate cyclase soluble
(GCs) est un récepteur endogéne du NO dans les cellules musculaires lisses vasculaire
(CMLYV). Apres activation par le NO, elle transforme le GTP (guanosine triphosphate) en
GMPc (guanosine monophosphate cyclique), messager secondaire dont les effets
principaux sont la vasodilatation, 1’inhibition de la prolifération des CMLV, la prévention

de la fibrose et des effets anti-thrombotiques et anti-inflammatoires (21).

La prostacycline (PGI2) est un métabolite de I’acide arachidonique produit de fagon

endogeéne par les cellules endothéliales. La PGI2 active une adénylate cyclase qui va
synthétiser de I’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) a partir de I’ATP (adénosine
triphosphate). L’AMPc entraine une vasodilatation par diminution de la concentration
calcique intracellulaire ([Ca*];) dans les CMLV (22).

Les phosphodiestérases (PDE) sont une famille d’enzymes qui dégradent et inactivent le
GMPc et I’AMPc afin de réguler leurs concentrations et leurs effets. La PDES est
particuliérement exprimée dans le poumon et elle catabolise le GMPc, ce qui limite son

effet vasodilatateur.
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. L’endothéline-1 (ET-1) est un puissant vasoconstricteur endogeéne produit également par

les cellules endothéliales en réponse a I’hypoxie. Elle favorise les dysfonctionnements
endothéliaux, la prolifération des CMLYV et le remodelage (inflammation et fibrose). L’ET-
1 peut se lier a 2 récepteurs couplés a des protéines G, ET-A et ET-B. La liaison ET-1/ET-
A entralne alors une vasoconstriction alors que la liaison ET-1/ET-B induit une

vasorelaxation par libération de NO et prostacycline (22).

L-arginine Cellule
endothéliale
eNOS

NO PGI2 ET-1

v
Adenylate cyclase

A e

v

f ATP \
| AMP AMPc MLV

| GTP cGMP g
g Vasoconstriction
» PDE3

PDES
) Vasodilatation

Figure 4 : Voies de régulation du tonus vasculaire pulmonaire (d’aprés la référence (22)).

4.1.5. Moyens diagnostiques
4.1.5.1.  Clinique

A la phase initiale, en cas de shunts perméables tels que le CAP, une communication inter-atriale ou
inter-ventriculaire, une HTP sévére supra-systémique donnera un tableau d’hypoxémie réfractaire du
fait d’un shunt droit-gauche. De plus, en cas de CAP, on peut observer une différentielle de SaO, de
plus de 5 points entre les membres inférieurs et supérieurs (23).

De facon plus chronique, on suspectera une HTP-DBP devant un enfant qui est dépendant d’un
support ventilatoire ou d’une oxygénothérapie qui semblent disproportionnés par rapport au degré de
la pathologie pulmonaire sous-jacente, dans le cas d’épisodes récurrents de cyanose ou encore devant
des troubles alimentaires avec une altération de la croissance pondérale et une dyspnée lors de la prise
alimentaire (24).

Plus rarement, on pourra observer des signes d’insuffisance cardiaque droite compliquant ’"HTP-DBP

comme la tachycardie, un reflux hépato-jugulaire et une hépatomégalie.
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4.1.5.2.  Electrocardiogramme (ECG)
L’ECG peut éventuellement montrer des signes d’HVD dans les formes d’HTP chronique mais ces
modifications sont trés peu corrélées aux PAP estimées a I’échocardiographie (22). Il ne peut donc pas
étre utilis¢ comme moyen de dépistage ou de diagnostic d’'une HTP du fait de sa faible sensibilité

(67%) et spécificité (69%) (18).

4.1.5.3.  Echocardiographie transthoracique (ETT)
L’ETT est la technique la plus largement utilisée pour 1’évaluation des pressions pulmonaires et de la
fonction cardiaque droite dans la population néonatale. Elle diagnostique correctement 1’absence ou la
présence d’une HTP dans 79% des cas mais elle ne détermine correctement la sévérité de ’HTP que
dans 47% des cas (22).
Le parametre diagnostic principal est la mesure de la vitesse maximale (Vmax) du flux d’insuffisance
tricuspide (IT), également appelée ITV et qui permet de calculer la PAP systolique (PAPs) selon la loi
de Bernoulli : PAPs = 4 x (Vmax)> + POD. La POD étant la pression dans oreillette droite, estimée
échographiquement par 1’aspect de la veine cave inférieure (23). Ainsi, ’HTP est définie a ETT par
des PAPs > 40mmHg. Cependant, I’IT n’est présente que dans 61% des cas et elle peut étre modifi¢e
en cas de sténose pulmonaire ou communication inter-ventriculaire. Cela implique qu’en 1’absence
d’une IT significative, la méthode d’estimation des PAPs est insuffisante pour évaluer le degré d’HTP
(29).
La mesure du temps d’accélération du flux dans I’artére pulmonaire (TAAP) qui est le temps entre le
début du flux pulmonaire et le pic de vélocité de ce flux, a été validée chez ’homme et I’animal. Le
TAAP est inversement corrélé a la PAPs avec une normale supérieure a 100msec.
Enfin, en présence d’une insuffisance valvulaire pulmonaire modérée, les PAPm et diastolique
peuvent étre estimées en mesurant le pic du gradient de vitesse au début (vitesse protodiastolique Vpd)
et a la fin de la diastole (vitesse télédiastolique Vtd) (18). Ainsi, toujours selon la loi de Bernoulli :
PAPm (mmHg) = 4 x Vpd> + POD et PAP diastolique (PAPd) = 4 x Vtd* + POD. On peut ensuite
calculer les PAPs selon la formule PAPs =3 x PAPm — 2 x PAPd.
Les autres parameétres échographiques utilisés pour mettre en évidence une HTP sont I’aplanissement
du septum inter-ventriculaire en systole voire le bombement dans le ventricule gauche (VG) en cas de
pressions ventriculaires droites supra-systémiques, 1’élargissement ou dilatation des cavités droites et

la présence d’un shunt droit-gauche au niveau du CAP ou du foramen ovale perméable (18).
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Il n’existe pas a I’heure actuelle de recommandations consensuelles pour le dépistage de ’HTP-DBP a
I’aide de I’ETT. Cependant, I’American Heart Association (AHA) et I’American Thoracic Society
(ATS) recommandent des ETT précoces chez les nouveau-nés prématurés qui nécessitent une
oxygénothérapie et un support ventilatoire importants surtout en cas d’oligoamnios et de RCIU, en cas
d’absence d’amélioration clinique respiratoire, chez le prématuré a 36 SAC qui nécessite un soutien
ventilatoire ou une oxygénothérapie disproportionnés par rapport a la pathologie respiratoire sous-
jacente, en cas d’épisodes récurrents de cyanose, en cas de troubles alimentaires avec croissance

pondérale altérée ou devant une hypercapnie (24).

4.1.5.4.  Cathétérisme cardiaque

Le cathétérisme cardiaque est le gold standard pour I’évaluation des pressions et des résistances
vasculaires pulmonaires. Il s’agit d’une technique invasive, réalisée sous anesthésie générale et
nécessitant donc une intubation dont les risques dans ce contexte de DBP sont a évaluer et anticiper.
Le but du cathétérisme est de confirmer I’HTP-DBP et sa sévérité, d’exclure ou documenter des
malformations cardiaques associées, de rechercher la présence de vaisseaux collatéraux aorto-
pulmonaires, une obstruction veineuse pulmonaire ou une dysfonction cardiaque gauche, et enfin de
tester la vasoréactivit¢ pulmonaire a [’aide de monoxyde d’azote inhal¢ (NOi) ou O, afin de
déterminer la réponse a une éventuelle thérapie vasodilatatrice pulmonaire. On considére que la
réponse a ce test est positive si I’on observe une diminution > 20% de la PAPm avec une
augmentation ou absence de changement de I’index cardiaque et une diminution ou absence de
changement du ratio RVP sur résistances vasculaires systémiques (RVS) (19,24).

L’AHA et ’ATS recommandent la réalisation d’un cathétérisme cardiaque chez les enfants atteints de
DBP qui ont des signes persistants de pathologie cardiorespiratoire sévére ou une dégradation clinique
non liée a Datteinte respiratoire sous-jacente, chez les enfants suspects d’avoir une HTP-DBP
significative malgré une prise en charge optimale de leur pathologie respiratoire sous-jacente, chez les
enfants candidats a une thérapie vasodilatatrice pulmonaire ainsi que chez les enfants qui présentent

des tableaux d’cedémes pulmonaires récurrents inexpliqués (24).
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Au total, étant donné 1’association fréquente entre DBP et HTP, plusieurs auteurs dont ’AHA

et

I’ATS ont proposé un algorithme de dépistage de ’HTP-DBP pour les nouveau-nés grands prématurés

(Figure 5).

Nouveau-né grand prématuré (<28 SA ou £1250g)

Evaluation a 36 SAC pour la DBP selon la définition physiologique

Pas de DBP < > DBP
Suivi clinigue standard ETT €
Pas d'HTP HTP infra- ou isosytémique HTP suprasystémique
" - _ . . - Cathétérisme cardiaque a
ETT réguliéres tous les - Suivi co[nqut ped:a!r‘;gule, ‘ envisager avant thérapie
mois st pneumologique et 'ca'r. lologlque. vasodilatatrice pulmonaire.
oxygénodépendance - Envisager le cathétérisme cardiaque.

. - Suivi conjoint pédiatrique,
- Surveillance clinigue rapprochée ) P 9

l e

HTP persistante ou suspicion de sténose
veineuse pulmonaire

ou augmentation de I'HVD

ou signes de dysfonction ventriculaire droite

Figure 5 : Algorithme de dépistage de PHTP-DBP chez les nouveau-nés grands prématurés
(d’apres la référence (18)).

pneumologique et cardiologique.

21



4.1.5.5.  Biomarqueurs
Le Brain-type Natriuretic Peptide (BNP) est un peptide sécrété par les cardiomyocytes en réponse a
un facteur hormonal comme I’angiotensine I ou dans le contexte de dilatation des cavités cardiaques.
Il induit une natriurése et une vasodilatation et inhibe les effets du systéme rénine-angiotensine-
aldostérone (18,22).
Le NT-proBNP est le fragment inactif relargué a partir du clivage du pro-BNP en BNP.
Ces 2 molécules ont été¢ proposées comme biomarqueurs de la dilatation du ventricule droit car il
semble exister une corrélation positive entre le taux de BNP et le diagnostic d’HTP dans la population
pédiatrique. Le BNP peut également &tre utilisé pour monitorer la réponse au traitement car il diminue
avec ’augmentation de la fonction ventriculaire droite (18,22,24).
Les valeurs pédiatriques sont encore incertaines avec une augmentation physiologique post-natale puis
diminution <50pg/ml entre 6-9 mois et nouvelle augmentation a la fin de 1’adolescence pour atteindre

les valeurs adultes (<100pg/ml) (24).

4.2. Complications respiratoires

4.2.1. Altérations de la fonction respiratoire

Selon les études de suivi d’anciens prématurés, jusqu’a 78% des extrémes prématurés (<26 SA) ont
des anomalies fonctionnelles respiratoires a 1’dge de 11 ans, surtout ceux avec une DBP (26).

La compliance pulmonaire est nettement altérée chez les nouveau-nés avec DBP fixée du fait d’un
rétrécissement des voies aériennes, d’une fibrose interstitielle, d’cedéme et d’atélectasies (27). Il peut
également y avoir une augmentation globale des résistances aux flux inspiratoire et expiratoire
responsable d’une limitation séveére de ce flux respiratoire, surtout pour des volumes pulmonaires
faibles (28). La présence d’une trachéomalacie, fréquente chez le nouveau-né prématuré, peut
également entrainer une limitation de ce flux respiratoire. Cependant, des études longitudinales sur des
enfants atteints de DBP ont mis en évidence une rémission progressive de ces dysfonctionnements
pulmonaires séveres a I’age de 2-3 ans (28).

Une méta-analyse (29) récente avait mis en évidence une réduction moyenne du volume expiratoire
maximal par seconde (VEMS) de 20% a I’age scolaire chez les anciens nouveau-nés prématurés avec
DBP contre 5% chez les nouveau-nés prématurés sans DBP. Seule une minorité de ces enfants (32%)
répond aux bronchodilatateurs ce qui montre le caracteére fixé de ce syndrome obstructif. En effet,
malgré I’amélioration de la prise en charge des nouveau-nés prématurés, il semble persister des
anomalies de croissance des voies aériennes directement en lien avec la naissance prématurée, la
vulnérabilit¢é des poumons trés immatures méme a des pressions ventilatoires basses et des
concentrations en O, faibles, ’augmentation de la compliance pulmonaire et des anomalies de
structure pulmonaire (30). Ce phénoméne de couloir ou « tracking » de la fonction respiratoire de la
naissance jusqu’a I’age adulte est expliqué a 50% par des facteurs génétiques mais également par des
facteurs prénataux tels que le tabagisme maternel ou le RCIU qui sont responsables d’anomalies de

croissance des voies aériennes, des alvéoles et de la microvascularisation pulmonaire. Il est également
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expliqué par les agressions environnementales post-natales liées a la prise en charge réanimatoire de
ces nouveau-nés prématurés mais également liées a 1’exposition a des contaminants aériens (polluants,
tabagisme passif, agents infectieux). Ainsi, les enfants survivants de DBP ont une tendance augmentée
a développer un phénotype de broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) a long terme. A
ce phénomene se surajoute la forte prévalence du tabagisme (environ 30%) chez les jeunes adultes de

18-22 ans anciens prématurés qui accélere le déclin de la fonction respiratoire (26,31).

4.2.2. « Asthme » et wheezing

Il existe une augmentation importante du taux de toux chronique et wheezing chez les enfants en age
préscolaire et scolaire nés prématurés, et surtout chez ceux ayant eu une DBP ou une ventilation
mécanique (27). La prévalence de symptomes proches de 1’asthme est également augmentée dans cette
population, avec une hyperréactivité des voies aériennes qui touche jusqu’a 50-60% des adolescents
avec antécédent de DBP. La physiopathologie de cet « asthme » n’est pas clairement établie mais les
mécanismes sont différents de ceux de l’asthme allergique. En effet, le NO expiré, marqueur
d’inflammation a éosinophiles dans I’asthme allergique, est normal chez les enfants avec DBP et la
réponse aux bronchodilatateurs f2-agonistes est réduite (27). L’altération de croissance des voies
aériennes serait possiblement & 1’origine de ces symptomes respiratoires qui ne semblent pas
s’amender avec 1’age.

Le risque d’ « asthme » ou wheezing est inversement corrélé avec 1’dge gestationnel. Ainsi, dans une
récente méta-analyse européenne, les nouveau-nés prématurés nés avant 28 SA avaient un risque élevé
de wheezing préscolaire (OR 3,87 ; IC 95% [2,7-5,53]) ou d’ « asthme » entre 5 et 10 ans (OR 2,92 ;
IC 95% [1,84-4,62]), et ce risque persistait en cas de prématurité modérée (32). De méme, dans 1’étude
EPICure, 25% des nouveau-nés extrémes prématurés nés avant 26 SA avaient des symptomes
d’ « asthme » a I’age de 11 ans contre seulement 13% (p<0,001) des contrdles nés a terme (30). Enfin,
I’étude francaise EPIPAGE 1 a confirmé ces résultats et a montré que les enfants prématurés nés avant
33 SA avaient plus de crises d’« asthme » dans les 12 derniers mois (19,5% versus 8,8% ; p<0,05) et

de toux chronique a 5 ans (10,3% versus 6,7% ; p<0,05) que les enfants nés a terme (33).

4.2.3. Altération des défenses pulmonaires

Selon I’étude de cohorte EPIPAGE 1, sur les 376 nouveau-nés prématurés nés avant 29 SA, 178
(47,3% ; IC 95% [42,3-52,4%]) ont été réhospitalisés au moins une fois dans les 9 mois qui ont suivi
la sortie d’hospitalisation en néonatalogie. Parmi eux, 55% ont été hospitalisés au moins une fois pour
troubles respiratoires. De plus, ce taux d’hospitalisation était plus élevé pour les enfants avec une DBP
(OR 2,2 ; IC 95% [1,3-3,7]), ceux sortis d’hospitalisation initiale entre aott et octobre (OR 2,5 ; IC
95% [1,2-5,1]) ou entre novembre et janvier (OR 3,2 ; IC 95% [1,5-6,8]) et ceux vivants avec des
enfants de moins de 6 ans (OR 3,4 ; IC 95% [1,6-7,5]) du fait du risque infectieux supérieur (34).

En effet, les nouveau-nés prématurés ont une susceptibilit¢ augmentée aux infections respiratoires

méme communes qui peuvent étre responsables d’une morbidité sévere voire du déces. Les études

23



épidémiologiques et animales ont montré que la DBP augmente la susceptibilit¢ aux lésions

pulmonaires viro-induites avec des anomalies de réponse inflammatoire (35,36).

4.2.4. Intolérance a I’exercice
Les enfants ayant eu une DBP ont une diminution des performances a 1’exercice du fait d’un défaut
d’adaptation ventilatoire et d’une diminution des échanges gazeux (27).
Par ailleurs, une étude sur des enfants anciens prématurés agés de 7 a 14 ans ayant eu une DBP a mis
en évidence une hypoxémie dans 60% des cas lors du pic d’activité avec une augmentation
concomitante de la capnie, reflet d’une hypoventilation alvéolaire en lien avec 1’absence
d’augmentation du volume courant lors de I’exercice (37).

Il existe également chez ces enfants un risque de bronchoconstriction induite par 1’exercice (36).

4.3. Complications neuro-développementales

Les enfants nés prématurés avec DBP ont un risque plus élevé de paralysie cérébrale et de retard des
fonctions motrices et cognitives en comparaison a des contrdles apparié¢s sur 1’Age gestationnel (38).
De plus, une étude de cohorte récente a mis en évidence que I’HTP-DBP est un facteur de risque
indépendant de quotient intellectuel inférieur a 70 a ’4ge de 3 ans chez des anciens prématurés nés
avant 28 SA (39). Enfin, un lien a été fait entre ventilation mécanique prolongée > 28 jours ou
hospitalisation prolongée apres 43 SAC et altération du développement neuro-psychomoteur chez les
enfants nés prématurés (40).

L’usage précoce (premicre semaine de vie) des corticoides systémiques est ¢galement responsable
d’un défaut de croissance du périmétre cranien (PC) et d’'une augmentation du risque de paralysie

cérébrale (41).
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5. Prise en charge thérapeutique
5.1. Thérapeutiques actuelles de 1a DBP
5.1.1. Surfactant

eéme

Le surfactant endogéne est synthétisé par les pneumocytes de type II des la 20™ semaine
d’aménorrhée. Il est composé majoritairement de phospholipides et de protéines et joue un role
primordial d’agent tensio-actif de la surface alvéolaire dés la premiére respiration, ce qui maintien une
capacité résiduelle fonctionnelle, limite le travail respiratoire et améliore les échanges gazeux.

La maladie des membranes hyalines (MMH) est due a une insuffisance quantitative ou qualitative de
surfactant, et se manifeste par une détresse respiratoire aigué a la naissance. Elle survient
préférentiellement chez le nouveau-né prématuré et son incidence est inversement proportionnelle a
I’age gestationnel.

