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RESUME

Les progres médicaux de la prise en charge des nouveau-nés prématurés ont permis la
diminution de la mortalité néonatale, mais la prévalence des handicaps neurologiques
d’origine périnatale reste stable. Ainsi, la mise en place de stratégies de neuroprotection est
un enjeu primordial de la médecine périnatale actuelle. Une partie de ces stratégies a lieu
avant la naissance, comme par exemple l'injection anténatale de corticoides qui diminue la
survenue d’'une hémorragie intracérébrale ou le transfert in utero vers une maternité de
niveau lll. Il a également été démontré que I'administration de sulfate de magnésium en cas
de menace d’accouchement prématuré améliorait le devenir neurologique des enfants a I'age
de deux ans. La neuroprotection concerne aussi I'ensemble des interventions qui ont lieu
aprés la naissance, pendant la période néonatale. Depuis les années 2000, les agents
anesthésiques sont mis en cause dans la survenue d’anomalies du développement lorsqu’ils
sont administrés chez le nouveau-né. La balance bénéfice/risque doit donc étre évaluée pour
chaque anesthésique prescrit en période néonatale afin de limiter une potentielle

neurotoxicité.

Ce travail de thése s’inscrit dans I’élaboration et I'évaluation de stratégies de
neuroprotection du prématuré. La premiére partie a pour objectif le suivi a I'age scolaire
d’une cohorte d’enfants prématurés exposés en anténatal au sulfate de magnésium. La
deuxieme partie est consacrée a |'évaluation in vivo de I'impact du rémifentanil, morphinique
de synthese utilisé comme agent anesthésique, sur le cerveau immature du souriceau en

condition excitotoxique.

1 - Etude de l'influence de I'administration anténatale du sulfate de magnésium sur le
développement psychomoteur a I’age scolaire de prématurés de moins de 33 semaines

d'aménorrhée.

Compte tenu de ses propriétés pharmacologiques, le sulfate de magnésium est un bon
candidat pour la neuroprotection. Des études chez I’Animal ont permis de mettre en évidence
des effets bénéfiques du sulfate de magnésium sur la vitalité cellulaire cérébrale, notamment
en contexte lésionnel. Chez ’'Homme, de nombreuses études observationnelles ainsi que cinq
essais randomisés contrOlés internationaux ont démontré une réduction de la paralysie
cérébrale et de la survenue de troubles moteurs a I’age de deux ans, en cas d’administration

anténatale de sulfate de magnésium lors d’'une menace d’accouchement prématuré.



RESUME

Parmi ces essais, I'étude PREMAG, débutée en France en 1997 avait permis l'inclusion
de 688 nouveau-nés prématurés, dont 606 ont été suivis a I'age de deux ans. Un suivi a plus
long terme était nécessaire pour affirmer l'innocuité de la molécule sur le devenir
neurocognitif a I'age scolaire. En effet, tout médicament utilisé chez le nouveau-né dans un
but de neuroprotection peut avoir des effets bénéfiques sur la survenue des lésions
cérébrales et des séquelles associées mais peut aussi intervenir de fagon positive ou négative
sur les processus physiologiques du développement. L'objectif de la recherche de cette
premiére partie de thése était donc de poursuivre I'analyse de cette cohorte en obtenant des
renseignements sur le devenir neurologique de ces enfants agés de 8 a 11 ans. Entre
décembre 2009 et avril 2012, les familles qui avaient participé a I'essai Premag ont été
recontactées. Quatre-cent-trente-et-un enfants (moyenne d’age 11 ans) parmi les 606
survivants ont été évalués a l'age scolaire par un questionnaire parental. Le critere
d’évaluation principal était un critére combiné déficit moteur et/ou décés. Il n’a pas été mis
en évidence d’effet délétere de I'exposition anténatale au sulfate de magnésium. Par ailleurs,
une diminution non significative des troubles du comportement, une meilleure scolarisation
et une réduction du recours aux services d’éducation a domicile ont été observées en cas

d’exposition au sulfate de magnésium.

Cet essai est le premier a avoir évalué a I'age scolaire une cohorte d’enfants
prématurés exposés en anténatal au sulfate de magnésium. Les résultats du suivi a long
terme sont rassurants et confortent les praticiens dans l'intérét de |'utilisation anténatale du
sulfate de magnésium en cas de menace d’accouchement prématuré avant 33 semaines

d’aménorrhée.

2 - Effet neuroprotecteur du rémifentanil dans un modele murin de lésion excitotoxique

néonatale.