Une méta-analyse de la Cochrane a mis en évidence que I’instillation prophylactique de surfactant par
intubation endotrachéale chez les nouveau-nés a risque de MMH augmentait le risque de lésions
pulmonaires ou de déces en comparaison de la mise en place d’une pression positive continue nasale
(PPCN) pour stabiliser le nouveau-né puis I’instillation sélective de surfactant chez les nouveau-nés
ayant une MMH (RR 1,13 ; IC 95% [1,02-1,25]) (42). Ainsi, ’administration précoce (avant H2 de
vie) de surfactant exogéne animal en cas de MMH permettait une amélioration rapide de 1’état
respiratoire, diminuait significativement la mortalité néonatale (RR 0,68 ; IC 95% [0,57-0,82]) et le
critére composite déces ou DBP a J28 (RR 0,83 ; IC 95% [0,77-0,9]) (43).

Concernant le mode d’administration, depuis quelques années plusieurs techniques ont été
développées qui visent a réduire au minimum la durée d’intubation (méthode INSURE (/ntubation
SURfactant Extubation)) ou qui se passent complétement de I’intubation comme la méthode LISA
(Less Invasive Surfactant Therapy) qui consiste a injecter le surfactant exogéne dans la trachée via un
cathéter de petit diametre et sous ventilation par PPCN. Une méta-analyse récente portant sur prés de
6000 nouveau-nés prématurés de < 33 SA a montré que I’instillation de surfactant par méthode LISA
permettait une diminution significative du risque de DBP ou déces a 36 SAC (OR 0,49 ; IC 95% [0,3-
0,79]), du risque de DBP seule (OR 0,53 ; IC 95% [0,27-0,96]) et du risque d’hémorragie intra-
ventriculaire (HIV) séveére (OR 0,44 ; IC 95% [0,19-0,99]) en comparaison de la ventilation
mécanique. Dans cette étude, la méthode LISA semble étre la meilleure stratégie et elle se place donc
comme alternative a la méthode INSURE qui nécessite une intubation suivie par une extubation

eéme

rapide. La méthode INSURE apparait donc comme la 2°™ meilleure option (44).
Les recommandations européennes (45) et de I’American Academy of Pediatrics (AAP) (46) sont donc
la mise en place d’une PPCN précoce et I’instillation rapide de surfactant (200 mg/kg) pour les enfants

avec tableau de MMH.
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5.1.2. Techniques de ventilation
Quel que soit le mode ventilatoire utilisé, les objectifs principaux sont de limiter les traumatismes sur
le poumon (volotraumatismes et barotraumatisme), maintenir une capacité résiduelle fonctionnelle

optimale et assurer une bonne synchronisation patient-respirateur.

5.1.2.1.  Non invasives

Il a clairement ét¢é démontré que la ventilation mécanique est responsable de Iésions pulmonaires
barotraumatiques (1ésions causées par des pressions ¢élevées) et volotraumatiques (Iésions causées par
des volumes importants) qui sont responsables d’un étirement tissulaire excessif avec rupture
alvéolaire et altération de I’épithélium respiratoire conduisant a un cedéme et de 1’inflammation (47).
Pour ces raisons, des supports ventilatoires non invasifs ont ét¢ mis au point afin de limiter la
morbidité néonatale en lien avec la ventilation mécanique.

La PPCN seule n’a pas montré d’efficacité pour la diminution du risque de DBP. En effet, dans 1’étude
SUPPORT qui a étudié 1316 nouveau-nés prématurés entre 24 et < 28 SA, le taux de DBP/déces
n’était pas significativement différent entre les groupes PPCN et intubation pour instillation de
surfactant (48). Mais, comme démontré précédemment, la PPCN précoce associée a 1’instillation
sélective de surfactant a ’aide d’une technique moins invasive (méthode LISA) ou avec une
intubation courte (méthode INSURE) diminue de fagon significative le risque de DBP/déces (43,44).
L’autre mode de ventilation non invasive fréquemment utilisé en unités de soins intensifs néonataux
est la ventilation nasale & pression positive intermittente (VNPPI) qui consiste & appliquer une
pression inspiratoire positive a une fréquente réglée via une interface nasale. Elle peut étre
synchronisée ou non synchronisée a la respiration spontanée du patient. Les différents essais
randomisés controlés qui ont comparé I'utilisation de la PPCN versus la VNPPI n’ont pas mis en
évidence de différence significative pour la diminution de ’incidence du critére composite DBP/déces
(49). Ces résultats ont été confirmés dans un essai randomisé contrdlé multicentrique qui a comparé la
VNPPI a la PPCN chez 1009 nouveau-nés prématurés de moins de 1000g et < 30 SA nécessitant un
soutien ventilatoire dans les 28 premiers jours de vie. Le taux de survie a 36 SAC sans DBP n’était pas
significativement différent entre les groupes (38,4% versus 36,7% ; p=0,56) (50). Cependant, il serait
intéressant d’effectuer des essais randomisés contrdlés comparant la VNPPI a la ventilation invasive

pour la réduction du risque de DBP.

5.1.2.2.  Invasives
Bien que les recommandations actuelles tendent a limiter le recours a l’intubation en premicre
intention, il semblerait que preés de 50% des nouveau-nés prématurés placés sous PPCN juste apres la
naissance sont intubés secondairement pour des apnées ou une détresse respiratoire (51). Le choix
d’une ventilation invasive la plus performante et la moins délétére possible pour le poumon du

nouveau-né prématuré est donc primordial.

26



5.1.2.2.1. Synchronisation

L’utilisation d’une ventilation synchronisée sur la fréquence respiratoire du nouveau-né ventilé est
possible et recommandée. Selon les respirateurs utilisés, le dispositif de détection est différent :
variation de débit ou de pression, ou encore électromyogramme diaphragmatique dans le mode NAVA
(Neurally Adjusted Ventilatory Assist).

Une méta-analyse de la Cochrane a mis en évidence que I’utilisation d’une ventilation synchronisée
dans les services de soins intensifs de néonatologie diminuait de fagon significative le risque de
pneumothorax (RR 0,69 ; IC 95% [0,51-0,93]) et la durée de ventilation mécanique (différence
moyenne = -38,3 heures ; IC 95% [-53,9 a -22,69]) en comparaison d’une ventilation invasive non
synchronisée. Cependant, les auteurs n’ont pas mis en évidence d’effet significatif sur I’incidence de

la DBP (52).

5.1.2.2.2. Mode volume ou pression-controlé(e)

La ventilation en volume-contr6lé est une alternative a la ventilation en pression-contrélée plus
largement utilisée en néonatologie et qui consiste a régler une pression d’insufflation fixe. La
ventilation en volume-contrdlé consiste a régler un volume courant cible et le respirateur régulera la
pression inspiratoire a chaque cycle, toujours en dessous d’un seuil maximal réglé, afin de délivrer ce
volume courant cible. La pression inspiratoire n’est donc pas fixe mais varie a chaque cycle et
s’adapte a 1’évolution de la compliance pulmonaire. Ce mode de ventilation limiterait donc le risque
de volotraumatisme et la surdistension pulmonaire mis en jeu dans le développement de la DBP (53).
Une méta-analyse de la Cochrane comparant ces 2 modes de ventilation a montré que 'utilisation du
mode volume-contrdlé permettait une diminution significative du critére composite déces ou DBP (RR
0,73 ; IC 95% [0,59-0, 89]). Il permettait également une diminution significative du risque de
pneumothorax (RR 0,52: IC 95% [0,31-0,87]), de la durée moyenne de ventilation (différence
moyenne = -1,35 ; IC 95% [-1,83 & -0,86]), du risque d’hypocapnie (RR 0,49 ; IC 95% [0,33-0,72]) et
du risque combiné de leucomalacie périventriculaire ou de HIV séveére (RR 0,47 ; IC [95% 0,27-0,80])
(54).

5.1.2.2.3. Ventilation non conventionnelle ou haute fréquence

La ventilation a haute fréquence (VHF) a ét¢ développée dans le but d’éviter les lésions
barotraumatiques causées par les larges variations de pression dans la ventilation conventionnelle a
pression positive intermittente mais également volotraumatique en diminuant les forces de
cisaillement par diminution des variations du volume alvéolaire. Elle consiste a ventiler avec un
volume courant trés faible et une fréquence respiratoire trés rapide supérieure a 5 Hz (300 cycles/min).
Le volume courant est généré de manicre différente selon le type de VHF : soit par interruption du
débit a haute fréquence, soit par oscillation d’'une membrane ou d’un piston (ventilation par oscillation
a haute fréquence (OHF)) (53).

Une méta-analyse de la Cochrane étudiant plus de 4000 enfants n’a pas mis en évidence de différence

de mortalité a J28 ou au terme corrigé entre ventilation par OHF et ventilation conventionnelle.
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Concernant le risque de DBP, il était significativement réduit dans le groupe OHF (RR 0,86 ; IC 95%
[0,78-0,96]) mais cet effet n’était pas constant entre les études. Le risque de pneumothorax ou
d’emphyseéme pulmonaire interstitiel était plus fréquent dans le groupe OHF (RR 1,19 ; IC 95% [1,05-
1,34]), alors que celui de rétinopathie du prématuré (retinopathy of prematurity ou ROP) était diminué
(RR 0,81 ; IC 95% [0,70-0,93]). Enfin, les auteurs n’ont pas mis en évidence de différence pour le
risque de HIV sévere ou de leucomalacie périventriculaire entre les 2 groupes, ni concernant le
développement neurologique a long terme. En conclusion, la ventilation par OHF ne peut actuellement
pas étre recommandée en premieére intention pour la prise en charge ventilatoire des nouveau-nés
prématurés a risque de DBP du fait du risque plus important de pneumothorax et d’un bénéfice encore
incertain sur le développement d’une DBP (55). Elle reste, a I’heure actuelle, un mode de ventilation

de sauvetage pour les enfants les plus séveres.

5.1.2.2.4. Neurally Adjusted Ventilatory Assist (NAVA)
La ventilation en mode NAVA est une nouvelle technique de ventilation synchronisée qui utilise
comme dispositif de détection du mouvement inspiratoire du patient ventilé le signal
électromyographique (dépolarisation) du diaphragme. Une sonde nasogastrique au bout de laquelle
sont placées des électrodes va étre positionnée de fagon précise a proximité du diaphragme et les
électrodes vont ainsi enregistrer 1’activité électrique du diaphragme. La ventilation délivrée (en
pression) sera proportionnelle a 1’activité électrique du diaphragme. Ce mode de ventilation permet
une meilleure synchronisation patient-machine et une assistance proportionnelle aux besoins du
patient en réduisant le délai de déclenchement du ventilateur. Il permet également de limiter les
lésions pulmonaires liées a la ventilation car le volume courant, la pression moyenne et la fréquence
respiratoire sont variables a chaque cycle respiratoire du patient.
Il existe peu d’études comparant la NAVA et la ventilation conventionnelle chez le nouveau-né
prématuré. Parmi les quelques essais réalisés, il semblerait que la NAVA permette une diminution de
la pression inspiratoire positive, de la FiO2 et qu’elle améliore la décarboxylation (56,57).
Une méta-analyse de la Cochrane portant sur un seul essai randomisé-contr6lé n’a pas mis en évidence
de différence entre la NAVA et la ventilation conventionnelle sur la durée de ventilation ni sur le taux
de DBP, pneumothorax ou HIV (58).
Des essais randomisés-controlés de plus grandes tailles sont donc nécessaires afin de juger de I’intérét
de la NAVA pour la prévention du risque de DBP chez le nouveau-né prématuré.
Le mode NAVA peut également étre utilisé en ventilation non invasive (VNI). Il n’existe pas a ce jour
d’études de I’effet de la VNI NAVA sur I’incidence de la DBP mais il pourrait étre intéressant dans la
prise en charge ventilatoire initiale pour éviter le recours a I’intubation ou en relai de la ventilation

invasive pour diminuer la durée d’intubation.
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5.1.2.3.  Hypercapnie permissive

Des études observationnelles de nouveau-nés prématurés exposés a une hyperventilation ont montré
que ces enfants étaient plus a risque de DBP du fait de la ventilation trop importante (59,60) et
d’atteintes neurologiques suite a I’hypocapnie (leucomalacie périventriculaire et paralysie cérébrale)
(61,62). De 1a est né le concept d’hypercapnie permissive qui consiste a limiter volontairement les
paramétres de ventilation du patient et tolérer une capnie élevée afin de limiter les 1ésions pulmonaires
volotraumatiques.

Elle a été largement étudiée chez 1’adulte mais peu d’études randomisées contrdlées existent chez le
nouveau-né prématuré. Une méta-analyse de la Cochrane portant sur 2 essais n’a pas mis en évidence
d’effet de ’hypercapnie permissive sur la diminution de ’incidence du critére composite déces ou
DBP a 36 SAC (RR 0,84 ; IC 95% [0,54-1,31]) ni sur la diminution des HIV sévéres ou la
leucomalacie périventriculaire. Le développement neurologique a long terme n’avait pas été étudié
(63). Plus récemment, Thome et al ont confirmé ces résultats lors d’un essai randomisé-controlé
multicentrique (essai PHELBI) étudiant les effets de ’hypercapnie permissive entre J1 et J14 de vie
chez 359 nouveau-nés prématurés avant 29 SA et avec un poids de naissance compris entre 400 et
1000 grammes. L’étude a été stoppée apres une analyse intermédiaire qui ne montrait pas d’effet
significatif de I’hypercapnie permissive pour le critére composite déceés ou DBP modérée a sévere a 36
SAC en comparaison du groupe controle (36% versus 30% ; p=0,18). Les auteurs n’ont également pas
montré de différence pour la mortalité, les HIV, la ROP (64) ni le développement neurologique a 2 ans

d’age corrigé (65).

5.1.3. Oxygénothérapie

L’0, est un des principaux facteurs de risque de développement d’une DBP. Il est responsable de la
production d’espéces réactives de 1’oxygeéne (Reactive Oxygen Species ou ROS) dont les radicaux
libres qui vont entrainer un stress oxydant important au sein du poumon immature ce qui perturbe de
maniére important les différents signaux de facteurs de croissance, la structure de la matrice
extracellulaire, le développement alvéolaire et induit de 1’apoptose (18). Dans les modeles animaux,
I’hyperoxie aggrave les 1ésions pulmonaires, participe au remodelage vasculaire pulmonaire et induit
un arrét de la croissance alvéolaire au stade sacculaire (7). L’O, est également toxique pour la rétine
du prématuré né avant 32 SA puisqu’il participe au développement d’une rétinopathie avec le
développement anormale de la microvascularisation pouvant entrainer un décollement de rétine. On
estime qu’environ la moitié des nouveau-nés prématurés avant 28 SA développe une ROP, tout stade
confondu. L’administration d’O, doit donc étre prudente chez le nouveau-né prématuré, et ce dés la
salle de naissance.

Il n’existe pas de recommandations précises sur les cibles de SaO, mesurée a 1’aide d’un oxymetre de
pouls chez le nouveau-né prématuré. Cependant, une méta-analyse de 5 essais randomisés-controlés
(4911 nouveau-nés prématurés < 28 SA) comparant des valeurs cibles basses de Sa0, (85-89%) a des
valeurs cibles hautes de SaO, (91-95%) a montré qu’une SaO, basse ¢était responsable d’une

augmentation significative de la mortalité durant ’hospitalisation initiale ou lors du suivi jusqu’a 18-
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24 mois (RR 1,41 ; IC 95% [1,14-1,74]) et du risque d’entérocolite ulcéro-nécrosante (RR 1,25 ; IC
95% [1,05-1,49]). Elle permettait cependant la diminution significative du risque de ROP sévére (RR
0,74 ; IC 95% [0,59-0,92]). Les auteurs n’ont pas mis en évidence de différence sur la survenue de
lésions cérébrales ni sur la DBP (RR 1,25 ; IC 95% [1,05-1,49]). En conclusion, ils recommandaient
des valeurs cibles de SaO, entre 90-95% pour les enfants de < 28 SA et jusqu’a 36 SAC (66,67).

Une fois la DBP établie, les enfants atteints sont souvent sujets a des acces d’hypoxie. Or, I’hypoxie
active la prolifération des CMLV pulmonaires et est un puissant activateur de la vasoconstriction
pulmonaire. Lutter contre cette hypoxie locale ou diffuse via une oxygénothérapie réduit la
néomuscularisation des petites artéres pulmonaires et la réactivité vasculaire qui caractérisent 1’atteinte
vasculaire de la DBP et peuvent conduire & ’HTP-DBP (9). Ainsi, plusieurs auteurs recommandent,
une fois le terme atteint, une valeur cible de SaO, supérieure & 92% voire 95% chez les enfants avec

DBP établie et donc a risque d’HTP-DBP (9,36,68).

5.1.4. Nutrition et apports hydriques
5.1.4.1.  Nutrition

Les enfants atteints de DBP ont une augmentation de leur métabolisme de base en lien avec un travail
respiratoire augmenté, une inflammation chronique et une iatrogénie importante (diurétiques,
corticothérapie, restriction hydrique). Leur croissance staturo-pondérale est souvent inférieure a celle
des nouveau-nés sans DBP. Or, le retard de croissance intra- et extra-utérin sont des facteurs de risque
de DBP (51,69). En effet, des études expérimentales ont montré qu’une nutrition insuffisante dans un
contexte d’hyperoxie majorait le risque de DBP (70). Mataloun et al ont étudié les effets de la
restriction nutritionnelle chez un modele de lapin broncho-dysplasique aprés exposition a [’hyperoxie,
et ils ont montré que la dénutrition amplifiait les changements d’architecture pulmonaire induits par
I’hyperoxie (71). Enfin, Zana-Taieb et al ont mis en évidence un arrét de 1’alvéolisation a J21 dans un
modele de ratons RCIU suite a régime maternel pauvre en protéines tout au long de la gestation (72).
Par conséquent, les besoins caloriques chez ces enfants sont 15-25% plus élevés avec des apports
énergétiques recommandés >130kcal/kg/j surtout lors des phases d’instabilité. Pour ce faire, ’AAP
recommande d’utiliser des formules enrichies ou d’enrichir le lait maternel jusqu’a 6 mois de vie.
Concernant les apports protidiques, ils sont nécessaires pour une bonne croissance pulmonaire et pour
la réparation tissulaire pulmonaire dans ce contexte de DBP. Les apports recommandés sont donc
¢levés, autour de 3,5-4,2g/kg/j apres la premicre semaine de vie (3,51).