Les nouveau-nés prématurés sont exposés a différents agents anesthésiques au
moment de la naissance lors d'une césarienne sous anesthésie générale, ou bien au cours de
leur prise en charge en réanimation néonatale, pour la sédation/analgésie. L'impact de ces
agents anesthésiques sur le cerveau en développement n'est pas encore clairement établi.
Depuis les années 2000, de nombreuses études chez I’Animal ont mis en évidence un

potentiel impact neurotoxique des anesthésiques sur le cerveau immature. Des études
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observationnelles chez 'Homme ont mis en avant un lien entre |'exposition a une anesthésie
générale au cours des premiers mois de vie avec un devenir neurologique altéré. Parmi ces
agents anesthésiques, le rémifentanil, morphinique de synthése, est utilisé en période
périnatale, chez la mére en cas d‘anesthésie générale ou chez le nouveau-né en cas de
nécessité d’anesthésie/analgésie. Compte tenu de ses propriétés pharmacocinétiques (demi-
vie courte, métabolisme par des estérases aspécifiques, indépendant des métabolismes
rénal et hépatique), le rémifentanil semble particulierement adapté au nouveau-né
prématuré. Une interaction entre les morphiniques et le récepteur NMDA a été démontrée
au travers du modeéle d’hyperalgésie induite par les morphiniques: la stimulation du
récepteur p par les morphiniques pourrait entrainer I'activation du récepteur NMDA via une
réaction de phosphorylation. L'existence d'un lien entre le rémifentanil et le récepteur
NMDA a donc motivé au laboratoire |'étude des effets du rémifentanil sur les phénomenes
de mort cellulaire dans le cerveau immature, en utilisant tout d’abord un modeéle murin ex
vivo de tranches cérébrales organotypiques. Nous avions mis en évidence que le
rémifentanil ne modifiait pas la nécrose, mais exercait un effet anti-apoptotique impliquant
la voie intrinséque de I'apoptose. Ce potentiel effet neuroprotecteur du rémifentanil nous a
incité secondairement a évaluer in vivo I'impact du morphinique en contexte lésionnel. Les
Iésions cérébrales ont été obtenues par administration intracorticale d’iboténate, agoniste
glutamatergique, au deuxieme jour de vie (P2) chez le souriceau. Aprés exposition au
rémifentanil, la taille de la Iésion induite par I'iboténate était significativement réduite a P7.
Cet effet protecteur était accompagné par une diminution de la production des dérivés
réactifs de I'oxygéne et de I'astrogliose réactionnelle, suggérant un effet modulateur de la
neuroinflammation par le rémifentanil. L’activité caspase était également réduite dans le
groupe rémifentanil, confortant les résultats obtenus ex vivo. Enfin, I'étude du
comportement des souriceaux a permis de mettre en évidence un impact fonctionnel de
I’'administration de rémifentanil en contexte Iésionnel. Les performances sensori-motrices
(géotaxie négative entre P6 et P8 et réflexe d’agrippement entre P10 et P12) étaient
améliorées chez les animaux lésés exposés au morphinique. A P18, l'analyse du
comportement des souris dans l'open field semblait suggérer que [’exposition au

rémifentanil a P2 entrainait un effet anxiolytique, particulierement chez les femelles.
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L'effet anti-apoptotique du rémifentanil observé ex vivo se traduit in vivo par un effet
protecteur en réduisant significativement la taille de la lésion induite par I'iboténate. Cet
effet semble impliquer une modulation de I'inflammation et de I'apoptose. L'exposition au
morphinique en période néonatale améliore les performances sensori-motrices de la souris

[ésée et semble diminuer I'anxiété de I'animal.



SUMMARY

Better protecting the developing brain of very preterm infants remains a daily
challenge for all specialists in perinatal care. Despite improvement of neonatal mortality and
morbidity, very preterm infants remain vulnerable and at risk of developing neurological
impairments. To limit the occurrence of such events, implementing of neuroprotection
during brain development is essential. Neuroprotection in the context of preterm birth is the
subject of extensive research, but few strategies have currently been demonstrated to be
effective. One part of these strategies takes place before birth, as antenatal corticosteroids
administration that is known to reduce intraventricular hemorrhage, or in utero transfer to
tertiary maternity hospitals. There is now strong evidence to support antenatal magnesium
sulfate infusion in order to prevent cerebral palsy in context of prematurity.
Neuroprotection may also occur after birth and evaluate the benefit/risk balance for each
potentially deleterious drug administered during this period, such as anesthetics, is one of
those strategies. Fetuses and preterm newborns are exposed to general anesthesia during
cesarean delivery or in neonatal intensive care when sedation and analgesia is
recommended. The role of these agents remains extremely controversial and could appear

to be neurotoxic.