Depuis quelques années, la recherche s’est intéressée aux acides gras polyinsaturés a chaines longues
et surtout a 1’acide docosahexaénoique (DHA) qui appartient aux oméga-3 et posseéde des propriétés
anti-inflammatoires. Les mod¢les animaux de supplémentation de 1’alimentation en DHA ont montré
une diminution des lésions pulmonaires induites par I’hyperoxie chez le raton broncho-dysplasique
(73), ainsi qu’une diminution de l’infiltration cellulaire inflammatoire dans les poumons de ratons
broncho-dysplasiques issus de meres ayant été supplémentées en DHA pendant la gestation (74).
Cependant, les études cliniques actuelles n’ont pas confirmé ces résultats. En effet, une méta-analyse

réalisée en 2014 (7 études, 1156 patients) n’a pas montré d’effet bénéfique sur la diminution de
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I’incidence de la DBP chez les nouveau-nés prématurés < 32 SA (RR 0,88 ; 1C95 [0,74-1,05]) (75).
Un essai randomisé-controlé avec 1273 nouveau-nés prématurés de < 29 SA ayant recu une
alimentation entérale enrichie en DHA versus placebo a montré une augmentation de 1’incidence de la
DBP dans le groupe DHA (RR 1,13 ; IC 95% [1,02-1,25]) et du critére composite décés ou DBP avant
36 SAC (RR 1,11 ; IC 95% [1-1,23]) (76). Enfin, un essai randomisé-contr6lé de phase 3 est en cours
au Canada (MOBYDIck Trial) afin de déterminer si la supplémentation maternelle en DHA des méres

allaitantes diminue la survie sans DBP a 36 SAC chez des nouveau-nés prématurés < 30 SA (77).

5.1.4.2.  Apports hydriques
Concernant les apports liquidiens, aucune étude n’a mis en évidence de lien entre restriction des
liquides et diminution de I’incidence de la DBP (78). Par conséquent, les apports hydriques doivent
étre suffisants pour fournir les nutriments et calories nécessaires a une croissance pondérale
harmonieuse et étre adaptés aux pertes de I’enfant. Les recommandations sont généralement entre 130-

150ml/kg/j apres J4 de vie (51).

5.1.5. Prise en charge d’un canal artériel persistant

Environ 70% des nouveau-nés prématurés avant 28 SA ont un CAP. L’effet pathologique de ce canal
dépend de I'important du shunt gauche-droit qu’il entraine. Initialement, il va é&tre responsable
d’cedéme et d’hémorragie pulmonaires en lien avec une augmentation du débit sanguin pulmonaire.
Paralléelement a ce phénomene, il va y avoir une augmentation simultanée du débit lymphatique
pulmonaire qui va compenser I’excés de passage de fluides et de protéines dans le poumon.
Cependant, il arrive fréquemment que ce systéme de drainage soit dépass¢, alors I’cedéme pulmonaire
augmente de maniére importante et altere la fonction du surfactant. Il est alors souvent nécessaire de
majorer les parametres ventilatoires ce qui augmente le risque de DBP. Il n’existe cependant pas a ce
jour d’essai clinique ayant prouvé le lien entre CAP et DBP (79).

Un modéle expérimental de babouins prématurés congu pour étudier les effets du CAP sur 1’évolution
de la DBP a mis en évidence que la fermeture médicamenteuse d’un CAP apres 2 semaines de vie
permettait une amélioration de la mécanique pulmonaire et une augmentation de la croissance
alvéolaire. Cependant, il semblerait que ces effets étaient en lien avec I’ibuproféne et non la fermeture
du CAP. En effet, ’'ibuproféne permet d’une part, I’augmentation de I’expression de canaux sodiques
ENaC (Epithelial Na* channel) qui augmentent la clairance hydrique pulmonaire et d’autre part,
I’ibuproféne posséde des propriétés anti-inflammatoires qui améliorent la croissance pulmonaire
distale (80). A I’inverse, il a été montré que la fermeture chirurgicale du CAP chez ce méme modele
de babouins était responsable d’une morbidité néonatale par altération de I’expression de genes
impliqués dans 1’angiogenese, augmentation de I’expression de médiateurs pro-inflammatoires et

diminution de I’expression des canaux ENac (81).

31



5.1.6. Corticoides
5.1.6.1.  Corticothérapie anténatale

La corticothérapie anténatale est recommandée chez toute femme enceinte a risque d’accouchement
prématuré avant 34 SA depuis 1994 car il a ét¢ montré qu’elle diminue significativement la mortalité
et morbidité néonatales. Ces résultats ont a nouveau été prouvés dans la méta-analyse de la Cochrane
en 2017 qui a montré que la corticothérapie anténatale par bétaméthasone ou déxaméthasone en
comparaison a un placebo était significativement associée a une diminution de la mortalité périnatale
(RR 0,72 ; IC 95% [0,58-0,89]) et néonatale (RR 0,69 ; IC 95% [0,59-0,81]), de I’incidence de MMH
(0,59 ; IC 95% [0,56-0,77]), des HIV (RR 0,55 ; IC 95% [0,4-0,76]), d’entérocolite ulcéro-nécrosante
(RR 0,5 ; IC 95% [0,32-0,78]), des besoins en ventilation mécanique (RR 0,68 ; IC 95% [0,56-0,84])
et des infections systémiques précoces avant 48h de vie (RR 0,6 ; IC 95% [0,41-0,88]). Les auteurs
n’ont cependant pas mis en évidence d’effet de la corticothérapie anténatale sur la DBP (RR 0,86 ; IC
95% [0,42-0,79]) (82).

Dans une méta-analyse récente, Sotiriadis et al ont montré que la corticothérapie anténatale avait
également un effet sur le développement neurologique a long terme avec une diminution significative
du risque de paralysie cérébrale (RR 0,68 ; IC 95% [0,56-0,82]), de handicap sévere (RR 0,79 ; IC
95% [0,73-0,85]) et d’index de développement psychomoteur < 70 (RR 0,829 ; IC 95% [0,737-0,933])
ainsi qu’une augmentation significative de la survie sans séquelle (RR 1,19 ; IC 95% [1,06-1,33]). Les
auteurs ont ensuite mis en évidence une supériorité de la bétaméthasone sur la déxaméthasone pour

ces critéres de développement neurologique (83).

5.1.6.2.  Corticothérapie post-natale

L’inflammation, qu’elle soit anténatale (chorioamniotite, rupture prématurée des membranes, ...) ou
postnatale (ventilation mécanique, O, et infections) favorise le développement de la DBP. De plus, les
nouveau-nés prématurés ont une immaturité de 1’axe corticotrope avec une production de cortisol
quasi-nulle avant 23 SA et qui ne devient significative qu’a partir de 30 SA. Avant ce terme, la
synthése de cortisol nécessaire a la survie du feetus est assurée par le placenta. La naissance
prématurée avant 30 SA prive le nouveau-né de cette synthése placentaire et altére sa réponse au stress
(84).

Les glucocorticoides jouent également un rdle important au niveau pulmonaire puisqu’ils accéleérent la
maturation de la structure parenchymateuse, augmente la production de surfactant, améliorent la
compliance pulmonaire, diminuent la perméabilité vasculaire et augmentent la clairance de 1’eau dans
les poumons (4). Il a d’ailleurs été montré que les nouveau-nés prématurés qui développent une DBP
avaient une cortisolémie plus basse durant la premiere semaine vie en comparaison de sujets controles

sains (85).
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5.1.6.2.1. Corticothérapie inhalée

Une méta-analyse récente de la Cochrane a comparé les effets d’une corticothérapie inhalée a un
placebo dans les 2 premieres semaines de vie chez 1088 nouveau-nés prématurés pesant moins de
1500 grammes a la naissance. Les auteurs ont mis en évidence une diminution significative de
I’incidence de la DBP a 36 SAC chez les survivants (RR 0,76 ; IC 95% [0,63-0,93]) ainsi que du
critére composite déces ou DBP a 36 SAC (RR 0,86 ; IC 95% [0,75-0,99]). 1l n’a pas ét¢ montré de
différence pour les complications a court terme (hypertension artérielle systémique, hyperglycémie,
perforations digestives, infections) ni pour les effets indésirables sur le développement neurologique
(86).

Cependant, 2 autres méta-analyses de la Cochrane qui ont comparé les corticoides systémiques aux
corticoides inhalés pour la prévention (avant J7) et pour le traitement (apreés J7) de la DBP n’ont pas
montré de bénéfices supérieurs des corticoides inhalés sur les corticoides systémiques pour 1’incidence
de la DBP a J28 et a 36 SAC ni pour la mortalité. A ’inverse, les corticoides inhalés dans la premicre
semaine de vie allongeaient la durée moyenne de ventilation (différence moyenne = 4 jours ; IC 95%
[0,2-8]) ainsi que la durée d’oxygénodépendance (différence moyenne = 11 jours ; IC 95% [2-20]).
Les auteurs n’ont pas mis en évidence de différence significative sur le développement neurologique a
I’age de 7 ans dans les 2 études. En conclusion, les corticoides inhalés ne peuvent étre recommandés

pour la prise en charge préventive ou curative des nouveau-nés a risque de DBP (87,88).

5.1.6.2.2. Corticothérapie systémique
5.1.6.2.2.1. Précoce (<J8)

Une méta-analyse de la Cochrane portant sur 29 essais (3750 enfants) a montré que les corticoides
systémiques dans la premiére semaine de vie permettaient une diminution significative du taux de
DBP a J28 (RR 0,87 ; IC 95% [0,81-0,93]) et 36 SAC (RR 0,79 ; IC 95% [0,71-0,88]), du critére
composite déceés ou DBP J28 et 36 SAC, du taux de CAP, de ROP et d’échec d’extubation. Les
auteurs ont cependant mis en évidence une augmentation significative des effets indésirables
immeédiats (hémorragies et perforations digestives, hyperglycémie, hypertension artérielle systémique,
cardiomyopathie hypertrophique et retard de croissance) ainsi que des effets néfastes sur le
développement neurologique (retard de développement, paralysie cérébrale (RR 1,45 ; IC 95% [1,06-
1,98]) et examen neurologique anormal). L’analyse par sous-groupe selon le type de corticoides a
montré des effets bénéfiques comme néfastes plus importants avec la dexaméthasone en comparaison
de I’hémisuccinate d’hydrocortisone (HSHC). En conclusion, malgré des effets respiratoires
bénéfiques, la corticothérapie systémique précoce par dexaméthasone ne peut étre recommandée du
fait des complications neurologiques importantes qu’elle entraine (41).

Récemment, 1’é¢tude PREMILOC, essai randomisé-contr6lé multicentrique et en double aveugle a
étudié les effets d’une corticothérapie par HSHC dans les 10 premiers jours de vie chez 523 nouveau-
nés prématurés entre 24 et 27+6 SA. Les auteurs ont mis en évidence une augmentation significative

de la survie sans DBP a 36 SAC dans le groupe traité versus groupe placebo (OR 1,48 ; IC 95% [1,02-
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2,16] ; p=0,04) ainsi qu’une augmentation du nombre de patients extubés (OR 2,07 ; IC 95% [1,42-
3,02]) et du nombre de patients sevrés en O, a 36 SAC (OR 1,31 ; IC 95% [1,02-1,68]). Ils n’ont pas
montré de différence pour les effets indésirables a court terme ni pour la croissance du PC a 36 SAC.
Apres ajustement sur 1’age gestationnel, les auteurs ont montré une diminution du taux de décés avant
la sortie dans le groupe 26-27 SA (ORa 0,45 ; IC 95% [0,22-0,91]) mais cependant une augmentation
du nombre de sepsis tardifs avant la sortie dans le groupe 24-25 SA (ORa 1,87 ; IC 95% [1,09-3,21])
(89). Une seconde étude, menée par la méme équipe et sur la méme cohorte de patients, a évalué les
effets de la corticothérapie précoce par HSHC sur le développement neurologique a 2 ans de vie. 93%
des enfants randomisés initialement ont pu étre évalués (194/266 dans le groupe traité et 185/257 dans
le groupe placebo). Les auteurs n’ont pas mis en évidence de différence sur la survie sans anomalie du
développement neurologique, avec des anomalies 1égeres ou avec des anomalies modérées a séveres.
Le quotient de développement global n’était pas significativement différent entre les groupes, ni
I’incidence de paralysie cérébrale ou tout autre anomalie majeure du développement neurologique
(84). Ces nouveaux résultats, s’ils sont confirmés par d’autres études, pourraient impacter la prise en

charge préventive de la DBP chez les nouveau-nés prématurés.

5.1.6.2.2.2. Tardive (>J7)

La derniére méta-analyse de la Cochrane (21 essais; 1424 enfants) a montré que les corticoides
systémiques apres J7 de vie, en comparaison a un placebo, permettaient une diminution de la mortalité
néonatale (jusqu’a J28) (RR 0,4 ; IC 95% [0,28-0,85]), ainsi que du taux de DBP a J28 (RR 0,87 ; IC
95% [0,81-0,94]) et 36 SAC (RR 0,77 ; IC 95% [0,67-0,88]). Les corticoides diminuaient également le
risque d’échec d’extubation a J3, J7 et J28, ’oxygénothérapie au domicile et le critére composite
déces ou DBP a J28 et 36 SAC. Cependant, ils étaient responsables d’une augmentation du taux
d’effets indésirables a court terme ainsi que d’une augmentation significative du taux de ROP (RR
1,38 ; IC 95% [1,07-1,79]). Le taux de paralysie cérébrale n’était pas différent entre les 2 groupes ni le
critére composite décés ou paralysie cérébrale. La majorité des essais étudiés portaient sur la
dexaméthasone. En conclusion, cette étude a mis en avant des effets bénéfiques de la corticothérapie
systémique tardive par dexaméthasone, a savoir une diminution de la mortalit¢é néonatale sans
augmentation des effets indésirables neurologiques mais également un risque important d’effets
indésirables a court terme qui nécessite une utilisation prudente et restreinte aux enfants les plus
graves qui restent dépendants d’une ventilation mécanique (90).

Deux essais randomisés contrdlés, 1’étude SToP-BPD (91) et une autre conduite par le NIHCD
Network (92), qui étudient les effets d’un traitement tardif par HSHC sur la DBP chez des nouveau-

nés prématurés de moins de 30 SA sont actuellement en cours.

34



5.1.6.2.3. Corticoides et surfactant

Le budésonide est un corticoide qui posséde un effet anti-inflammatoire pulmonaire prolongé car apres
administration, 80% restent dans le poumon pendant environ 8h et I’on retrouve 5 a 10% de
budésonide aprés une semaine de traitement. Il inhibe la synthése de cytokines pro-inflammatoires
mais augmente également I’expression de protéines anti-inflammatoires. Aprés injection intra-
trachéale, seuls 4% du budésonide passent dans la circulation systémique durant les 8 premicres
heures, ce qui diminue de maniére importante le risque d’effets indésirables systémiques (93). Les
é¢tudes expérimentales animales ont montré que ’association du budésonide avec le surfactant en
instillation intra-trachéale permettait une meilleure distribution du budésonide dans le poumon en
comparaison a la nébulisation (94) et que le budésonide permettait une augmentation du recrutement
alvéolaire et de la synthése de surfactant endogéne dans un modele de lapin prématuré en comparaison
au surfactant ou au budésonide seul (95).

Une méta-analyse récente (2 études; 381 nouveau-nés prématurés pesant moins de 1500g a la
naissance) a montré que [Dinstillation concomitante de surfactant et budésonide diminuait
significativement le risque de DBP (RR 0,57 ; IC 95% [0,43-0,76]) ainsi que le critére composite
déces ou DBP (RR 0,6 ; IC 95% [0,49-0,74]) en comparaison au surfactant seul. Les auteurs n’ont pas

mis en évidence de différence pour la mortalité (93).

5.1.7. Bronchodilatateurs
Il existe peu d’études sur 1’intérét des bronchodilatateurs chez le patient bronchodysplasique.
Cependant, a ce jour, l'utilisation d’un traitement par bronchodilatateurs P2-agonistes pour la
prévention de la DBP n’a pas montré de bénéfices supplémentaires (96). De plus, leur usage doit étre
prudent et limité aux enfants avec des signes cliniques ou fonctionnels d’obstruction réversible des
voies aériennes lors des explorations fonctionnelles respiratoires ou en cas d’exacerbations. En effet,
ces traitements peuvent entrainer une réponse paradoxale en cas de trachéo-bronchomalacie associée

(27,68).

5.1.8. Monoxyde d’azote inhalé

Les RVP sont souvent augmentées chez les nouveau-nés atteints de DBP par remodelage des petites
arteres pulmonaire et diminution de la densité vasculaire. Le NO est un puissant vasodilatateur
pulmonaire synthétisé entre autre par les cellules endothéliales et épithéliales pulmonaires. Il inhibe la
prolifération des CML vasculaires et bronchiques (97) et joue un réle important dans I’angiogenése en
stimulant la prolifération et la migration des cellules endothéliales via le VEGF (98,99). Il posse¢de
¢galement des propriétés anti-inflammatoires et plusieurs études animales ont montré que le NO
endogene ou inhalé joue un réle dans la croissance alvéolaire du poumon distal (99-101). Enfin, il a
¢galement été¢ prouvé que I’expression pulmonaire de la NOS, enzyme qui dégrade la L-citrulline en
NO, est diminuée dans les mod¢les animaux de DBP (97,102).

Pour toutes ces raisons, le NOi est une thérapeutique d’intérét pour la prise en charge des nouveau-

nés prématurés a risque de DBP. Cependant, malgré de nombreuses études, il semblerait que le NOi ne
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soit pas efficace pour la prévention de la DBP. En effet, une méta-analyse récente a distingué 3
indications d’utilisation du NOi : hypoxémie précoce dans les 3 premiers jours de vie (8 études ; 958
patients), usage de routine pour pathologie respiratoire (4 études ; 1924 patients) et traitement tardif
apres J3 de vie devant un risque augmenté de DBP (3 études ; 1075 patients). Aucune de ces études

n’a montré d’effet du NOi sur I’incidence de la DBP (103).

5.1.9. Citrate de caféine

La caféine est une méthylxantine utilisée en prévention des apnées centrales du prématuré chez les
nouveau-nés avant 34 SA du fait de ses propriétés activatrices des centres respiratoires (104).

Dans un essai randomisé-contrdlé étudiant les effets de la caféine versus placebo chez 2006 nouveau-
nés prématurés pesant 500 & 1250g, les auteurs ont mis un évidence une diminution significative de
I’incidence de la DBP a 36 SAC (OR 0,63 ; IC 95% [0,52-0,76]) (105). De plus, les auteurs ont
également montré que la caféine améliorait la survie sans handicap neuro-développemental a 18-21
mois d’age corrigé (OR 0,77 ; IC 95% [0,64-0,93]), diminuait le risque de retard du développement
(OR 0,81 ; IC 95% [0,66-0,99]) et diminuait le risque de paralysie cérébrale (OR 0,58 ; IC 95% [0,39-
0,87]) (106). Les mécanismes mis en jeu restent cependant méconnus.

Ainsi, la caféine est recommandée chez les nouveau-nés prématurés de moins de 32 SA avec une dose

de charge de 20mg/kg/j en IV suivie par une dose d’entretien de Smg/kg/j en IV jusqu’a 34 SAC.

5.1.10. Diurétiques

Les diurétiques sont fréquemment prescrits en unités de soins intensifs néonatales chez des nouveau-
nés prématurés hypoxémiques avec cedéme pulmonaire ou en cas de pathologie respiratoire sévére
avec trouble de I’homéostasie hydrique. Le furosémide est un diurétique les plus fréquemment prescrit
du fait de son efficacité rapide mais il n’est pas recommandé a long terme car il posséde de nombreux
effets indésirables (alcalose, hyponatrémie, hypokaliémie, ototoxicité, néphrocalcinose et ostéopénie).
De plus, lorsque I’administration d’un diurétique est répétée plusieurs jours, des mécanismes
d’adaptation hormonale et rénale peuvent limiter la réponse a ce diurétique. L’association de 2
diurétiques avec des sites d’action différents sur le néphron permet donc de dépasser ce mécanisme
adaptatif (68).