This thesis work is part of the development and evaluation of neuroprotection
strategies for preterm neonates. The first part aims at the follow up of the French PREMAG
cohort to evaluate the children for any long-term deleterious effects of magnesium sulfate,
and to assess developmental and psychomotor outcomes at school-age. The second part is
devoted to the evaluation of the in vivo impact of remifentanil, synthetic opiate, on the

immature brain of mouse pups in an excitotoxic condition.

1 - School-age outcomes following a randomized controlled trial of magnesium sulfate for

neuroprotection of preterm infants

Given its pharmacological properties, magnesium sulfate has always been a good
candidate for neuroprotection. Animal studies have demonstrated beneficial effects of
magnesium sulfate on brain cell vitality, particularly in the context of brain injury. In humans,
many observational studies as well as five international randomized controlled trials
demonstrated a reduction in cerebral palsy and motor impairment at the age of two years

after antenatal administration of magnesium sulfate.



SUMMARY

Among these randomized controlled trials, the Premag study, started in France in
1997, included 688 preterm infants, of which 606 were followed at the age of two. A longer
follow-up was necessary to confirm the safety of magnesium sulfate on neurocognitive
outcome at school-age. Indeed, a same molecule used in neonate for neuroprotection may
have some beneficial effects on brain injury but it can also impact negatively on brain
development few years later. The objective of this study was the analysis of neurological
outcome of the children included in the Premag trial and aged between 8 and 11 years.
Between December 2009 and April 2012, families were contacted by a postal questionnaire.
Information were obtained for 431 of the 606 survivors. The primary outcome was a
composite of death and motor outcome. No deleterious effect of prenatal exposure to
magnesium sulfate has been demonstrated. Although the differences between magnesium
sulfate and placebo groups were not statistically significant, the average reduction in
neurologic outcomes (in particular of behavioral disorders) are of potential clinical
significance. The observations are strengthened by the reduced grade repetition, less need

for specific assistance at school, and better parental perception of health.

This study is the first to have evaluated a cohort of preterm infants exposed to
prenatal magnesium sulfate, at school age. These results allow us to assume that the
promising short-term results observed at age 2 years are very likely sustained at school-age,
and strongly suggest that the beneficial effects of magnesium sulfate observed at 2 years are

not counterbalanced by later deleterious effects.

2- Neuroprotective effects of remifentanil against excitotoxic brain damage in newborn

mice

Fetuses and preterm newborns are exposed to general anesthesia during cesarean
delivery or in neonatal intensive care when sedation and analgesia is recommended. The
impact of these anesthetic agents on the immature brain is controversial. On the one hand,
management of pain is essential for the premature newborn, as the lack of pain care could
lead to neurological complications such as behavioral or cognitive disorders. On the other
hand, anesthetics, including opioids, have been implicated as being potentially deleterious.
In animal studies, opioid exposure is associated with alterations of neuronal proliferation

and degeneration, as well as behavioral changes. In some human studies, morphine
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exposure is associated with early alterations in cerebral structure and with short-term
neurobehavioral problems. Because of its pharmacokinetic properties (short half-life, non-
specific esterase metabolism), remifentanil appears to be particularly suitable for preterm
infants. Remifentanil has been shown to activate the glutamatergic N-methyl-D-aspartate
(NMDA) receptor through a p-opioid receptor-initiated cascade. However, in the developing
brain, activation of the NMDA receptor can lead to excitotoxic or antiapoptotic effects,
depending on the cortical layers. Using an ex vivo model of brain slices from postnatal day 2
mice (P2), we previously showed that remifentanil exerts an anti-apoptotic activity without
necrotic effect, involving both opioids and NMDA receptors and the intrinsic mitochondrial-
dependent apoptotic pathway. To clarify the effects of remifentanil on the immature injured
brain, a well-defined rodent model of neonatal brain lesion by intracortical injection of the
NMDA receptor agonist ibotenate was used to evaluate the impact of remifentanil in vivo in
P2 mice. After remifentanil exposure, the size of the ibotenate-induced lesion was
significantly reduced at P7. Remifentanil significantly decreased ROS production, cortical
caspase activity, DNA fragmentation and cortical GFAP levels. Performance of negative
geotaxis (P6-P8) and grasping reflex (P10-12) were improved in the remifentanil group. At
P18, remifentanil-treated females spent more time in the open field center than control,

suggesting less anxiety.

The anti-apoptotic effect of remifentanil observed ex vivo is translated in vivo by a
protective effect leading to a significant reduction of ibotenate-induced lesion. This effect
seems involve modulation of inflammation and apoptosis. Moreover, neonatal exposure to
remifentanil improves the sensorimotor performance of the mouse and appears to decrease

anxiety.
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INTRODUCTION

La santé périnatale est un enjeu majeur de santé publique en 2017. Des progres
considérables ont été réalisés dans la surveillance des grossesses, |'organisation des soins, la
prise en charge obstétricale, la prise en charge des nouveau-nés et leur réanimation. Ainsi,
les seuils de réanimation des nouveau-nés prématurés ont été grandement abaissés : en
France il est possible de prendre en charge un patient a partir de 23-24 semaines
d’aménorrhée (SA) et de 500 grammes de poids de naissance. Il faut toutefois souligner que
la prématurité reste la premiére cause de mortalité infantile dans le monde (Liu et al., 2016)
et que les morbidités associées sont a I'origine d’hospitalisations longues, de complications
neurodéveloppementales parfois lourdes a I'origine de handicaps moteurs, sensoriels,
cognitifs et/ou comportementaux. La meilleure compréhension du cerveau en
développement et la mise en place de stratégies de neuroprotection sont des axes

prioritaires de recherche pour tous les acteurs de la médecine périnatale actuelle afin

d’améliorer le devenir neurologique des enfants nés prématurés.
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I La prématurité
B D¢finitions

Une naissance prématurée est une naissance avant le terme normal d’une grossesse
(40 a 41 SA). Le terme de grossesse est estimé par la date du premier jour des derniéres
regles et/ou a I'aide d’une échographie dite de « datation », réalisée précocement au cours
du premier trimestre de la grossesse. L'age gestationnel est donc le critére permettant de
définir une naissance prématurée. Selon |'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), une
naissance avant 37 SA (259 jours) est considérée comme prématurée (World Health

Organization, 2016). On distingue :

- la prématurité tardive, entre 34 et 36 SA ;
- la prématurité modérée, entre 32 et 33 SA ;
- la grande prématurité, entre 27 et 31 SA ;

- I'extréme prématurité, inférieure a 27 SA.

1.2 Etat des connaissances

L2.1 Epidémiologie

Les dernieres estimations effectuées en collaboration avec ’'OMS font état d’environ
15 millions de prématurés en 2010 soit 11,1% du nombre total de naissances vivantes. Ces
naissances prématurées sont distribuées différemment selon les pays (Figure 1) : elles
concernent en effet 5% des naissances totales pour certains pays d’Europe du Nord et
jusqu’a 18% pour des pays africains comme le Malawi (Blencowe et al., 2012). En France,
7,4% des enfants étaient nés avant 37 SA en 2010, soit environ 60000 nouveau-nés, dont
12000 avant 32 SA (Blondel et al., 2012 ; Torchin et Ancel, 2016). Le taux de prématurité est
en constante augmentation, en moyenne de 0,8% par an, soit environ 14,7% entre 1990 et
2010 dans le monde (Blencowe et al., 2012). En Europe, si la tendance est similaire, elle est
plus hétérogene. Sur 19 pays européens, la prématurité a augmenté significativement entre
1996 et 2008 pour 13 pays, mais elle a stagné ou diminué pour 6 autres. En France, le taux
de prématurité a lui augmenté, passant de 5,9% en 1995, a 7,2% en 2003 et 7,4% en 2010
(Zeitlin et al., 2013). Cette tendance peut s’expliquer notamment par l'augmentation des

taux de grossesses multiples et de prématurité induite, de I’age moyen des femmes lors des
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grossesses, le développement des techniques d’aide médicale a la procréation et
I'amélioration des soins intensifs néonataux permettant une prise en charge des nouveau-

nés plus immatures.

o
o

o © °
Taux de prématurité en 2010

<10%
Il 10-<15%
- >15%

Résultats non disponibles
0 1500 2,500 5,000 kilometres
N

Figure 1 : Estimation des taux de prématurité a I'échelle mondiale en 2010.

La prématurité concerne tous les pays, mais son incidence est hétérogene. Les pays en voie de développement
semblent particulierement touchés avec pour certains plus de 15% de prématurité. D’apres Blencowe et al.,
2012.

L2.2 Causes

Il est habituel de distinguer les prématurités spontanées des prématurités induites

par |'obstétricien pour une indication maternelle ou foetale.

a  Prématurité spontanée

Elle est définie par une mise en travail spontanée avant 37 SA. Le travail peut aussi
étre précédé par une rupture prématurée des membranes. La naissance prématurée
spontanée est souvent un processus multifactoriel, résultant de l'interaction de différents
facteurs entrainant la modification de l'utérus qui passe d’un état quiescent a un état
contractile a I'origine de la naissance prématurée. Plusieurs facteurs de risque sont identifiés

(Goldenberg et al., 2012 ; Blencowe et al., 2013) :
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- I’age maternel lors de la grossesse (adolescence et age maternel avancé) (Ferré et
al., 2016) et l'intervalle court entre deux grossesses (Goldenberg et al., 2008 ;
Muglia et Katz, 2010) ;