Une méta-analyse de la Cochrane (6 études) a montré que 1’association d’un diurétique thiazidique et
de la spironolactone pendant 4 semaines chez des nouveau-nés prématurés aprés 3 semaines de vie
avec une DBP améliorait la compliance pulmonaire et diminuait le recours a un traitement par
furosémide. Les auteurs ont également montré une diminution de la mortalité (RR 0,30 ; IC 95%

[0,009-0,931) (107).
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5.1.11. Macrolides
Ureaplasma urealytica est un germe commensal du tractus génito-urinaire chez I’adulte et il est
I’organisme le plus fréquemment isolé dans la culture de liquide amniotique. On considére qu’environ
28 a 33% des nouveau-nés prématurés avec un poids de naissance < 1500g ont une colonisation du
tractus respiratoire par Ureaplasma (108). De plus, une méta-analyse de 39 études a montré une
association significative entre Ureaplasma et DBP a J28 (OR 3,04 ; IC 95% [2,41-3,83]) ainsi qu’a 36
SAC (OR 2,22 ; IC 95% [1,42-3,47]) (109).
Les macrolides sont des antibiotiques actifs sur les Ureaplasma avec également de puissants effets
immuno-modulateurs et anti-inflammatoires via l’inhibition de la production de cytokines pro-
inflammatoires dans le poumon.
L’érythromycine, en traitement préventif comme curatif n’a pas montré d’effet sur la réduction du
risque de DBP chez les enfants intubés (110).
L’azithromycine est un macrolide de nouvelle génération plus puissant que 1’érythromycine. Des
études faites sur les aspirations trachéales d’enfants intubés ont montré que I’azithromycine entraine
une diminution de la production d’IL-6 et IL-8 par les cellules trachéales (111). Cependant, des essais
cliniques adultes ont montré que I’azithromycine pouvait étre responsable d’épisodes de torsades de
pointe par allongement de 1’espace QT (112). Les méta-analyses réalisés sur la population pédiatrique
ont montré un effet significatif de 1’azithromycine en traitement prophylactique sur la diminution de
I’incidence de la DBP (RR 0,83 ; IC 95% [0,71-0,97]) sans augmentation du nombre d’effets
secondaires imputables au traitement (113,114). Cette méta-analyse a été réalisée a partir de 3 études
dont 2 sur une population de nouveau-nés prématurés ventilés mécaniquement et pesant < 1250g (115)
ou < 1000g (116) a la naissance qui ont regu un traitement par azithromycine 10mg/kg/j pendant 7
jours initié entre J1 et J3 puis Smg/kg/j jusqu’a sevrage de la ventilation mécanique ou de 1’O, (durée

eéme

maximale de traitement 6 semaines). La 3" étude (117) a été réalisée sur une population de nouveau-
nés prématurés avant 32 SA et pesant < 1500g & la naissance qui ont regu a partir de J7 de vie un
traitement par azithromycine 10mg/kg/j pendant 7 jours puis Smg/kg/j pendant 7 jours. Au final, du
fait des données chez [I’adulte, les auteurs recommandaient donc la réalisation d’études
pharmacologiques de qualité avant d’autoriser 1’'usage en routine de 1’azithromycine dans les unités de
soins intensifs de néonatologie.

Enfin, concernant la clarithromycine, il existe encore peu d’études mais un essai randomisé-controlé
versus placebo a étudié¢ I’impact de la clarithromycine sur 1’incidence de la DBP a 36 SAC chez 224
nouveau-nés prématurés pesant entre 750 et 1250g a la naissance. L’incidence de la DBP était

significativement plus bas dans le groupe traité que dans le groupe placebo (OR 27,2 ; IC 95% [2,5-
296,17) (118).
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5.1.12. Palivizumab (Synagis ®)
Le palivizumab est un anticorps monoclonal dirigé contre la glycoprotéine F du VRS (virus syncitial
respiratoire), principal germe a I’origine des décompensations respiratoires séveres chez le nouveau-né
atteint de DBP. Il est recommandé en prophylaxie des infections a VRS chez les enfants de moins de 2
ans atteints d’une pathologie respiratoire chronique. La dose est de 15mg/kg avec une injection
mensuelle pendant la saison du VRS (octobre-avril en général). Il permet une réduction de la morbi-

mortalité liée aux infections & VRS chez ces enfants a haut risque (51,68).

5.1.13. Vaccinations

Le vaccin Prevenarl3® contre le pneumocoque est fortement recommandé chez les nouveau-nés
prématurés et les nourrissons a risque ¢élevé d’insuffisance pulmonaire a 1’age de 2, 3 et 4 mois avec
un rappel a I’age de 11 mois (119).

De la méme fagon, le vaccin saisonnier contre le virus de la grippe est recommandé chez les enfants
avec DBP a partir de I’age de 6 mois avec 2 doses de 0,25mL a 1 mois d’intervalle le premier hiver
puis 1 dose unique les années suivantes (119).

L’entourage proche doit également se mettre a jour pour le vaccin contre la coqueluche et se faire

vacciner contre le virus de la grippe au moins les 2 premiéres années de vie (119).

5.2. Perspectives
5.2.1. Vitamine A
La vitamine A joue un rdle clé¢ dans le maintien de I’intégrité de I’épithélium respiratoire et dans la
régulation de la croissance pulmonaire. Le déficit en vitamine A augmente le risque DBP par défaut de
réparation tissulaire pulmonaire, augmentation de la perte de cellules ciliées et de la métaplasie
squameuse, augmentation de la susceptibilité aux infections et hypoalvéolisation (120). La plus grande

eme

partie du stock en vitamine A se faisant lors du 3™ trimestre, les nouveau-nés prématurés avant 32
SA présentent une carence en vitamine A qui persiste du fait de la perte de la supplémentation
maternelle placentaire, d’apports entéraux faibles dans les premicres semaines de vie et des difficultés
d’administration de la vitamine A par voie IV (formes pharmaceutiques disponibles peu concentrées et
non compatibles avec la limitation des volumes parentéraux liée aux petits poids de ces enfants). Les
recommandations européennes actuelles concernant la supplémentation en vitamine A sont une dose
quotidienne de 1000 a 3300Ul/kg (121).

Une méta-analyse de 10 études (1460 enfants) a comparé les effets d’une supplémentation
intramusculaire (IM) en vitamine A versus placebo sur I’incidence de la DBP. Les auteurs ont montré
que la vitamine A permettait une diminution du critére composite DBP & J28 ou déces en comparaison
a un placebo (RR 0,93 ; IC 95% [0,88-0,99]) et du risque de DBP a 36 SAC (RR 0,87 ; IC 95% [0,77-
0,99]). Ils n’ont pas montré¢ de différence sur le développement neurologique a 18-22 mois d’age
corrigé et n’ont pas rapporté d’effets indésirables en dehors de la douleur causée par les injections IM.

En conclusion, les auteurs laissaient 1’indication d’une supplémentation en vitamine A par voie IM a
9
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I’appréciation des cliniciens qui évalueront la balance bénéfice-risque entre la faible diminution du
risque de DBP et I’acceptabilité d’un traitement par injections IM répétées (122).

Par ailleurs, un essai randomisé-controlé multicentrique est en cours afin d’étudier les effets d’une
administration continue IV de vitamine A durant la premic¢re semaine de vie chez les nouveau-nés

prématurés pesant moins de 1000g sur ’incidence de la DBP a 36 SAC (123).

5.2.2. Inositol
L’inositol ou vitamine B7 est un nutriment essentiel pour la croissance et la survie cellulaire. Au
niveau pulmonaire, il active la maturation de nombreux composants du surfactant. Le lait maternel
contient un fort taux d’inositol et les nouveau-nés a terme ou prématurés proches du terme ont une
syntheése endogene suffisante d’inositol pour remplir leurs besoins nutritionnels, ce qui n’est pas le cas
des nouveau-nés grands prématurés surtout en cas de nutrition parentérale prolongée ou d’allaitement
artificiel (69,124,125). Une méta-analyse récente de la Cochrane a montré que la supplémentation en
inositol chez le nouveau-né prématuré diminuait le risque de déces néonatal (3 études ; n=355 ; RR
0,53 ; IC 95% [0,31-0,91]), de déces avant I’age d’1 an (3 études ; n=355; RR 0,55 ; IC 95% [0,4-
0,77]) ainsi que celui de ROP et de HIV sévéres. Cependant, elle n’a pas montré d’effet de I’inositol
sur I’incidence de la DBP (126). Un essai randomisé-contr6lé multicentrique de phase 3 est en cours
afin de tester les effets d’une supplémentation en inositol chez des prématurés de < 28 SA sur la survie

sans ROP séveére mais également sur 1’incidence de la DBP a 36 SAC (127).

5.2.3. Anti-oxydants
Il existe, chez tout individu sain, une balance entre la production de ROS et leur élimination par les
défenses anti-oxydantes. Cependant, un déséquilibre de cette balance du fait d’un déficit en enzymes
anti-oxydantes et de 1’exposition fréquente a des concentrations importantes d’O, va conduire a la
survenue de certaines pathologies chez I’enfant prématuré telles que la DBP, la ROP, les HIV ou la
leucomalacie périventriculaire. La supplémentation en molécules anti-oxydantes pourrait donc

prévenir le développement de ces pathologies.

5.23.1.  Superoxyde dismutase

L’enzyme superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme anti-oxydante ubiquitaire qui dégrade le
radical superoxyde qui est extrémement toxique en peroxyde d’hydrogéne. Or, I’expression de la SOD
est diminuée dans les modéles animaux de DBP hyperoxique (128,129).

La rhSOD est une enzyme CuZn SOD recombinante humaine testée chez des nouveau-nés prématurés
avec MMH dans le but de prévenir le développement de 1ésions pulmonaires liées au stress oxydatif
(130,131). Cependant, une méta-analyse de la Cochrane incluant 2 essais randomisés-controlés dont
I’un datant de I’¢re pré-surfactant, n’a pas montré de différence pour les critéres de mortalité avant la
sortie, d’oxygénodépendance a J28 et a 36 SAC entre le groupe traité par rhSOD en instillations intra-

trachéales et le groupe placebo (132).
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5.23.2.  N-acétylcystéine
La N-acétylcystéine (NAC) est un précurseur du gluthation, molécule anti-oxydante qui diminue les
lésions causées par le stress oxydatif. Les nouveau-nés prématurés ont un déficit relatif en gluthation
inversement proportionnel a 1’dge gestationnel (69). Les études de supplémentation en NAC chez
I’animal ont montré une diminution des Iésions pulmonaires hyperoxiques (133). Cependant, les
¢tudes cliniques sont moins encourageantes puisqu’une méta-analyse n’a pas mis en évidence d’effet

de la supplémentation en NAC sur le risque de déces a 36 SAC ni sur ’incidence de la DBP (134).

5.2.3.3. Autres
Les essais réalisés sur d’autres molécules anti-oxydantes tel le sélénium (135), la vitamine E (136) ou
les caroténoides (137) n’ont pas mis en évidence d’effet significatif sur la diminution de I’incidence de

la DBP chez le nouveau-né prématuré.

5.2.4. Cellules souches

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont des cellules multipotentes capables d’auto-
renouvellement et différenciation en plusieurs types cellulaires. Elles sont obtenues a partir de la
moelle osseuse hématopoiétique, du cordon ombilical (sang ou gelée de Wharton), du placenta ou du
tissu cutané. Ces cellules ont la capacité de migrer (phénoméne de « homing ») vers un site de lésion
tissulaire afin de le réparer. Elles possedent également des propriétés immunomodulatrices, anti-
inflammatoires, anti-apoptotiques et pro-angiogéniques (138).

Parmi ces CSM, les cellules progénitrices endothéliales (CPE) issues de la moelle osseuse
hématopoiétique ont la capacité de se mobiliser vers les sites de 1ésions vasculaires afin de promouvoir
une néovascularisation. Les études expérimentales (139) suggérent que les CPE circulantes et
pulmonaires sont diminuées dans les modéles animaux de DBP et les études cliniques (140) retrouvent
cette diminution des CPE dans le sang de cordon de nouveau-né prématurés avec DBP modérée a
sévere. Par conséquent, la thérapie cellulaire semble étre une approche prometteuse pour le traitement
et la prévention de la DBP. En effet, plusieurs études animales ont montré que 1’injection de cellules
souches issues de la moelle osseuse hématopoiétique permettait de restaurer les structures alvéolaires
et vasculaires pulmonaires de ratons atteints de DBP aprés exposition a ’hyperoxie (141-143). De
plus, un essai clinique de phase 1 a montré que I’injection intra-trachéale de CSM allogéniques
humaines issues du sang de cordon ombilical chez 9 prématurés a haut risque de DBP permettait une
diminution du taux de DBP modérée a sévere (144). Les auteurs ont publi€ les résultats aprés 2 ans de
suivi de ces enfants et ils n’ont pas mis en évidence d’effets déléteéres sur le développement
neurologique de ces enfants. De plus, il semblerait que le traitement par CSM diminue la morbidité
respiratoire (oxygénothérapie a domicile, asthme, infections respiratoires) et améliore la croissance
pondérale (145).

Récemment, une méta-analyse de 25 essais précliniques sur les effets de la thérapie cellulaire chez le
modéle murin de DBP hyperoxique a montré une augmentation de 1’alvéolisation, une diminution de

I’inflammation et de la fibrose pulmonaires ainsi qu’une augmentation de 1’angiogenése pulmonaire
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indépendamment du type cellulaire utilisé, de la dose injectée, du moyen et du délai d’administration
(146).

Plus que le remplacement cellulaire au sein des tissus 1ésés, le bénéfice de la thérapie cellulaire semble
étre médié par un mécanisme paracrine. En effet, le milieu de culture des CSM est riche en
composants tels que les exosomes qui permettent le transport de protéines ou de matériel génétique
entre les cellules (147). Cela est renforcé par la démonstration d’un faible taux de transplantation
cellulaire dans les tissus 1ésés mais également la mise en évidence in vivo (143) et in vitro (142) que
I’injection du milieu de culture de CSM prévient et/ou restaure la croissance vasculaire et alvéolaire de
ratons exposés a 1’hyperoxie chronique.

L’application de la thérapie cellulaire chez I’humain va nécessiter d’autres études afin de préciser les
condition exactes d’utilisation (voie d’administration, doses, types cellulaires ou milieu de culture,
etc.) et de s’assurer de 1’absence d’effets indésirables graves tel que le risque tumoral. En effet, ce
risque est fortement présent dans la thérapie cellulaire par 2 mécanismes principaux : la transformation
maligne directe des cellules transplantées, surtout en cas de manipulations ultérieures et d’utilisation
de cellules autologues (diminution de la clairance immunologique), ou bien par un effet
immunosuppresseur des cellules transplantées qui favorise la croissance d’une tumeur maligne

préexistante (148).
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5.3. Prise en charge de PHTP-DBP

Les mécanismes histopathologiques a I’origine de ’HTP-DBP sont multiples avec une part « fixe » tel

que le remodelage vasculaire et la diminution de la densité vasculaire qui sont a I’heure actuelle peu
impactés par les thérapeutiques disponibles, et un autre mécanisme plus réversible via les
thérapeutiques vasodilatatrices, qui est I’hyperréactivité vasculaire. De plus, il existe trés peu d’études
de ces traitements en population pédiatrique et beaucoup de recommandations sont tirées d’avis
d’experts a partir des essais réalisés chez 1’adulte. Par conséquent, la prise en charge des enfants
atteints d’HTP-DBP reste un véritable dilemme pour les prescripteurs.

Les recommandations utilisées dans ce chapitre sont celles de ’AHA et ’ATS (recommandations
américaines a partir d’un consensus d’expert en cardiologie) et les recommandations du European
paediatric pulmonary vascular disease network (recommandations européennes également basées sur

un consensus d’expert).

5.3.1. Prise en charge globale

5.3.1.1.  Comorbidités
La prise en charge initiale de ’"HTP-DBP consiste a traiter une pathologie respiratoire sous-jacente.
Ainsi, il est nécessaire de rechercher et traiter de fagon systématique un reflux gastro-cesophagien
chronique, extrémement fréquent chez le nouveau-né prématuré et pouvant conduire a des
pneumopathies d’inhalation. Les enfants a risque ou atteints ’HTP-DBP doivent également avoir une
évaluation des voies aériennes par fibroscopie a la recherche entre autre d’une paralysie des cordes
vocales, d’une sténose sous-glottique ou d’une trachéo-bronchomalacie. Enfin, il convient de réaliser
une exploration fonctionnelle respiratoire a la recherche d’une bronchoréactivité pouvant répondre a
un traitement bronchodilatateur (19,22).
L’investigation et le traitement de comorbidités respiratoires sont d’ailleurs recommandés par I’AHA

et I’ATS avec une classe de recommandation I et un niveau de preuve B (24).

5.3.1.2.  Nutrition et apports hydriques

A I’image de la DBP, la persistance d’une dénutrition potentialise les 1ésions pulmonaires induites par
I’hyperoxie et interfére avec la croissance pulmonaire alvéolaire et vasculaire. Par conséquent, il est
nécessaire d’assurer un support nutritionnel adéquat pour une bonne croissance pulmonaire.

Il n’existe pas de preuve en faveur d’une restriction hydrique dans la prise en charge de ’HTP-DBP
mais ’usage de diurétiques (thiazidiques et spironolactone) est recommandé en cas de surcharge
hydrique évidente si la pré-charge est normale (classe de recommandation Ila, niveau de preuve B
selon recommandations européennes et classe de recommandation IIb, niveau de preuve C selon les

recommandations américaines) (17,24).
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5.3.1.3.  Protection sensorielle
Il est nécessaire de limiter les stimulations sensorielles sympathiques qui peuvent majorer les RVP et
le bronchospasme chez les enfants avec HTP-DBP. Pour cela, les soins douloureux doivent étre
réduits et encadrer par une sédation-analgésie. L’environnement doit étre calme avec la mise en place
si besoin de protections auditives et la réduction de la luminosité (149). Chez les enfants ventilés, le
recours a une curarisation en association a une sédation continue peut étre nécessaire pour une

meilleure synchronisation patient-respirateur (150)

5.3.2. Vasodilatateurs pulmonaires
Les thérapies vasodilatatrices doivent étre utilisées avec prudence et apres avoir éliminé des anomalies
associées tels les shunts gauche-droit, les anomalies de fonction ventriculaire gauche et une sténose
des veines pulmonaires (classe de recommandation I, niveau de preuve B selon les recommandations

américaines) (17,24).

5.3.2.1. Oxygeéne

L’hypoxie est responsable d’une augmentation de la croissance des CMLV pulmonaires et est un
puissant stimulus de la vasoconstriction pulmonaire. La lutte contre I’hypoxie via une oxygénothérapie
limite la néomuscularisation des petites artéres pulmonaires et la vasoréactivité importante
caractéristiques de la pathologie pulmonaire vasculaire dans la DBP (9).