- le caractére multiple de la grossesse, a |'origine d’une sur-distension utérine.
L'incidence des grossesses multiples augmente avec I'age maternel et avec le
développement de I'assistance médicale a la procréation (Blondel et al., 2006) ;

- les infections (infections urinaires, VIH, syphilis, chorioamniotite, paludisme,
vaginoses bactériennes) (Gravett et al., 2010) ;

- les pathologies chroniques maternelles (diabéte, hypertension artérielle, anémie,
asthme, dysthyroidie, obésité, insuffisance rénale) (Kersten et al., 2014) ;

- I’état nutritionnel (malnutrition, carence en micronutriments, anémie) (Black et
al., 2008 ; Dean et al., 2014) ;

- le mode de vie (tabagisme, consommation d’alcool ou de drogues) (Gravett et al.,
2010) et le type de travail exercé pendant la grossesse (activité physique
excessive) (Muglia et Katz, 2010) ;

- la santé psychologique et psychiatrique maternelle (syndrome dépressif,
violences faites aux femmes) (Mannisto et al., 2016) ;

- les prédispositions génétiques (antécédents de prématurité spontanée,
incompétence cervicale) (Mercer et al., 1999 ; Plunkett et Muglia, 2008).

- les conditions socio-économiques défavorables (Germany et al., 2015 ; Kramer,

2015).

L’'origine de la mise en travail prématurée varie en fonction de |’dge gestationnel et
des facteurs sociaux et environnementaux. Elle reste indéterminée pour plus de la moitié
des cas (Menon, 2008). Les facteurs de risque peuvent aussi étre associés, augmentant ainsi

le risque de naissance prématurée.

b Prématurité induite

Elle est définie par le déclenchement médicamenteux du travail sur la décision de
I'obstétricien ou par la nécessité d’une césarienne, programmée ou pendant le travail
(spontané ou déclenché), pour une cause maternelle et/ou fcetale. Le taux de prématurité

induite varie selon le niveau de vie du pays. Pour les pays en voie de développement, il est
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bas, compte tenu du faible niveau de surveillance de la grossesse et du travail, de la
médicalisation moins importante de I'accouchement et du faible taux de naissance par
césarienne (moins de 5% par exemple pour les pays africains versus 20% en France quel que
soit le terme (Le Ray et al., 2015) et jusqu’a 60% en France en dessous de 35 SA (Ancel et al.,

2015)).

La prématurité induite concerne 20% des naissances prématurées dans les pays en
voie de développement comme le Pakistan, I'Ouganda ou le Niger et jusqu’a 40% dans les

pays plus riches comme le Japon, le Qatar ou I’Argentine (Morisaki et al., 2014).
Les indications médicales de prématurité induite sont de causes :

- maternelles, liées a la grossesse: prééclampsie sévére, éclampsie, HELLP
syndrome (Hemolysis Elevated Liver enzymes Low Platelet count syndrome),
cholestase gravidique, décollement placentaire, hématome retro-placentaire,
placenta praevia, rupture utérine, chorioamniotite ;

- maternelles, liées a une pathologie chronique: cancer, obésité, diabete,
hypertension ;

- feetales: retard de croissance intra-utérin avec retentissement sur le bien-étre

foetal, anomalies du rythme cardiaque feetal ou certaines anomalies congénitales.

Par ailleurs, certains facteurs de risque associés a la prématurité induite ont été mis
en évidence comme l'age, I'ethnie, I'indice de masse corporelle de la mere ou le recours a
I'assistance médicale a la procréation (Blencowe et al., 2013 ; de Jongh et al., 2014 ; Vogel et

al., 2014).

L2.3 Conséquences

Le risque de complications liées a la naissance prématurée diminue progressivement
avec l'augmentation de I'dge gestationnel. La survenue des complications est certes
directement en lien avec la prématurité, mais peut aussi étre favorisée par des facteurs de
risque individuels. Les facteurs de risque peuvent étre associés, augmentant d’autant le

risque de complications.
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a  Mortalité

La naissance prématurée est la principale cause de mortalité néonatale, représentant
environ 3,1 millions de nouveau-nés dans le monde. Il existe une véritable disparité
concernant le taux de survie des prématurés en fonction du pays de naissance. En effet, 50%
des nouveau-nés prématurés a 24 SA survivent au-dela de 28 jours dans les pays développés,
et 90% a 28 SA (Patel, 2016). A l'inverse, dans les pays en développement, seulement 10%
des nouveau-nés a 28 SA vont survivre au-dela de 28 jours (Althabe et al., 2012). Dans
I’étude EPIPAGE 2, la survie a 2 ans d’age corrigé était de 52% pour les 22-26 SA, 93% pour
les 27-31 SA et 98% pour les 32-34 SA (Pierrat et al., 2017).

b Morbidité
La morbidité en rapport avec une naissance prématurée peut survenir a court et a
long terme. Les études épidémiologiques de suivis longitudinaux des prématurés comme par
exemple EPIPAGE 1 et 2 en France (Larroque et al., 2008 ; Ancel et al., 2014) ou EPICure 1 et
2 au Royaume-Uni (Johnson et al., 2009 ; Costeloe et al., 2012) permettent une meilleure

appréciation des risques.