L’O, est un puissant vasodilatateur pulmonaire qui diminue les résistances vasculaires des voies
aériennes. Il doit étre administré en premiere intention chez tout nouveau-né avec une HTP suspectée
ou établie afin de maintenir des SaO, entre 92 et 95% une fois le terme théorique atteint (classe de
recommandation Ila, niveau de preuve C pour les recommandations américaines (24) et classe de
recommandation I, niveau de preuve A pour les recommandations européennes (151)). La mesure de
la SaO, pré-ductale doit étre continue via une oxymétrie pulsée afin de s’assurer de [’absence
d’épisodes hypoxiques mais également de prévenir I’hyperoxie qui majore I’inflammation pulmonaire

et altére la croissance alvéolaire et vasculaire du poumon (9,17,19,151).

5.3.2.2. Monoxyde d’azote inhalé
Le NOi est recommandé dans le traitement de ’HTP-DBP des nouveau-nés ventilés mécaniquement
pour améliorer 1’oxygénation et réduire le recours a la circulation extracorporelle (ECMO ou
ExtraCorporeal Membrane Oxygenation), technique d’assistance circulatoire extracorporelle (classe
de recommandation I, niveau de preuve A pour les recommandations européennes (151) et classe de
recommandation Ila, niveau de preuve C pour les recommandations américaines (24)). Il n’existe pas
de recommandation sur la posologie a administrer mais elle doit permettre une amélioration de
I’oxygénation du patient avec la FiO; la plus basse possible (amélioration du rapport ventilé/perfusé).

De plus, une posologie > 20 ppm n’a pas montré de bénéfice supplémentaire pour la prise en charge de

I’HTP toute étiologie confondue (24).
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5.3.2.3.  Sildénafil
Le sildénafil est un inhibiteur de la PDES. Il augmente la réponse au NOi et prévient de 1’effet rebond
apres sevrage brutal en NOi.
Dans une étude rétrospective de 25 enfants de moins de 2 ans avec une HTP associée a pathologie
respiratoire chronique (18 enfants avec une HTP-DBP), Mourani et al. ont montré qu’un traitement
prolongé par sildénafil oral permettait une amélioration échographique des signes d’HTP dans 88% et
un sevrage du NOi dans 83% des cas aprés une moyenne de 40 jours de traitement (152). Une
deuxiéme étude rétrospective de 21 nouveau-nés prématurés avec une HTP-DBP traités par sildénafil
oral a mis en évidence une diminution significative des PAP estimées a I’ETT mais sans amélioration
des échanges gazeux aprés 48h de traitement. Les auteurs expliquaient ces résultats du fait d’une
composante « fixée » de 'HTP dans la DBP (hypoalvéolisation, remodelage vasculaire, diminution de
la densit¢ vasculaire) qui entrainait un effet moindre du sildénafil dans cette pathologie
multifactorielle (153).
Enfin, I’essai randomisé-contr6lé multicentrique STARTS-2 avec 234 enfants atteints d’hypertension
artérielle pulmonaire (HTAP) agés de 1 a 17 ans et randomisés pour recevoir une dose faible,
moyenne ou forte de sildénafil ou un placebo a montré une augmentation de la mortalité chez les
enfants traités par sildénafil forte dose en fonction du poids (60 mg/j entre 8 et 20kg ; 120 mg/j si > 20
et 45kg ; 240 mg/j si > 45kg) pendant au moins 3 ans, surtout chez ceux avec une forme sévere
d’HTAP, pesant plus de 20kg et traités pour une HTAP idiopathique en comparaison des enfants
traités par des doses moyennes ou faibles (154). La Food and Drugs Administration (FDA) a par la
suite émis un avertissement contre 1'usage du sildénafil chez les enfants entre 1 et 17 ans traités en
monothérapie pour une HTAP idiopathique (155). Au niveau européen, 1I’Agence francaise de sécurité
sanitaire des produits de santé (Afssaps) a publié en 2011 un rappel des consignes de prescription du
sildénafil pour le traitement de ’'HTAP dans la population pédiatrique. Ainsi, la dose recommandée
dans le résumé des caractéristiques du produit est de 10 mg trois fois par jour chez les enfants de <
20kg et 20 mg trois par jour chez ceux de > 20kg (156).
Cependant, le sildénafil oral reste recommandé dans le traitement de ’HTP-DBP, surtout en cas
d’inefficacité du NOi (classe de recommandation Ila, niveau de preuve B selon les recommandations
européennes). La voie IV peut étre utilisée chez les enfants dont la biodisponibilité digestive est
méconnue (17,24,151). La dose d’initiation recommandée est 0,5mg/kg/dose toutes les 8h avec une
augmentation graduelle toutes les 2 semaines jusqu’a atteinte des PAP désirées et en 1’absence
d’hypotension artérielle systémique. La dose maximale de traitement est 2mg/kg/dose toutes les 6h

(19,24,51).
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5.3.2.4.  Prostanoides

Selon les recommandations actuelles, les prostanoides administrés via une voie centrale, une pompe
ou inhalés dans le cas de I’iloprost peuvent étre efficaces pour la prise en charge de ’'HTP-DBP
(classe de recommandation Ila, niveau de preuve B selon les recommandations européennes) (151). 11
existe cependant peu d’études sur ’'usage de cette classe pharmaceutique dans I’HTP-DBP.

L’époprosténol est un des prostanoides les plus anciennement utilisé pour le traitement de I’HTAP
sévere chronique. Il améliore ’hémodynamique pulmonaire, la qualité de vie, la tolérance a 1’effort et
la survie chez les adultes et les enfants avec HTAP idiopathique ou secondaire. Sa faible demi-vie
nécessite une injection continue, ce qui expose aux complications d’une voie centrale (22).

Un des autres inconvénients des prostanoides est I’aggravation de I’hypoxémie par vasodilatation
pulmonaire de régions non ou mal aérées, ce qui majore les anomalies de rapport ventilation/perfusion

(effet shunt) (19,68).

5.3.2.5.  Bosentan
Le bosentan est un inhibiteur non sélectif des récepteurs de I’ET-1, largement utilisé dans ’HTAP de
I’adulte. Il existe trés peu d’¢tudes sur les effets du bosentan dans ’HTP-DBP mais une forme
pédiatrique a récemment été approuvée par les autorités européennes pour le traitement de ’HTAP
idiopathique ou secondaire. Les effets indésirables sont principalement une hépatotoxicité dose-
dépendante, une tératogénicité et une possible infertilité masculine (22).
En conclusion, le bosentan peut éventuellement étre utilisé en 2°™ intention dans I'HTP-DBP en

tenant compte du faible niveau de preuve de son efficacité et innocuité (17).

5.3.2.6.  Inhibiteurs calciques
Les inhibiteurs calciques telle la nifédipine peuvent diminuer de maniére aigue les PAP et les RVP
chez les enfants avec DBP. Cependant, les études comparant 1’efficacité de la nifédipine a celle de
1’0, n’ont pas montré de bénéfice supérieur. De plus, en comparaison au NOi, la réponse aux
inhibiteurs calciques dans I’HTP-DBP est moindre (157). Enfin, les inhibiteurs calciques peuvent
entrainer une hypotension artérielle systémique et altérer la fonction myocardique, surtout chez le

jeune enfant (19,51).
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Au total, I’algorithme de prise en charge de ’'HTP-DBP (Figure 6) selon les recommandations
actuelles préconise le NOi en premiere intention pour les formes symptomatiques ou séveres puis une
transition ou 1’ajout de sildénafil si persistance de signes cliniques et/ou échographiques d’HTP. Si le
sevrage du NOi est impossible malgré 1’ajout du sildénafil, 1’ajout du bosentan peut étre envisagé en

3™ intention (51).
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Réponse insuffisante aprés 4-6 semaines de traitement : cathétérisme cardiaque

Figure 6 : Algorithme de prise en charge de PHTP-DBP (d’apres la référence (17))

* . Critéres de dépistage :

- DBP sévére ou naissance prématuré <28 SA

- Amélioration clinique lente i.e. oxygénodépendance prolongée, désaturations fréquentes ou retard de
croissance extra-utérin

*.SiITV >2,5m/s 4 ’ETT et différentielle de SaO, pré- et post-ductale > 10%
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5.3.3. Nouvelle perspective : la thérapie cellulaire
La thérapie cellulaire semble €tre un traitement prometteur également pour 'HTP-DBP. En effet,
Hansmann et al ont montré qu’une injection IV de CSM issues de la moelle osseuse hématopoiétique
chez le raton atteint d’HTP-DBP apres exposition a I’hyperoxie permettait une diminution de la
fibrose pulmonaire parenchymateuse, de ’'HTP et de ’HVD ainsi qu’une augmentation de la densité
vasculaire pulmonaire (158). Ces résultats ont récemment été¢ confirmés dans une méta-analyse de 25
études expérimentales, toutes réalisées sur le modele murin d’HTP-DBP hyperoxique, qui retrouvait
un effet bénéfique de la thérapie cellulaire sur ’HTP, ’angiogenése pulmonaire et le remodelage
vasculaire des artéres pulmonaires indépendamment de la source cellulaire, la dose injectée, le moyen

et le délai d’administration (146).

5.4. Suivi

Il n’existe pas de recommandations précises concernant le suivi des enfants atteints de DBP. La prise
en charge doit étre pluridisciplinaire (neurologique, pneumologique, néonatologique, diététique, etc.)
et le rythme des consultations adapté a la sévérité de 1’état clinique de 1’enfant. La mise en place d’un
suivi psychomotricien est fréquente, en association avec des séances de kinésithérapie.

Concernant le suivi cardiologique des enfants atteints d’HTP-DBP prouvée ou suspectée, il doit étre
rapproché et comprendre la mesure de la SaO, pré- et post-ductale, une ETT et des bilans biologiques
(BNP, NT-proBNP et troponine) selon 1’état clinique et la sévérité de la pathologie (151). Plus
précisément, durant ’hospitalisation, une ETT doit étre réalisée au moins 1 a 2 fois par mois chez les
enfants suspects d’HTP, et de maniére plus rapprochée en cas d’augmentation des besoins en O, ou du
soutien ventilatoire, d’hypoxémie et de signes cliniques de dysfonction ventriculaire droite. Apres la
sortie d’hospitalisation, les enfants atteints de DBP avec oxygénodépendance doivent avoir une ETT
tous les 3 mois et ceux non oxygénodépendants mais a risque d’HTP doivent avoir une ETT tous les 3
a 6 mois.

Concernant les enfants atteints d’HTP-DBP et traités par vasodilatateurs, il est recommandé de réaliser
une ETT 2 fois par semaine lors de la phase aigu€. Puis ils doivent avoir une ETT dans les 2 a 4

semaines qui suivent I’initiation du traitement puis tous les 4 a 6 mois si stabilisation (17,19).
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PARTIE 2 :

EFFETS DU CELASTROL DANS
UN MODELE MURIN D’HTP-DBP INDUITE
PAR L’HYPEROXIE.
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1. INTRODUCTION
1.1. Modé¢les de DBP

Il existe plusieurs modeles animaux de DBP selon le stimulus lésionnel utilisé : I’hyperoxie, la

ventilation mécanique, I’infection intra- ou extra-utérine (Ureaplasma urealyticum) ou I’inflammation
stérile (injection intra-utérine de lipopolysaccharides bactériens), qui sont appliqués chez plusieurs
especes animales comme la souris, le rat, le lapin, I’agneau prématuré, le porcelet prématuré et le
primate non humain prématuré (159). Parmi ces modeles de DBP, celui induit par I’hyperoxie est le
plus utilisé car il est relativement facile a mettre en place et que les effets déléteres d’une exposition a
une forte concentration d’O; ont été largement documentés autant chez le nouveau-né animal que chez
I’adulte. En effet, I’hyperoxie est responsable de la production de ROS qui peuvent directement altérer
les cellules pulmonaires via des inactivations enzymatiques et des Iésions d’ADN ce qui permet de
reproduire, d’un point de vue histologique, les altérations observées dans I’HTP-DBP humaine, a
savoir une diminution et un élargissement des alvéoles, un épaississement des septa alvéolaires ainsi
qu’un remodelage vasculaire important marqué par un appauvrissement de la microvascularisation et
un épaississement de la média des artéres pulmonaires (160). Les cellules endothéliales sont
également trés sensibles au stress oxydatif li¢ a I’hyperoxie et a I’inflammation. En effet, ’hyperoxie
entraine la migration et I’incorporation de fibroblastes interstitiels dans la sous-couche endothéliale de
micro-vaisseaux pulmonaires non muscularisés. Ces fibroblastes acqui¢rent ensuite des
caractéristiques de cellules contractiles et forment une nouvelle lamina élastique responsable de
I’augmentation des RVP (9). Enfin, au niveau moléculaire, les modéles animaux de DBP hyperoxique
ont clairement montré une diminution des facteurs angiogéniques comme Hypoxia Inducible Factor
(HIF) (161,162) et VEGF (11,163).

Le choix du rat comme modele animal est justifié par le fait que les ratons a terme ont des poumons au
stade sacculaire, ce qui correspond au stade de développement des nouveau-nés prématurés humains
avant 32 SA. Par conséquent le poumon du raton est programmé pour étre entierement fonctionnel au
stade sacculaire dés la naissance, ce qui n’est pas le cas chez le nouveau-né¢ humain prématuré. Ainsi
certains mécanismes adaptatifs peuvent étre initiés en réponse a I’hyperoxie chez le raton mais étre
absents chez le nouveau-né prématuré humain du fait de son immaturité, ce qui pourrait entrainer des
différences entre les 2 modeles (2). Cependant, dans les autres espéces, une césarienne avant terme est
nécessaire pour étudier les poumons au stade sacculaire, ce qui rend contraignant et onéreux le
protocole expérimental. L’autre argument en faveur du modele murin est la durée de gestation qui est
relativement courte par rapport aux autres especes utilisées (lapin 31 jours, porc 60-67 jours, agneau 5
mois, primate 9 mois versus 21 jours pour le rat) avec un nombre important de ratons par portée.
Enfin, ’entretien en animalerie est plus simple et moins couteux. C’est pour cela que nous avons

choisi d’utiliser le modele de DBP induit par I’hyperoxie chez le raton.
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1.2. Mécanismes moléculaires mis en jeu dans ’HTP-DBP
1.2.1. Réle de I’héme-oxygénase 1 (HO-1)

1.2.1.1.  Activité enzymatique

Dans le poumon, HO-1 est exprimée dans les cellules épithéliales alvéolaires, les macrophages
alvéolaires, les cellules endothéliales et les CMLV (164).

HO-1 est une enzyme anti-oxydante hautement induite par I’hyperoxie et I’inflammation qui permet la
dégradation de I’héme en biliverdine et en monoxyde de carbone (CO). L’héme est une molécule pro-
oxydante qui participe a la formation de ROS. La biliverdine est rapidement convertie en bilirubine
par la biliverdine réductase et la bilirubine apporte une cytoprotection en diminuant la peroxydation
des lipides au niveau cellulaire (Figure 7). Le CO, quant a lui, posséde de nombreux roles dont un
effet inhibiteur sur la prolifération et migration des CMLV ainsi que des propriétés anti-

inflammatoires. Il posséde également une action anti-apoptotique endothéliale (164,165).

Hémoglobine

Héme

3[0]
HO-1
Fe¥*+CO ¢
Biliverdine
Bilirubine

Figure 7 : Voie de la bilirubine

Dans un modele murin de DBP hyperoxique, la surexpression constitutive de HO-1 dans les cellules
épithéliales alvéolaires diminue 1’inflammation pulmonaire et le remodelage artériel pulmonaire et
augmente la densité vasculaire (164).

HO-1 a également un effet protecteur sur les cellules endothéliales. L hyperoxie entraine une fuite
endothéliale avec extravasation d’hémoglobine et d’héme dans I’espace interstitiel et alvéolaire, ce qui
conduit a des l1ésions endothéliales séveres. La surexpression d’HO-1 dans ce méme modeéle murin de

DBP hyperoxique maintient I’intégrité endothéliale et diminue I’cedéme (164).
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1.2.1.2.  Activité non-enzymatique

Les souriceaux sont plus résistants a ’hyperoxie que les adultes qui meurent dans les premiers jours
d’exposition. Une des explications pourrait étre I’augmentation dans le poumon de 1’expression d’HO-
1 au niveau nucléaire aprés exposition a ’hyperoxie mais sans augmentation de I’activit¢ HO-1. En
effet, il semblerait que la fraction nucléaire de HO-1 puisse modifier 1’activation de facteurs de
transcription impliqués dans le cycle cellulaire et la réparation de I’ADN (166).

De plus, dans un modéle de souris transgéniques HO-1"" en air ambiant, 1’alvéolisation est diminuée
en comparaison des souris sauvages. Cela suggeére que HO-1 participe au développement alvéolaire

indépendamment de son activité cytoprotectrice anti-oxydante (166).

1.2.2. Raéle de ’hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a)

HIF-1a est un facteur de transcription ubiquitaire qui contrdle jusqu’a 500 génes, parmi lesquels de
nombreux sont impliqués dans la prolifération et la survie des cellules endothéliales. En normoxie,
HIF-1a est peu détectable car il subit une hydroxylation par les prolyl-hydroxylases (PHD) puis est li¢
a la protéine pVHL (Von Hippel Lindau protein) qui va induire son ubiquitination et sa dégradation
par le protéasome. En hypoxie, I’activité des PHD est inhibée et HIF-1a s’accumule puis se transloque
dans le noyau ou il se dimérise avec la sous-unit¢ HIF-1f constitutive pour former le facteur de
transcription HIF-1. Ce complexe HIF-1 peut ensuite se fixer sur une séquence HRE (Hypoxia
Response Element) dans le promoteur de génes cibles dont VEGF afin d’initier leur transcription.
L’hyperoxie dans un modele d’agneau prématuré avec détresse respiratoire sévere alteére 1’expression
de HIF, ce qui conduit a une diminution de I’expression de facteurs angiogéniques tel VEGF (167). De
plus, les études de délétion de genes ont montré que la délétion d’une isoforme d’HIF-1a entraine un
défaut de développement vasculaire embryonnaire 1étal. A I’inverse, la stabilisation pharmacologique
de HIF par un inhibiteur de PHD chez le primate prématuré entraine une augmentation de la
croissance vasculaire et alvéolaire chez les animaux exposés a I’hyperoxie (161).

L’induction de I’angiogenése via 1’expression de HIF parait donc intéressante dans un modéle de DBP

induite par I’hyperoxie.

1.2.3. Réle du Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Le VEGF est un peptide pro-mitogene synthétisé¢ par 1’épithélium alvéolaire qui active la prolifération,
migration et différenciation des cellules endothéliales adjacentes par mécanisme paracrine. Il agit
grace a 2 récepteurs tyrosine-kinase, VEGFR1 et VEGFR2 exprimés par les cellules endothéliales
(168).

Dans les études de DBP chez I’'Homme, le VEGF est diminué dans les aspirations trachéales de
nouveau-nés a risque qui ont développé une DBP ainsi que ceux qui sont morts de DBP (11). Dans les
¢tudes chez 1’animal, 1’hyperoxie diminue ’expression du VEGF et de ses récepteurs, et I’inhibition
sélective du VEGF ou de ses récepteurs entraine une diminution de la croissance vasculaire et

alvéolaire (169). Enfin, dans les études de délétion de génes chez la souris, 1’inactivation d’un seul
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allele du VEGF entraine le déces in utero du fait de la diminution importante des cellules
endothéliales, et les souris VEGFR™ ont un défaut de développement vasculaire létal (98).