A court terme, les nouveau-nés prématurés présentent un risque de syndrome de
détresse respiratoire, pouvant nécessiter l'instillation intra-trachéale de surfactant exogene.
Certains nouveau-nés nécessitent une ventilation mécanique (invasive ou non) durant leur
séjour en néonatologie. L'immaturité du parenchyme pulmonaire, associée au syndrome de
détresse respiratoire du prématuré et aux techniques de ventilation nécessaires a leur survie
peut entrainer des lésions pulmonaires dont la forme la plus sévére concerne 35-40 % des
grands prématurés: la dysplasie broncho-pulmonaire (définie par la nécessité d’'une
assistance ventilatoire a 36 SA d’age corrigé) (Platt, 2014). Enfin, une oxygénothérapie a

domicile sera nécessaire pour 7% des survivants (Datta-Nemdharry et al., 2012).

Les troubles digestifs du prématuré sont des complications fréquentes.
L’entéropathie du prématuré est une intolérance alimentaire caractérisée par l'incapacité de
digérer plus de la moitié de la ration alimentaire, la présence de résidus gastriques ou de
vomissements et d’une distension abdominale (Moore et Wilson, 2011). Le stade ultime de
gravité de l'entéropathie est I’entérocolite ulcéro-nécrosante, marquée par un état

inflammatoire et/ou infectieux, dont I'incidence est estimée entre 4 et 7%. Un traitement
8
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chirurgical est nécessaire pour environ un tiers des entérocolites et le taux de mortalité varie
entre 12 et 30% selon le degré de la prématurité (Lin et Stoll, 2006). La croissance post-
natale est aussi altérée pour une majorité des prématurés présentant des complications

digestives (McCormick et al., 2011).

Le risque d’infection materno-foetale et d’infections secondaires est augmenté en cas
de prématurité. La survenue d’infection materno-foetale est dix fois plus importante en cas
de naissance prématurée, par rapport a une naissance a terme. Les infections secondaires
sont favorisées par les techniques invasives utilisées en néonatologie nécessaires a la survie
du nouveau-né (par exemple la ventilation trachéale ou le cathétérisme),
I'immunodéficience liée a la prématurité et les risques inhérents a I'hospitalisation a I'origine

d’infections nosocomiales (McCormick et al., 2011).

Au niveau neurologique, il peut survenir des hémorragies intracérébrales
(ventriculaires et/ou parenchymateuses), des Iésions diffuses de la substance blanche et des
leucomalacies périventriculaires pour environ 25% des grands prématurés (Beaino et al.,
2010). Dans I"étude EPIPAGE 2, le taux de leucomalacie périventriculaire kystique était faible
avant 30 SA (2%), en revanche, les taux d’hémorragies intracraniennes les plus graves
(grades 3 et 4 selon la classification de Papile) concernaient 14% des enfants nés avant 28 SA
(Ancel et al., 2014). Selon la nature, I'’étendue et la localisation de ces lésions cérébrales,
elles peuvent étre ultérieurement associées a des troubles du neuro-développement parfois
graves (Marret et al., 2013a ; Bolisetty et al., 2014). Au niveau sensoriel, la rétinopathie du

prématuré concerne environ 3% des naissances avant 28 SA (Darlow, 2015).

A plus long terme, le taux de ré-hospitalisation pour une détresse respiratoire,
notamment pour une bronchiolite, est augmenté en cas de prématurité (Mourani et al.,
2014). C'est également un facteur de risque de survenue d’asthme a I’dge scolaire,
notamment pour les enfants ayant comme antécédent une dysplasie broncho-pulmonaire.

(He et al., 2015).