Les effets pro-mitogéne, anti-apoptotique et pro-angiogénique du VEGF sur les cellules endothéliales
se font via Dactivation et I’expression de la eNOS qui permet la production de NO. En effet,
I’angiogenése induite par le VEGF est altérée dans un modéle de souris eNOS™ (163) alors qu’une
thérapie par NOi diminue le remodelage des petites arteres pulmonaires et augmente la densité
artérielle ainsi que 1’alvéolisation dans un mod¢le de ratons traités par un inhibiteur sélectif du
VEGEFR en période néonatale (100). Enfin, les études de thérapie génique par VEGF ont montré une
amélioration de I’architecture pulmonaire tant sur le plan alvéolaire que vasculaire, une augmentation
de I’expression de la eNOS et une augmentation de la survie aprés exposition a 1’hyperoxie avec
cependant une augmentation de I’cedéme et des hémorragies pulmonaires. Il semblerait que le VEGF
surexprimé majore la perméabilité capillaire avec des vaisseaux immatures et fenétrés a ’analyse par

microscopie électronique (170,171).

1.2.4. Réactivité vasculaire pulmonaire et role du calcium intracellulaire

Des modeles animaux d’HTP néonatales ont montré qu’une augmentation de la pression vasculaire
pulmonaire conduit a des altérations de la croissance vasculaire et alvéolaire. En effet, I’obstruction
partielle chirurgicale du canal artériel de feetus d’agneaux entraine une HTP néonatale a 1’origine de
modifications histologiques pulmonaires proches de celles de la DBP avec entre autre un
épaississement de la média des artérioles pulmonaires, une diminution de la densité vasculaire et une
hypoalvéolisation (172,173). Cela suggere que le stress hémodynamique causé par 1’augmentation de
la PAP pourrait étre un mécanisme supplémentaire de développement de la DBP. De plus, des études
chez l’animal ont montré qu’un traitement par NOi limite la survenue de telles altérations
histologiques dans des modeéles murins de DBP (100,101), ce qui renforce 1’hypothése que la
régulation du tonus vasculaire joue un rdle clé dans le développement de la DBP.

Il existe trés peu d’études de la vasoréactivité pulmonaire dans ’HTP-DBP mais une étude réalisée au
sein de notre laboratoire INSERM U1045 sur le méme modéle de ratons dysplasiques par hyperoxie
chronique a montré des altérations de la vasoréactivité pulmonaire chez ces animaux. En effet,
I’hyperoxie est responsable d’une augmentation de la réactivité vasculaire en réponse a des agents
contractants (sérotonine et phényléphrine) et d’une diminution de la relaxation en réponse a
I’acétylcholine (174). Il semble donc intéressant d’étudier les effets du célastrol sur la réactivité
vasculaire artérielle dans notre modele d’HTP-DBP.

La vasoconstriction pulmonaire persistante et le remodelage vasculaire (épaississement de la média)
impliqués dans la survenue de I’HTP-DBP sont en lien direct avec la contraction et la prolifération des
CMLYV pulmonaires (175). Or, le calcium intracellulaire est un stimulus majeur de la prolifération des
CMLV pulmonaires par I’activation de kinases calcium-dépendantes et de nombreux facteurs de
transcription impliqués dans la croissance cellulaire. Il est également nécessaire pour la contraction
des CMLV pulmonaires. En effet, le calcium intracellulaire va augmenter par libération a partir de

stocks intracellulaires (réticulum endoplasmique) ou par entrée dans la cellule via des canaux
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calciques membranaires et se lier & la calmoduline (CaM). Cette liaison Ca®"-CaM va activer la kinase
de la chaine 1égére de myosine (MLCK) qui va alors phosphoryler la chaine 1égére de la myosine

(MLC) permettant ainsi la réalisation d’un pont actine-myosine et la contraction cellulaire (Figure 8).

Ca*  Ca* Ca®

Canaux calciques

Ca?

{Ea2y Ca?*
2+
T [Ca*); \

Ca?*- CaM Kinases Ca2+-dépendantes
l+ et
Facteurs de transcription
MLCK l
l Prolifération CMLV
wic.[H]
l Remodelage vasculaire
Vasoconstriction pulmonaire

Figure 8 : Réle du calcium intracellulaire de la CMLYV pulmonaire dans la physiopathologie de

PHTP (d’apres la référence (175)).

De plus, dans la méme étude préliminaire réalisée dans notre laboratoire, nous avions mis en évidence
une augmentation de la concentration calcique intracellulaire [Ca®"];dans les CMLV pulmonaires de
ratons apres exposition a ’hyperoxie en comparaison aux contrdles normoxiques. La stimulation par
la phényléphrine et la sérotonine entrainait une augmentation rapide de la [Ca®']; dans les CMLV
pulmonaires de ratons en hyperoxie et en normoxie mais cette réponse était significativement
augmentée dans les CMLV pulmonaires de ratons en hyperoxie (174). Il semble donc également
intéressant d’étudier les effets du célastrol sur la réponse calcique intracellulaire des CMLV

pulmonaires.
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1.3. Le célastrol
Egalement connu sous le nom de triptérine, le célastrol est un tripternoide dérivé de la racine de la
Trypterigium wilfordii (connue sous le nom de Vigne du Dieu du Tonnerre) utilisée en médecine
traditionnelle chinoise.
Dans un modele murin d’hypertension systémique, le célastrol a la dose de 1mg/kg en injection intra-
péritonéale quotidienne pendant 16 jours diminue la pression systémique en augmentant 1’expression
et lactivit¢ de HO-1 dans les CMLV aortiques, limitant ainsi le remodelage vasculaire et
I’hypertrophie cardiaque (176). Il nous a donc semblé intéressant d’étudier les effets du célastrol dans
I’HTP-DBP.
D’autres études ont mis en évidence des effets du célastrol sur des cibles moléculaires impliquées dans
la survenue de I’HTP-DBP. En effet, Han et al. ont montré que le célastrol induit I’accumulation de la
protéine HIF-1 oo indépendamment de la tension en O, dans un modele de lignée cellulaire cancéreuse.
Il augmente aussi la translocation nucléaire de HIF-1a et favorise ainsi la transcription de ses geénes
cibles dont celui du VEGF (177).
Le célastrol est étudié depuis quelques années pour ses propriétés anti-inflammatoire et anti-oxydante.
Plusieurs études ont rapporté un effet bénéfique voire curatif du célastrol dans des modeles de
pathologies inflammatoires. Par exemple, Pinna et al. ont montré que le célastrol diminue la synthese
de cytokines pro-inflammatoires comme IL-6 et IL-8 dans des biopsies intestinales de patients atteints
de maladie de Crohn (178). De méme, le célastrol a des posologies variables de 6 a 20 mg/kg/j par
voie orale diminue I’inflammation dans des mod¢les murins d’arthrite (179,180). Il diminue également
la synthése de molécules pro-inflammatoires dans de nombreux types cellulaires dont les CML et les
cellules endothéliales (181) et il augmente 1’expression et 1’activité de HO-1 dans un modé¢le de lignée
cellulaire de kératocytes humains (182). Enfin, dans le modéle de rat hypertendu systémique, le
célastrol aurait un effet antioxydant direct en diminuant la production de ROS (176).
Le célastrol semble donc étre un candidat intéressant dans le traitement préventif de ’HTP-DBP.
Cependant, dans une étude récente, Liu et al. ont montré que le célastrol a la posologie de 100 pg/kg
en injection intra-péritonéale quotidienne pendant 3 semaines entrainait une perte de poids d’environ
30% dans un modéle de souris obéses. Cette perte de poids était liée a une diminution des prises
alimentaires, ce qui suggere un effet anorexigene du célastrol (183). Or, dans notre mod¢le, la prise de
poids et les apports nutritionnels post-utérins sont primordiaux car ils peuvent avoir une influence

négative sur la sévérité de ’HTP-DBP (70).
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1.4. Objectifs de I’étude
Nous disposons dans notre équipe de 'INSERM U1045 d’un modele d’HTP-DBP induite par

I’hyperoxie chez le raton qui a été bien caractérisé (159). Une étude préliminaire dans ce modele a
suggéré un effet préventif du célastrol a la posologie de 1mg/kg/j en injection intra-péritonéale sur la
survenue de ’HTP-DBP (diminution de I’index de Fulton et augmentation du TAAP). Nous voulions
donc confirmer ces effets du célastrol dans ce modéle et en approfondir les mécanismes. Par ailleurs,
nous avons acces a des poumons de foetus humains issus d’interruptions médicales de grossesse grace
a une collaboration avec les services d’anatomopathologie et d’obstétriques du CHU de Bordeaux. Ces
tissus nous permettront de confirmer sur cellules humaines certains mécanismes observés dans notre
modele animal.
Par conséquent, les objectifs de cette étude sont :
1 Confirmer I’effet préventif du célastrol sur le modéle raton hyperoxique d’HTP-DBP dans une
étude de plus grand effectif,
2 Déterminer la dose minimale efficace afin de minimiser les effets indésirables tel que le retard
de croissance di a I’anorexie,
3 Préciser les effets du célastrol sur les différentes altérations caractéristiques de I’HTP-DBP
(remodelage cardiaque et vasculaire, hypoalvéolisation, etc.),
4 Etudier les mécanismes moléculaires mis en jeu dans 'HTP-DBP et les effets du célastrol sur
ces derniers.
5 Etudier 'influence de I’hyperoxie et du célastrol sur la réponse calcique de CMLV pulmonaires

feetales.
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2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Etude de PHTP-DBP dans le modéle animal
2.1.1. Modéle animal d’HTP-DBP

Des rates Wistar gestantes ont été achetées ou obtenues aprés accouplement au laboratoire. Leur durée
de gestation est de 21 jours. Apres les vingt-quatre premiéres heures de vie, les portées ont été réduites
ou équilibrées a 12 ratons par portée. Une portée a été affectée au groupe normoxie et une autre au
groupe hyperoxie. Le groupe hyperoxie a été placé dans une enceinte reliée a un concentrateur d’O,
permettant d’assurer une FiO, de 90%, contrdlée par un oxymetre (Figure 9). Le groupe normoxique a
été placé dans une cage en air ambiant (FiO, 21%). L’exposition a été maintenue pendant 14 jours,
avec un échange quotidien des meres entre les groupes normoxie et hyperoxie afin d’éviter tout biais

lié a la toxicité de I’hyperoxie sur les méres.

Le protocole a été accepté par le comité d’éthique régional d’ Aquitaine sous le numéro

2015091112352424 APAFIS#1739.

Extracteur d'0, 90% O, provenant du concentrateur Oxymeétre Enceinte a hyperoxie

Figure 9 : Modéle expérimental d’HTP-DBP induite par ’hyperoxie chez le raton.
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2.1.2. Traitement
Dans chaque groupe, normoxie et hyperoxie, ont été testées 3 doses de célastrol : 1mg/kg/j, 0,5mg/kg/j
et 0,1mg/kg/j en plus des controles.
Les animaux ont été traités quotidiennement par injection intra-péritonéale de 10uL/g de NaCl 0,9%
(groupe contrdle) ou de célastrol dilué dans du NaCl 0,9% (groupes traités) (Tableau 2).
A Doccasion de ce traitement journalier, les animaux ont également été pesés et les déces ont été

répertoriés.

Tableau 2 : Protocole de traitement

. . . ., | Concentration de célastrol
Traitement Volume injecté P
dans la solution injectée
Controle 10uL/g 0
Célastrol 0,1mg/kg 10uL/g 0,0lmg/mL
Célastrol 0,5mg/kg 10uL/g 0,05mg/mL
Célastrol 1mg/kg 10uLl/g 0,1mg/mL

2.1.3. Mesures échocardiographiques
Au 14°™ jour de vie, une ETT (appareil Vevo 770 de VisualSonic, sonde MS400) a été réalisée sous
anesthésie générale inhalée avec de I’isoflurane (Figure 10).
Le TAAP et la fréquence cardiaque (FC) ont été mesurés en coupe parasternale gauche petit axe.
Les résultats obtenus par la suite sont la moyenne de 3 mesures consécutives du TAAP, réalisées par
le méme opérateur en aveugle, et rapportées sur la FC.
Le TAAP refléte les pressions pulmonaires et plus ce temps est raccourci, plus les pressions sont

¢élevées.

Figure 10 : A. Dispositif d’échocardiographie ; B. Exemple de mesure doppler du TAAP.
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2.1.4. Mesure du remodelage vasculaire, de I’alvéolisation et de la densité
vasculaire

2.1.4.1.  Fixation du poumon a pression constante
La fixation a pression constante des poumons permet une ouverture homogene des alvéoles au sein des
poumons mais également entre les différents animaux. Ce processus évite le risque de biais lors de
I’évaluation de 1’alvéolisation.
Les ratons ont ét¢ euthanasiés par injection d’une dose 1étale de pentobarbital. La trachée a été mise a
nu puis cathétérisée par un cathlon 18G reli¢ a une colonne remplie de 20 cm de paraformaldéhyde
4% (PFA 4%). Le PFA a été injecté dans les voies aériennes pendant une heure et avec une pression

constante de 20 cm de PFA 4% (Figure 11). La trachée a ensuite été ligaturée en aval du cathéter et

les poumons ont été extraits et conservés en PFA 4%.

Colonne de fixation a
pression constante
20 cm de PFA 4%

Seringue de PFA 4%

‘ Trachée canulée avec
% TN b Y
(4 “//D @ un cathlon 18G

T

Figure 11 : Dispositif de fixation des poumons a pression constante.

2.1.4.2.  Préparation des coupes
Le lobe du poumon gauche a été disséqué puis déshydraté par des bains successifs de PBS (phosphate
buffered-saline), alcool & 50%, 80%, 95% et 100% puis de xylene, et enfin inclus dans de la paraffine.

Des coupes de 2,5 um ont été réalisées au microtome (Leica).
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2.1.4.3.  Etude du remodelage vasculaire et de ’alvéolisation par coloration
Eosine-Hematoxyline

Les lames ont été déparaffinées dans des bains de xyléne puis réhydratées.

Elles ont ensuite ¢té colorées a I’hémalun mayer, colorant nucléaire qui marque en bleu les acides
nucléiques, puis colorées a 1’éosine aqueuse apres un bain d’ammoniac, afin de marquer en rose le
cytoplasme.

Les lames ont par la suite été scannées au Bordeaux Imaging Center (BIC) a I’aide d’un NanoZoomer
(Hamamatsu) puis étudiées a 1’aide du logiciel NDPView.

Pour I’étude du remodelage vasculaire, seuls les vaisseaux d’un diamétre inférieur a 100 pm ont été
sélectionnés. Sur chaque coupe et pour chaque vaisseau, les aires externes et internes ont été mesurées
manuellement puis le pourcentage d’épaisseur de la média de ces vaisseaux a été calculé selon la
formule ((aire externe - aire interne)/aire externe) x 100. Le résultat obtenu pour chaque coupe
correspond a la moyenne de tous les vaisseaux de la coupe. L’augmentation de 1’épaisseur de la média
refléte le remodelage vasculaire observé dans ’HTP.

L’¢étude de I’alvéolisation a consisté a tracer une ligne de 2 mm (verticale ou horizontale) de maniére
aléatoire sur la coupe et a compter le nombre d’intersections entre cette ligne et les septa alvéolaires.
La mesure a été réalisée dans 7 champs différents sur chaque coupe. Le diamétre alvéolaire moyen a
ensuit été calculé en divisant 2 mm par le nombre d’intersections comptées pour chaque ligne. Le
résultat obtenu pour chaque coupe correspond & la moyenne de ces 7 calculs. L’augmentation du
diametre alvéolaire moyen est le reflet d’une hypoalvéolisation, principale anomalie histologique de la

DBP.

2.1.4.4.  Analyse de la densité vasculaire par inmunomarquage
Une seconde série de lames a été déparaffinée puis réhydratée. Elles ont ensuite été perméabilisées
dans un bain de Triton 0,2% puis un démasquage des sites antigéniques a été¢ réalisé avec de la
Pronase 0,1%. Les sites de liaison aspécifique ont été bloqués par de la BSA 5% (albumine de sérum
bovin diluée dans du Tris Buffered Saline (TBS)) pendant 45 minutes. Les coupes ont ensuite été
incubées pendant une nuit a 4°C avec 1’anticorps primaire (IgG polyclonales de lapin anti-facteur von
Willebrandt (vWF), Millipore, diluées au 1/50éme) puis avec 1’anticorps secondaire (anticorps anti-
lapin couplé au fluorochrome Alexa Fluor 568 rouge, Life TechnologiesTM, dilué au 1/200¢me)
pendant deux heures. Des coupes de contrdle négatif ont été¢ incubées pendant une nuit a 4°C avec un
tampon de blocage de TBS-BSA 0,5% puis avec I’anticorps secondaire pendant deux heures.
Les lames ont ensuite ét¢ montées avec un milieu de montage (Dakomounting medium) contenant du
4’,6’-diamidino-2-phénylindole (DAPI) afin de marquer les noyaux puis conservées a -20°C. Les
lames ont été scannées au BIC au NanoZoomer et étudié¢es a 1’aide du logiciel NDPView.
Cet immunomarquage anti-vWF permet de marquer les cellules endothéliales. Les vaisseaux peuvent
ensuite étre comptabilisés dans 4 champs par coupe, sélectionnés de mani¢re aléatoire et au
grossissement x10 (environ Imm?). Le résultat obtenu pour chaque coupe correspond a la moyenne de
ces 4 champs.
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2.1.5. Evaluation de I’hypertrophie ventriculaire droite
Apres extraction du bloc cceur-poumons, le coeur a été isolé puis les oreillettes réséquées. La paroi
libre du ventricule droit (VD) a ensuite été séparée du ventricule gauche (VG) et du septum inter-
ventriculaire (SIV).
L’évaluation de I’hypertrophie du ventricule droit a été réalisée par le rapport de Fulton = (Poids du
VD) / (Poids du VG + SIV). Une augmentation de cet index est pathologique et indique un

remaniement du VD, pathognomonique d’une HTP.

2.1.6. Etude de la réactivité artérielle pulmonaire
2.1.6.1.  Dispositif expérimental
Les artéres intra-pulmonaires de 1% ordre sont disséquées sous loupe a partir du poumon gauche
(Figure 12) puis des segments d’environ 2mm de longueur sont montés dans des cuves de myographe
Mulvany (Multi Myograph System, model 610M, J.P. Trading, Aarhus, Denmark) contenant une
solution de Krebs a 37°C (119 mM NacCl, 4,7 mM KCIL, 1,5 mM CaCl,, 1,17 mM MgSOy, 1,18 mM
KH,POy4, 25 mM NaHCOs;, 5,5 mM Glucose). Le pH est de 7,4 et la solution est homogénéisée avec

un mélange de carbogéne contenant 95% d’O, et 5% de CO..