La prématurité est un facteur de risque de trouble du développement moteur. Parmi
ces troubles, la paralysie cérébrale représente une complication grave, décrite dans le
paragraphe suivant. Les troubles neuromoteurs mineurs sont beaucoup plus fréquents que
la paralysie cérébrale, concernant prés de la moitié des enfants inclus dans EPIPAGE 1 a I'age
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de 5 ans (Arnaud et al., 2007). Ces troubles comprennent les troubles du tonus, I'instabilité
posturale, les troubles de la coordination (dyspraxies) et de la motricité fine. Les troubles
cognitifs sont favorisés par la prématurité. En effet, le retard mental est quatre fois plus
présent dans la population prématurée d’EPIPAGE 1 par rapport aux nouveau-nés a terme.
On observe aussi des retards de I'acquisition du langage, pouvant concerner a 2 ans 40% des
enfants nés avant 33 SA, des troubles neuro-visuels probablement sous-évalués par les
cliniciens et des troubles de I'attention/hyperactivité (Marret et al., 2015). Toutes ces
difficultés cognitives potentielles peuvent avoir un impact négatif sur les performances
scolaires de lI'enfant prématuré. Soixante-dix-sept pour cent des grands prématurés de
I’étude EPIPAGE 1 avaient un niveau scolaire adéquat a 8 ans, alors que 94% des nouveau-
nés a terme ne présentaient pas de retard scolaire (Larroque et al., 2008). Enfin les troubles
sensoriels (déficience visuelle sévére secondaire a une rétinopathie ou déficience auditive
sévere) sont rares, et concernent moins de 1% de la population des grands prématurés

(Pierrat et al., 2017).

c La paralysie cérébrale

i Historique et définitions

Historiquement, c’est William John Little, chirurgien orthopédiste britannique, qui, le
premier, décrit en 1861 la paralysie cérébrale sous la forme de diplégie spastique (syndrome
de Little). Il évoque aussi un lien entre la survenue du trouble et « un manque d’oxygéne »
pendant I'accouchement. La paralysie cérébrale, depuis, a fait I'objet de nombreux écrits,
intéressant d’imminents cliniciens. Sigmund Freud en 1897 et Sir William Osler en 1899 ont
notamment contribué a sa description et participé a I'effort de recherche sur le sujet. Dans
les années 1940, les peres fondateurs de |I'Académie américaine pour la paralysie cérébrale
et la médecine développementale (Carlson, Crothers, Deaver, Fay, Perlstein, et Phelps) aux
Etats-Unis, et Mac Keith, Polani, Bax et Ingram, du « Little Club » au Royaume-Uni, ont

permis I’évolution des concepts et une meilleure description de la paralysie cérébrale.

Définir la paralysie cérébrale a toujours été un défi pour les néonatologues, comme
en témoigne le grand nombre de publications dans la littérature scientifique. En 1964, Bax
propose de définir la paralysie cérébrale comme étant « un trouble du mouvement et de la

posture dii a une anomalie ou une lésion du cerveau immature » (Bax, 1964). Il exclut les
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troubles de la posture et du mouvement qui sont de courte durée, en rapport avec une
maladie progressive, ou uniqguement dus a une déficience mentale. Cette définition s’attache
seulement aux aspects moteurs bien que les déficits sensoriels, cognitifs, ou

comportementaux soient trés répandus chez les patients concernés.

En France, Guy Tardieu introduit en 1969 le concept d’infirmité motrice cérébrale qui
regroupe des troubles moteurs prédominants et non évolutifs dus a une lésion cérébrale
« conséquence d’'une lésion pré, péri ou post-natale précoce », pouvant « s’accompagner
d’atteintes sensorielles et d’atteintes partielles des fonctions supérieures a I'exception d’une

déficience intellectuelle ».

L'hétérogénéité des troubles désignés par le terme de paralysie cérébrale ainsi que
les progrés dans la compréhension du développement des lésions cérébrales précoces,
conduisent Mutch a modifier la définition en 1992 comme suit : « La paralysie cérébrale est
un terme générique regroupant les déficits moteurs non progressifs, mais dont I’expression
clinique peut étre changeante, secondaires a des lésions ou des anomalies cérébrales
survenant dans les tous premiers stades du développement » (Mutch et al.,, 1992). La
variabilité du déficit moteur, déja soulignée par Mac Keith et Polani, est reconnue et les

maladies progressives, comme pour Bax, sont exclues de la définition.

En 2005, une définition internationale est proposée aprés le congres de Bethesda.
« La Paralysie Cérébrale désigne un ensemble de troubles permanents du développement,
du mouvement et de la posture, responsables de limitations d’activité, imputables a des
atteintes non progressives survenues sur le cerveau en développement du feetus ou du
nourrisson. Les troubles moteurs de la paralysie cérébrale sont souvent accompagnés de
troubles sensoriels, perceptifs, cognitifs, de la communication et du comportement, par une
épilepsie et/ou par des problémes musculo-squelettiques secondaires » (Bax et al., 2005 ;

Rosenbaum et al., 2007).