Poumon gauche

Artéres secondaires

Artére principale (1* ordre)

Figure 12 : Arbre artériel du poumon gauche de raton

Le montage dans les cuves de myographe consiste a passer 2 fils de tungsténe de 40um de diamétre
dans la lumiére des segments d’artéres pulmonaires. Les extrémités des fils sont ensuite fixées sur les
machoires de la cuve. Une de ces extrémités est reliée a un capteur de force isométrique, lui-méme
relié a un amplificateur et au systéme d’acquisition et de traitement des données. L’autre extrémité,
mobile, est reliée & une vis micrométrique permettant d’étirer les vaisseaux dans le plan horizontal

(Figure 13).
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Figure 13 : Schéma du montage d’un segment d’artére dans une cuve de myographe

La force développée par P’artére (F, en mN) est mesurée par le capteur et traitée par le logiciel
d’acquisition Myodaq 2.04 qui calcule la tension pariétale de I’artére (T, en mN/mm) en fonction du

temps selon la formule suivante : T = F / 21, avec 1 la longueur du vaisseau du mm.

2.1.6.2.  Etude de la réactivité vasculaire
Les vaisseaux sont étirés en fonction de leur tension optimale de repos (étirement pour lequel le
meilleur niveau de contraction est produit) déterminée préalablement (3,99mN/mm* pour les artéres
intra-pulmonaires de ratons normoxiques et 7,98 mN/mm® pour les artéres intra-pulmonaires de ratons
hyperoxiques).
Au bout d’une heure, la fonctionnalité des vaisseaux est contrélée via une premicére étape de
contraction au KCl 80 mM, puis les cuves sont rincées avec du Krebs pendant 1 heure.
L’activité contractile des artéres intra-pulmonaires est ensuite étudiée en réponse a des doses
cumulatives d’agents contractants (phényléphrine, sérotonine et prostaglandine F2a ou PGF2a)
permettant d’obtenir des concentrations croissantes de 10"%a 107 M.
La phényléphrine, la sérotonine et la PGF2 a sont respectivement des agonistes des récepteurs ol
adrénergiques, 5-HT1a et 5-HT1b, et FP présents sur les CMLV et dont I’activation entraine une
augmentation de la [Ca®']; 4 I’origine de la contraction des CMLV.
La réponse de ces artéres a des agents relaxants (acétylcholine, nitroprussiate de sodium ou SNP et
isoprénaline) est étudiée aux mémes concentrations croissantes, aprés une pré-contraction (environ
90% de la contraction maximale) a la phényléphrine & concentration 3.107 M.
L’acétylcholine est un neurotransmetteur agoniste qui agit via des récepteurs muscariniques situés au
niveau des cellules endothéliales. Sa fixation entraine une augmentation de la [Ca’; a Porigine de
I’activation de la eNOS qui va produire le NO responsable de la relaxation des CMLV. L’isoprénaline
est un agoniste des récepteurs p2-adrénergiques situés au niveau des CMLV qui posseéde une action
vasorelaxante indépendante du NO et de ’endothélium. Enfin, le SNP est un donneur de NO qui va

agir directement sur les CMLV, induisant une relaxation indépendante de I’endothélium.
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Les tracés sont obtenus grace au logiciel Myodaq 2.02 puis analysés afin de réaliser des courbes

doses-réponses pour chaque agent utilisé.

2.1.7. Etude de I’expression protéique
2.1.7.1.  Extraction des protéines

Les artéres intra-pulmonaires de 1% et 2™ ordres du lobe pulmonaire gauche et de 2 lobes pulmonaires
droits ont été disséquées sous loupe puis conservées a -80°C. Elles ont ensuite ét¢ broyées
manuellement a 1’aide d’un mini-potter dans 100 uL. de tampon de lyse composé de 150 mM NaCl,
0,5 mM sodium deoxycholate, 0,1 mM SDS, 50 mM Tris-HCI, 0,1% de Triton X100, 1% d’un
cocktail Sigma d’inhibiteurs de protéases, ]| mM de PMSF (fluorure de phénylméthylsulfonyle), 5 mM
d’EDTA (acide éthyléne-diamine-tétra-acétique), 1 mM d’EGTA (acide éthyléne-glycol-tétra-
acétique), 10 mM de NaF (sodium fluoride) et 2 mM de NaVO, (sodium orthovanadate). Les
homogénats obtenus ont ensuite été agités pendant 1h a 4°C puis centrifugés a 4°C pendant 10 minutes
a 16 000 G. Le surnageant contenant les protéines a été recueilli puis conservé a -80°C.

Un dosage des protéines de chaque échantillon a été réalisé selon la méthode de Lowry (kit BioRad).

2.1.7.2.  Western Blot
Des gels de séparation avec différents pourcentages d’acrylamide ont été réalisés selon la protéine
étudiée (6% pour HIF-1a ou 12% pour VEGF et HO-1) puis 50 ug de protéines ont été déposés. La
migration des protéines a été effectuée par électrophoréese puis les protéines ont été transférées sur des
membranes de fluorure de polyvinylidéne (PVDF).
Une fois le transfert réalis¢, un blocage des sites de liaison aspécifique a été effectué pendant 1 heure
avec du TBS-T (7BS-Tween 0,1%) - 5% lait. Puis les membranes ont été incubées avec I’anticorps
primaire (Tableau 3) pendant une nuit a 4°C sous légére agitation. Elles ont ensuite été lavées (3 x 5
minutes) au TBS-T puis incubées pendant 2 heures avec 1’anticorps secondaire couplé a I’enzyme
Horse Radish Peroxydase (HRP) a température ambiante sous 1égere agitation.
Les membranes ont été lavées au TBS-T (3 x 5 minutes) puis révélées a ’aide d’un kit de
chimiluminescence Bio-Rad. L’acquisition a été faite grace au MolecularImager® Gel DOC™ XRS+
system (Bio-Rad) et les Western Blots ont été analysés grace au logiciel ImageLab™ 5.1 Software
(Bio-Rad).

Les résultats sont exprimés en ratio de I’intensité de la protéine d’intérét sur celle de la -actine.

Pour des raisons techniques, les Western Blots HIF-1a et VEGF n’ont pas abouti.
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Tableau 3 : Anticorps utilisés pour la réalisation des Western Blots

Anticorps primaire Anticorps secondaire
Cible Taille Fournisseur | Dilution Cible Fournisseur | Dilution
HIF-1a 132 kDa Santa-Cruz 1/200 IgG de lapin BioRad 1/2000
VEGF | 21 et42 kDa | Santa-Cruz 1/200 IgG de lapin BioRad 1/2000
HO-1 32 kDa Santa-Cruz 1/200 IgG de lapin BioRad 1/2000
p-actine 42 kDa Sigma 1/10000 | IgG de souris BioRad 1/10000

2.2. Modéle cellulaire
2.2.1. Obtention de CMLYV pulmonaires feetales

Un fragment d’artére pulmonaire a été disséqué a partir d’un lobe de poumon feetal obtenu suite a une
interruption médicale de grossesse a 22 SA en raison d’un RCIU sévére (autorisation de I’Agence de
Biomédecine pour le recueil et I’utilisation en recherche apres consentement maternel). L’ artére a
ensuite été coupée en morceaux d’environ 1 a 2 mm” qui ont été placés en puits sur une plaque 6 puits
contenant du milieu de culture (DMEM-HEPES additionné de 1% de pénicilline - streptomycine, 1%
de pyruvate de sodium, 1% d’acides aminés non essentiels et 10% de sérum de veau feetal). Les
plaques de culture ont ensuite été placées dans un incubateur humidifié a 37°C en air ambiant
additionné de 5% de CO,. Le milieu de culture a été changé toutes les 48 heures. Apres environ 1
semaine, les cellules arrivées a confluence ont été dissociées a la trypsine - EDTA et mises en culture
en flasque. Les cellules ont ensuite été régulierement passées lorsqu’elles atteignaient la confluence et
utilisées avant le S5eme passage pour toutes les expérimentations. Un immunomarquage dirigé contre

I’a-actine du muscle lisse et la calponine a confirmé qu’il s’agissait bien d’une population de CML.

2.2.2. Exposition des CMLYV a I’hyperoxie et au célastrol
Les cellules ont été ensemencées a 20 000 cellules par puits en plaque 96 puits et placées dans un
incubateur humidifié¢ & 37°C en air ambiant additionné de 5% de CO, (condition normoxique) ou en
air avec 60% d’O, additionné de 5% de CO, (condition hyperoxique). Du célastrol (dilu¢ en DMSO)
aux concentrations de 0,1 ou 0,3 pM ou un volume équivalent de DMSO (< 1/4000¢me) pour le
contrdle a été ajouté au milieu de culture décrit précédemment. Aprés 24h de culture, le milieu a été
remplacé par un milieu sans sérum (DMEM-HEPES additionné de 1% de pénicilline - streptomycine,
1% de pyruvate de sodium, 1% d’acides aminés non essentiels et 1% insuline - transferrine - sélénium
SIGMA) contenant les mémes concentrations de célastrol et DMSO. Les mesures de calcium ont été

réalisées apres a nouveau 24h de culture.
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2.2.3. Mesure de calcium intracellulaire
La [Ca®"); est estimée a I’aide d’une sonde calcique de synthése Fluo-4 acétoxyméthylester (AM). Le
groupement AM permet a la sonde de traverser la membrane plasmique des cellules. Une fois dans le
cytoplasme, des estérases endogénes vont cliver le groupement AM ce qui permet a la sonde Fluo-4 de
se lier au calcium intracellulaire. Cette liaison se traduit par une augmentation de I’intensité de la
fluorescence de la sonde. Il est ainsi possible de suivre les variations de [Ca*']; par la mesure en temps

réel de 'intensité de la fluorescence du Fluo-4 (Figure 14).

Fluo-4 AM
(liposoluble)
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Figure 14 : Schéma de mesure du calcium intracellulaire dans les CMLYV pulmonaires feetales
par la sonde Fluo-4 AM (d’apres la référence (184))
Ainsi, les CMLV pulmonaires feetales ont été chargées avec cette sonde Fluo-4 AM dans une solution
physiologique MAC (NaCl 130 mM, KCI 5,6 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 8 mM et
glucose 11 mM ; pH 7,4) pendant 30 minutes a 37°C et dans ’obscurité. Les puits ont ensuite été
rincés au MAC afin d’éliminer la sonde encore présente dans le milieu extracellulaire puis la plaque a
été placée sur I’objectif X20 du microscope confocal Nikon®. Les cellules ont ensuite été stimulées
par I’ajout dans le milieu de 0,3 pm d’ET-1. La sonde Fluo-4 a ensuite été excitée par un laser a une
longueur d’onde de 488nm et I’émission fluorescente a été enregistrée toutes les 4 secondes a 515nm
via une caméra, ce qui a permis 1’obtention d’une cinétique des variations de fluorescence, elle-méme

reflet de la [Ca”'];.
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L’acquisition des images a été réalisée avec le logiciel EZ-C1 de Nikon®. Les résultats sont exprimés
selon le rapport F/F0O avec F = réponse fluorescente maximale et FO = réponse fluorescente initiale. En
effet, un signal de base peut €tre mesuré aprés stimulation lumineuse et malgré 1’absence de
stimulation par un agoniste. Cela s’explique par une concentration constante du cytoplasme en

calcium libre.

2.3. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en valeurs brutes et sont présentés comme la moyenne +/- SEM de n
observations indépendantes.

L’¢étude statistique des données non paramétriques a été réalisée a 1’aide d’un test de Kruskall-Wallis
suivi d’un test a posteriori de comparaisons multiples de Dunn via le logiciel StatView.

L’analyse statistique des courbes de survie a été réalisée a 1’aide d’un test de LogRank via le logiciel
GraphPad Prism.

Le seuil de significativité a été fixé a p < 0,05 pour le test de Kruskall-Wallis et le test de LogRank, et
a p <0,0018 pour le test de Dunn en raison de la comparaison de 8 conditions différentes.

Concernant les comparaisons des courbes concentration-réponses de réactivité vasculaire, elles ont été

réalisées via une analyse de variance a 2 facteurs avec un seuil de significativité fixé a p < 0,05.
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3. RESULTATS
3.1. Effets du célastrol sur la survie au cours de PHTP-DBP

A J14, le taux de survie dans le groupe hyperoxique contrdle est de 56,25% contre 100% dans le
groupe normoxique contréle (p=0,0109) (Figure 15).

Les taux de survie dans les groupes hyperoxiques célastrol 1mg/kg/j et 0,5mg/kg/j sont respectivement
de 100% et 88,23%, et sont significativement différents de celui du groupe hyperoxique contrdle
(p=0,0038 et p=0,0496 respectivement).

Le taux de survie du groupe hyperoxique célastrol 0,1mg/kg/j est de 72,22% et n’est pas

significativement différent de celui du groupe hyperoxique contrdle (p=0,4713).

Le célastrol diminue donc significativement la mortalité dans ce modéele d’HTP-DBP aux posologies

de 1mg/kg/j et 0,5mg/kg/j.
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Figure 15 : Effets de I’hyperoxie et du célastrol sur la survie a J14.

Courbe de Kaplan Meyer avec n= 12 a 29 ratons.

* = significativement différent de I’hyperoxie contrdle ; # = significativement différent des
normoxiques a la méme dose de traitement.

HX = hyperoxie ; NX = normoxie ; Ct = controle ; C = célastrol

66




3.2. Effets du célastrol sur le poids au cours de ’HTP-DBP
Ni ’hyperoxie, ni le célastrol ou I’association des deux n’ont entrainé de modification significative du

poids des ratons (p=0,4826) (Figure 16).
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Figure 16 : Effets de I’hyperoxie et du célastrol sur le poids des ratons a J14.
Les résultats sont présentés comme les moyennes +/- SEM avec n=12 a 28 ratons.
HX = hyperoxie ; NX = normoxie ; Ct = controle ; C = célastrol

3.3. Effets du célastrol sur le TAAP au cours de PHTP-DBP

Le TAAP/FC est significativement diminué dans le groupe hyperoxique contréle en comparaison du

groupe normoxique controle (p<0,0001) (Figure 17), ce qui confirme le développement d’une HTP
chez ces ratons. On observe également une différence significative du TAAP/FC dans le groupe

hyperoxique célastrol 1mg/kg/j versus hyperoxique controle (p<0,0001).

Le célastrol a la posologie de 1mg/kg/j normalise donc le TAAP/FC chez les animaux soumis a

I’hyperoxie.
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Figure 17 : Effets de I’hyperoxie et du célastrol sur le TAAP a J14.

Les résultats sont présentés comme les moyennes +/- SEM avec n = 12 a 28 ratons.

* = significativement différent de I’hyperoxie controle; # = significativement différent des
normoxiques a la méme dose de traitement.

HX = hyperoxie ; NX = normoxie ; Ct = controle ; C = célastrol

67




3.4. Effets du célastrol sur le remodelage cardiaque au cours de ’HTP-DBP

L’hyperoxie est responsable d’une augmentation significative de I’index de Fulton dans le groupe
contrdle en comparaison du groupe normoxique contrdle (p<0,0001) (Figure 18). Ce résultat confirme
la présence d’une hypertrophie cardiaque induite par 'HTP dans le groupe hyperoxique contrdle. De
plus, les 3 groupes hyperoxiques traités sont tous significativement différents du groupe hyperoxique
contrdle (p<0,0001) mais sont cependant significativement différents des groupes normoxiques

recevant la méme dose de traitement.

Le célastrol diminue donc significativement le remodelage cardiaque droit sans toutefois le

normaliser.
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Figure 18 : Effets de I’hyperoxie et du célastrol sur I’index de Fulton a J14.

Les résultats sont présentés comme les moyennes +/- SEM avec n = 12 a 27 ratons.

* = significativement différent de I’hyperoxie contrdle ; # = significativement différent des
normoxiques a la méme dose de traitement.

HX = hyperoxie ; NX = normoxie ; Ct = controle ; C = célastrol
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3.5. Effets du célastrol sur le remodelage vasculaire au cours de PHTP-DBP

L’épaisseur de la média des petites artéres pulmonaires est significativement augmentée dans le
groupe hyperoxique controle versus le groupe normoxique contrdle (p<0,0001) (Figure 19).

De plus, les groupes hyperoxiques traités 1mg/kg/j, 0,5mg/kg/j et 0,1mg/kg/j sont significativement
différents du groupe hyperoxique contréle avec p=0,0003, p=0,0003 et p=0,0007 respectivement. Par
ailleurs, il n’existe pas de différence significative entre les groupes hyperoxiques traités et les groupes

normoxiques traités.

Le célastrol diminue donc significativement le remodelage vasculaire dans I’HTP-DBP.
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Figure 19 : Effets de I’hyperoxie et du célastrol sur le remodelage vasculaire a J14.

A. Epaisseur moyenne de la média. Les résultats sont présentés comme les moyennes +/- SEM avec n
=4 a 12 ratons.

B. Coupes histologiques représentatives d’artéres pulmonaires aprés coloration a 1’éosine-
hématoxyline.

* = significativement différent de I’hyperoxie controle; # = significativement différent des
normoxiques a la méme dose de traitement.

HX = hyperoxie ; NX = normoxie ; Ct = contrdle ; C = célastrol

La barre d’échelle correspond a 50pm.
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3.6. Effets du célastrol sur la densité vasculaire au cours de PHTP-DBP

Il existe une diminution significative de la densité vasculaire entre les groupes hyperoxiques controle
et traités versus les groupes normoxiques de la méme condition (p<0,0001) (Figure 20), ce qui est

typique de la DBP.

Le célastrol n’a donc aucun effet sur la densité vasculaire dans ce modele d’HTP-DBP.
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Figure 20 : Effets de I’hyperoxie et du célastrol sur la densité vasculaire a J14.

A. Densité vasculaire. Les résultats sont présentés comme les moyennes +/- SEM avecn =4 a 6
ratons.

B. Coupes histologiques de poumons représentatives aprés immunomarquage vWF.

# = significativement différent des normoxiques a la méme dose de traitement.

HX = hyperoxie ; NX = normoxie ; Ct = contrdle ; C = célastrol

La barre d’échelle correspond a 250pum.

70




3.7. Effets du célastrol sur I’alvéolisation au cours de PHTP-DBP

Le diamétre alvéolaire moyen est significativement augmenté dans le groupe hyperoxique controle en

comparaison au groupe normoxique contrdle (p<0,0001) (Figure 21), ce qui confirme chez ces ratons
I’hypoalvéolisation typique de la DBP. De méme, il existe une augmentation du diametre alvéolaire
moyen dans les groupes hyperoxiques traités au célastrol (augmentation significative uniquement pour

le groupe hyperoxique célastrol 1mg/kg/j).

Le célastrol n’a donc pas d’effet sur 1’alvéolisation dans ce modele d’HTP-DBP.

A.
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Figure 21 : Effets de I’hyperoxie et du célastrol sur I’alvéolisation a J14.

A. Diametre alvéolaire moyen. Les résultats sont présentés comme les moyennes +/- SEM avec n=4 a
8 ratons.

B. Coupes histologiques représentatives de poumons aprés coloration a 1’éosine-hématoxyline.

# = significativement différent des normoxiques a la méme dose de traitement.

HX = hyperoxie ; NX = normoxie ; Ct = controle ; C = célastrol

La barre d’échelle correspond a 250pum.
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3.8. Effets du célastrol sur la réactivité vasculaire pulmonaire au cours de
’HTP-DBP

3.8.1. Effets du célastrol sur la réponse contractile des artéres intra-pulmonaires

La réponse contractile a la phényléphrine et a la sérotonine est significativement augmentée pour les
artéres intra-pulmonaires des ratons en hyperoxie (p<0,001) (Figure 22). Un traitement par célastrol
Img/kg/j permet une réduction significative de la réponse contractile a la phényléphrine (p<0,001)
induite par I’hyperoxie sans toutefois permettre un retour a I’état basal. Le célastrol n’a cependant pas
d’effet sur la réponse contractile a la sérotonine.

Concernant le PGF2a, il n’est pas mis en évidence de modification de la réponse contractile entre les

groupes normoxiques et hyperoxiques.
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Figure 22 : Effets de I’hyperoxie et du célastrol sur la réponse contractile d’artéres intra-
pulmonaires a différents agents contractants

A. Réponses contractiles a la phényléphrine

B. Réponses contractiles a la sérotonine

Les résultats sont présentés comme les moyennes +/- SEM avec n=11-18 anneaux vasculaires
provenant de 9-10 animaux dans les groupes hyperoxiques et n=8 anneaux vasculaires provenant de 4
animaux dans les groupes normoxiques.

ns = non significatif ; * = p <0,05 ; *** = p <0,001
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3.8.2. Effets du célastrol sur la vasorelaxation des artéres intra-pulmonaires
L’hyperoxie entraine une diminution de la relaxation des artéres intra-pulmonaires en réponse a
I’acétylcholine (p<0,05) (Figure 23). Concernant I’isoprénaline et le SNP, il n’y a pas de différence
entre les conditions normoxiques et hyperoxiques. De plus, il n’a pas été mis en évidence de
différence significative de relaxation vasculaire pulmonaire entre les groupes hyperoxiques traité et
controle, quel que soit ’agent relaxant utilisé. Le célastrol n’a donc pas d’effet sur ’altération de la

réponse a 1’acétylcholine induite par I’hyperoxie.

Acétylcholine
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. > wieHX Col
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Loglacétylcholine (M)]

Figure 23 : Effets de I’hyperoxie et du célastrol sur la relaxation d’artéres intra-pulmonaires
induite par I’acétylcholine

Les résultats sont présentés comme les moyennes +/- SEM avec n=9-14 anneaux vasculaires
provenant de 9-10 animaux dans les groupes hyperoxiques et n=8 anneaux vasculaires provenant de 4
animaux dans les groupes normoxiques.

ns = non significatif ; * = p <0,05
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3.9. Effets du célastrol sur I’expression protéique de HO-1 au cours de ’HTP-
DBP

L’hyperoxie semble augmenter 1’expression protéique de HO-1 dans le groupe contréle mais cette

augmentation n’atteint pas le seuil de significativité (p=0,0137) (Figure 24), sans doute en raison de la
variabilité importante entre les échantillons. De plus, il semble que le célastrol tende a diminuer

I’expression protéique de HO-1 chez les ratons exposés a I’hyperoxie.
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Figure 24 : Expression protéique de HO-1 dans les artéres pulmonaires

A. Quantification de I’expression protéique de HO-1 dans les artéres pulmonaires. Les résultats sont
présentés comme les moyennes +/- SEM avec n =5 a 6 ratons.

B. Western Blots représentatifs de HO-1 et B-actine

HX = hyperoxie ; NX = normoxie ; Ct = controle ; C = célastrol
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3.10. Effets du célastrol sur le calcium intracellulaire des CMLYV feetales

L’hyperoxie augmente de fagon significative la [Ca®"]; en réponse a ’ET-1 dans les CMLV feetales en
comparaison aux CMLV feetales controles normoxiques (p=0,0002). Le célastrol aux posologies de
0,1 et 0,3 uM entraine une diminution significative de la [Ca®]; dans les CMLV foetales apres
exposition a I’hyperoxie en comparaison aux CMLV feetales normoxiques traitées (Figure 25)

(respectivement p=0,0002 et p<0,0001).

3,5 #
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0,5
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Ct C0.1 uyM C 0.3 uM

Figure 25 : Effets du célastrol sur la [Ca“]i des CMLY foetales

Les résultats sont présentés comme les moyennes +/- SEM avec n = 3 passages cellulaires.
%

= significativement différent de I’hyperoxie controle ; # = significativement différent des
normoxiques a la méme dose de traitement.
HX = hyperoxie ; NX = normoxie ; Ct = controle ; C = célastrol
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4. DISCUSSION

L’HTP-DBP est une des complications les plus séveres de la DBP survenant chez les nouveau-nés
prématurés avant 32 SA. Elle est responsable d’une mortalité importante : quasiment 1 enfant sur 2
atteint d’HTP-DBP persistante décéde dans les 2 premiéres années suivant le diagnostic (19). Le
célastrol est une molécule aux propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes qui a aussi montré des
effets bénéfiques sur des voies de signalisation impliquées dans la survenue de ’HTP-DBP (176,177).
Il nous a donc semblé intéressant de I’étudier en tant que traitement préventif de la survenue d’une
HTP-DBP dans un modéle murin hyperoxique. Dans ce modéle, nous avons montré que le célastrol
améliore de fagon significative la survie, les pressions pulmonaires reflétées par le TAAP, le
remodelage cardiaque droit et vasculaire pulmonaire ainsi que 1’hyperréactivité vasculaire des arteres
pulmonaires. A I’inverse, nous n’avons pas mis en évidence d’effet du célastrol sur la densité
vasculaire pulmonaire et I’alvéolisation. Il semble donc que le célastrol ait un effet bénéfique sur
I’HTP sans améliorer la DBP en elle-méme.

Nous avons choisi un modele de ratons exposés a I’hyperoxie pendant 14 jours car le poumon du raton
a la naissance a terme est au stade sacculaire, tout comme le nouveau-né prématuré humain né avant
32 SA. De plus, ce modele de DBP hyperoxique est déja largement utilisé dans la littérature.

Des apports nutritionnels insuffisants et un retard de croissance post-utérin majorant le risque de
survenue de la DBP (70), nous avons limité le nombre de ratons par portée a 12. Ce nombre permet
d’obtenir des ratons vivants malades a J14, méme si la mortalité reste trés élevée dans le groupe
hyperoxique contrdle (43,75%).

Des études ont clairement montré que le célastrol est anorexigéne (183). Chez le nouveau-né
prématuré de faible poids de naissance, cet effet secondaire pourrait freiner 1’utilisation du célastrol en
prévention de ’HTP-DBP. Cependant, I’ensemble des nouveau-nés prématurés nés avant 32 SA voire
avant 34 SA sont nourris par sonde naso-gastrique du fait de I’absence de coordination succion-
déglutition a ce terme, ce qui rend négligeable le risque d’anorexie secondaire a la prise de célastrol
dans cette population. A I’inverse, dans notre modéle murin, n’ayant pas de moyen de controle des
prises alimentaires des ratons, cet effet secondaire du célastrol pourrait fortement impacter le
développement et la sévérité de ’HTP-DBP. De plus, une étude préliminaire menée au sein de notre
laboratoire sur ce méme mod¢le d’HTP-DBP hyperoxique traité par du célastrol a la dose de 1mg/kg/j
suggérait que le célastrol associé a I’hyperoxie entrainait une diminution du poids des ratons. Pour ces
raisons et aux vues des données de la littérature sur le célastrol et la prise pondérale, nous avons choisi
d’étudier 3 doses de célastrol : 1mg/kg/j, 0,5mg/kg/j et 0,1mg/kg/j afin de voir si le traitement est
toujours efficace a posologies inférieures et si I’effet anorexigéne diminue. Nous avons donc trouvé
que le célastrol agit selon un effet dose-dépendant sur certains parameétres (survie et TAAP) et que la
posologie de 1mg/kg/j semble étre la dose la plus intéressante car elle permet une meilleure survie
(identique a celle des animaux normoxiques) et n’entraine pas de modification du poids contrairement

aux données publiées dans d’autres modéles et lors de notre étude préliminaire de faible effectif.
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Il s’agit de la premicre étude ayant mis en évidence un effet bénéfique du célastrol sur I’HTP par la
diminution du remodelage artériel pulmonaire et cardiaque droit ainsi que 1’amélioration du flux
sanguin systolique dans I’artére pulmonaire. Ces résultats sont en accord avec ceux de Yu et al. qui ont
mis en évidence une diminution de la prolifération des CMLV de 1’aorte thoracique et des arteres
spléniques ainsi qu'une diminution du remodelage cardiaque dans un modele de rat adulte hypertendu
systémique (176).

Concernant les effets du célastrol sur la voie du VEGF, les données de la littérature sont
contradictoires. En effet, Han et al. ont mis en évidence un effet du célastrol sur 1’expression du
VEGF via I’augmentation de HIF-1a (177) mais d’autres études ont montré un effet inhibiteur du
célastrol sur la vasculogeneése et 1’angiogenese par diminution de 1’expression des récepteurs VEGFR
dans des modeles de xénogreffe de gliome humain et de tumeur prostatique humaine chez la souris
(185,186). De plus, Ma et al. ont montré un effet inhibiteur du célastrol sur la traduction de ’ARNm
de HIF-1a dans un modéle de cellules d’hépatome humain (187) et Huang et al. ont également mis en
¢vidence une diminution in vitro du niveau d’ARNm et de la translocation nucléaire de HIF-1a dans
des cellules endothéliales et cancéreuses humaines traitées avec du célastrol (188,189). Dans notre
modele, nous n’avons pas montré d’amélioration de la densité vasculaire pulmonaire chez les ratons
bronchodysplasiques traités par célastrol. Malheureusement, les Western Blots HIF et VEGF n’ayant
pas abouti, nous ne pouvons pas conclure sur les effets du célastrol sur la voie de signalisation HIF-
VEGF dans notre modéele d’HTP-DBP hyperoxique. De nouveaux Western Blots vont donc étre
réalisés, et aux vues de la littérature, il semble intéressant d’étudier également I’expression des
VEGFR dans ce modéle.

Si ’on considére que le célastrol pourrait avoir un effet inhibiteur sur le signal VEGF, cela pourrait
¢galement expliquer 1’hypoalvéolisation mise en évidence chez les ratons hyperoxiques traités. En
effet, selon la « théorie vasculaire », le développement vasculaire pulmonaire normal est une condition
nécessaire pour une bonne croissance alvéolaire (9). Ce phénomene est confirmé dans les études sur le
raton traité par inhibiteur du VEGFR qui mettent en évidence des anomalies majeures de la croissance
pulmonaire distale (98,169).

Concernant 1’étude de la réactivité vasculaire, il existe peu de données a ce jour qui permettent de
comprendre le role exact du tonus vasculaire dans la survenue de ’'HTP-DBP. L’efficacit¢ du NOi
dans la prise en charge aigue de ’HTP-DBP fait supposer que I’augmentation du tonus vasculaire
pulmonaire contribue de maniére importante au développement de cette pathologie. Dans cette étude,
nous avons mis en évidence une diminution de la vasorelaxation des artéres intra-pulmonaires de
ratons exposés a I’hyperoxie en réponse a 1’acétylcholine, sans modification de la réponse au SNP,
donneur de NO et a I’isoprénaline, agent relaxant indépendant du NO et de ’endothélium. Ces
résultats indiquent donc que la réduction de la réponse a 1’acétylcholine induite par I’hyperoxie tient
son origine dans la cellule endothéliale productrice de NO, et non dans la CMLV. Ces données
concordent avec celles d’une étude précédente réalisée au sein de notre laboratoire (174) qui avait mis

en évidence une dysfonction endothéliale des vaisseaux pulmonaires de ratons aprés exposition a 14
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jours d’hyperoxie. Cette dysfonction était en lien avec une diminution de 1’activité de la eNOS dans
ces mémes vaisseaux.

Enfin, concernant I’effet du célastrol sur la diminution de la réponse contractile a la phényléphrine des
artéres intra-pulmonaires de ratons exposés a I’hyperoxie, une étude a montré que le célastrol
diminuait I’expression de Ca**-ATPases 2b du réticulum sarco(endo)plasmatique (SERCA2b) (190).
Ces SERCA ont comme rdle principal de faire rentrer le calcium du cytosol vers la lumiere du
réticulum endoplasmique. Une diminution de leur expression est responsable d’une diminution de la
concentration calcique du réticulum endoplasmique, ce qui pourrait expliquer la baisse de la réponse
contractile a la phényléphrine pour les vaisseaux intra-pulmonaires de ratons hyperoxiques traités par
célastrol 1mg/kg/j. Ces résultats sont concordants avec ceux obtenus sur notre modele cellulaire lors
des mesures de [Ca’];. En effet, nous avons montré que le célastrol a la posologie de 0,1 et 0,3 pM
diminue la [Ca>"]; des CMLV feetales pulmonaires exposées a I’hyperoxie.

Il serait intéressant de poursuivre 1’étude des effets du célastrol sur la réactivité vasculaire pulmonaire
en testant la réponse contractile des artéres intra-pulmonaires de ratons a ’ET-1 afin de voir si cela
concorde avec les résultats obtenus sur le modéle cellulaire. En effet, les différents essais réalisés avec
les agents contractants (sérotonine et phényléphrine) utilisés lors de I’étude de la réactivité vasculaire
pulmonaire n’ont pas entrainé de réponse calcique cellulaire dans le modéle de CMLV feetales
pulmonaires. Cela pourrait s’expliquer par I’absence d’expression des récepteurs 5-HT1a, 5-HT1b et
al-adrénergiques chez le feetus humain a 22 SA en comparaison au raton né a terme (191).

Au niveau moléculaire, malgré 1’absence de résultat significatif, il semble que I’hyperoxie augmente
I’expression de la protéine HO-1 dans les artéres pulmonaires de ratons non traités. Ce résultat est
cohérent avec les autres études de 1’effet de I’hyperoxie et du stress oxydatif sur I’expression de HO-1
(164,165). Le célastrol, quant a lui semble induire une diminution de I’expression de HO-1 dans les
artéres pulmonaires de ratons exposés a I’hyperoxie, méme si nous n’avons pas obtenu de résultat
significatif. Cette tendance pourrait s’expliquer par un effet antioxydant du célastrol. En effet, dans un
modele de rat adulte hypertendu systémique, le célastrol a un effet inhibiteur direct sur la production
de ROS (176). Ce résultat serait a confirmer avec un effectif plus important du fait des grands écart-
types.

Pour finir, le principal biais dans cette étude est lié au fait que le modéle est trés sévere. En effet, la
mortalité y est importante & la fin de la premiére semaine d’hyperoxie dans les groupes contrdle et
célastrol 0,1mg/kg/j. Ainsi, ’ensemble des parametres évalués a la fin du protocole a J14 (TAAP,
Fulton, etc.) ne concerne que les animaux les plus résistants et les moins malades. De plus, du fait de
la diminution des portées avec le déces de ratons a la fin de la premiére semaine d’hyperoxie, les
animaux survivants ont des apports alimentaires plus importants, ce qui pourrait limiter la survenue de
I’HTP-DBP dans notre mod¢le.

Au final, dans notre étude, nous avons montré que le célastrol a un effet préventif dose-dépendant sur
le développement de ’HTP dans un modele de DBP hyperoxique du raton méme s’il ne semble pas

avoir d’effet sur la DBP en elle-méme. Il pourrait également avoir un effet antioxydant direct par la
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diminution de la production des ROS ce qui est une propriété intéressante dans ce contexte
d’exposition a I’hyperoxie. Pour toutes ces raisons, le célastrol est une molécule intéressante pour le
traitement préventif de "HTP-DBP chez le nouveau-né prématuré mais les mécanismes exacts mis en

jeu restent encore a déterminer.
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TITRE et RESUME en anglais :

Pulmonary Hypertension Associated with Bronchopulmonary Dysplasia of the
Premature Newborn: Current State of Knowledge and study of the interest of celastrol.

Introduction. Bronchopulmonary dysplasia is a common pathology of premature newborns caused by
oxidative stress and mechanical ventilation in these immature lungs, resulting in hypoalveolization and
impaired angiogenesis. It can be complicated by pulmonary hypertension (HTP-DBP), and then right
heart failure associated with excess mortality at 2 years of age. Celastrol has anti-inflammatory and
antioxidant properties. Futhermore, in a murine model of systemic hypertension, it decreases systemic
blood pressure and inhibits vascular remodeling and myocardial hypertrophy by attenuating
inflammation and oxidative stress in vascular smooth muscle cells (VSMCs). It is therefore a molecule
of choice for the study of a preventive treatment of HTP-DBP.

Materials/Methods. We studied the influence of celastrol in a murine model of hyperoxic HTP-DBP
by evaluating survival, HTP with measurement of pulmonary artery acceleration time (PAAT), right
vascular remodeling, alveolization as well density, vascular reactivity and remodeling. We also
evaluated the calcium response of fetal pulmonary VSMCs.

Results. Celastrol reduces mortality at doses of 1 and 0,5mg/kg/d. At Img/kg/d, it normalizes PAAT
and reduces vascular hyperreactivity with no effect on the alteration of the response to acetylcholine
induced by hyperoxia. It decreases cardiac and vascular remodeling at all concentrations tested but has
no effect on alveolization and vascular density. Finally, it decreases also calcium hyperreactivity of
fetal pulmonary VSMCs exposed to hyperoxia.

Conclusion. Celastrol has a preventive effect on HTP but not on DBP itself. However, mechanisms
involved remain unknown.
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RESUME :

Introduction. La dysplasie broncho-pulmonaire (DBP) est une pathologie fréquente du nouveau-né
prématuré causée par le stress oxydatif et la ventilation mécanique sur ces poumons immatures,
entrainant une hypoalvéolisation et une altération de 1’angiogenese. Elle peut se compliquer par une
hypertension pulmonaire (HTP-DBP), puis une défaillance cardiaque droite associée a une
surmortalité a 1’dge de 2 ans. Le célastrol possede des propriétés anti-inflammatoires et anti-
oxydantes. De plus, dans un modele murin d’hypertension systémique, il diminue la tension artérielle
systémique et inhibe le remodelage vasculaire ainsi que 1’hypertrophie myocardique en atténuant
I’inflammation et le stress oxydatif dans les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV). C’est
donc une molécule de choix pour I’étude d’un traitement préventif de "HTP-DBP.
Matériels/Méthodes. Nous avons étudié 1’influence du célastrol dans un modéle murin d’HTP-DBP
hyperoxique en évaluant la survie, ’HTP avec la mesure du temps d’accélération dans 1’artére
pulmonaire (TAAP), le remodelage cardiaque droit, 1’alvéolisation ainsi que la densité, le remodelage
et la réactivité vasculaires pulmonaires. Nous avons également évalué la réponse calcique de CMLV
pulmonaires feetales.

Résultats. Le célastrol diminue la mortalité aux posologies de 1 et 0,5mg/kg. A 1mg/kg, il normalise le
TAAP et réduit I’hyperréactivité vasculaire sans effet sur I’altération de la réponse a ’acétylcholine
induite par I’hyperoxie. Il diminue les remodelages cardiaque et vasculaire a toutes les concentrations
testées mais n’a pas d’effet sur l’alvéolisation et la densité vasculaire. Il diminue également
I’hyperréactivité calcique des CMLV pulmonaires feetales exposées a I’hyperoxie.

Conclusion. Le célastrol a un effet préventif sur "HTP mais pas sur la DBP en elle-méme. Cependant,
les mécanismes moléculaires mis en jeu restent méconnus.

DISCIPLINE : Pédiatrie

MOTS-CLES : Dysplasie broncho-pulmonaire, hypertension pulmonaire, prématurité, célastrol,
hyperoxie.
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