Cette définition anglo-saxonne regroupe les notions francophones, historiques,
d’infirmité motrice cérébrale (IMC), définie par la présence de handicaps moteurs fixés et
isolés, et d’infirmité motrice d’origine cérébrale (IMOC) définie par des handicaps moteurs

fixés associés a un déficit cognitif, sensitif et/ou sensoriel (Amiel-Tison, 1997).
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Enfin pour Mac Keith et Polani (Keith et al., 2008), la paralysie cérébrale est « un
trouble persistant mais non immuable du mouvement et de la posture, qui apparait dans les
premiéres années de la vie et qui est la conséquence d'une Iésion cérébrale non progressive,

en rapport avec la survenue d’interférences lors du développement cérébral ».

La déficience motrice est de forme variable : hémi-, di-, tri- ou tétraplégie voire
méme une atteinte globale (hypotonie du tronc sans tenue de la téte associée a une
tétraplégie) selon la maturation cérébrale et la topographie de la Iésion cérébrale. Il existe
par ailleurs trois grandes formes de paralysie : spastique (la plus fréquente), athétosique et

ataxique.

Les complications associées peuvent étre une maladie épileptique, des troubles
oculaires, des troubles auditifs, une dyspraxie bucco-faciale, des troubles du langage ainsi
que d’autres troubles cognitifs (dyscalculie, dyspraxie d’habillage, dyspraxie constructive,...)

voire un retard mental.

ii  Epidémiologie

La réduction du taux de paralysie cérébrale est un des objectifs principaux des
obstétriciens et des pédiatres en néonatologie. Actuellement, en Europe, la paralysie
cérébrale touche environ 1,8 enfants pour 1000 naissances (Sellier et al., 2016). La naissance
prématurée est le principal facteur de risque de paralysie cérébrale (O’Callaghan et al.,
2011). Le taux de paralysie cérébrale augmente de fagon inversement proportionnelle a I'age
gestationnel. Ainsi, au sein de la cohorte EPIPAGE 1, il a été retrouvé 4,4% de paralysie
cérébrale chez les anciens prématurés nés a 32 semaines d’aménorrhée et 19,4 % chez les
enfants nés a 24-25 semaines d’aménorrhée (Ancel et al., 2006). Le taux de paralysie
cérébrale pour EPIPAGE 2 a deux ans d’age corrigé était de 7% pour les 24-26 SA, 4% pour les
27-31 SA et 1% pour les 32-34 SA. Il existe donc une diminution du taux de paralysie
cérébrale chez les prématurés en France entre 1997 (EPIPAGE 1) et 2011 (EPIPAGE 2).

Prés de la moitié des paralysies cérébrales est diagnostiquée chez des enfants nés
prématurés (Institut national de la santé et de la recherche médicale (France), 2004). Le taux
de paralysie cérébrale a augmenté jusqu’a la fin des années 1980 de la méme maniére que le
taux de survie des grands prématurés a augmenté. Puis la prévalence a semblé se stabiliser

voire diminuer a partir de la fin des années 1990 (Himmelmann et Uvebrant, 2014 ; Reid et
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al., 2016). En Europe, le taux de paralysie cérébrale a diminué de 1,9 a 1,77 pour 1000
naissances entre 1980 et 2003 (Sellier et al., 2016).

iii Facteurs de risque
De nombreuses études épidémiologiques ont mis en évidence des facteurs de risque
associés a la survenue de la paralysie cérébrale. Ces facteurs de risque semblent agir de
maniere synergique, et non isolée, dans la pathogenese de la maladie. Parfois, aucun agent
étiologique n’est identifié et le mécanisme causal reste inconnu. On distingue (Himmelmann,

2013 ; Marret et al., 2013b) :
» Les facteurs de prédisposition anténatale

° les infections congénitales « TORCH » (Toxoplasmose, Syphilis, Varicelle Zona Virus,
Parvovirus B19, Rubéole, Cytomégalovirus, Herpes Simplex Virus) ;

° I’exposition a des toxiques comme l'alcool (Guerri, 1998, 2002), les drogues ou
certains médicaments comme I'acide valproique (Bolafios et Medina, 1997) ;

° la grossesse multiple (Scher et al., 2002 ; Topp et al., 2004) ;

° les pathologies vasculaires de la grossesse comme la prééclampsie, le retard de

croissance intra-utérin (Badawi et al., 1998 ; Jarvis et al., 2005) ;

° la naissance prématurée ;

° la naissance post-terme ;

° les pathologies maternelles comme les dysthyroidies, le diabete,...(Nelson, 2008) ;

° le sexe : la paralysie cérébrale est plus fréquente chez les gargons. Les nouveau-nés

prématurés garcons ont une substance blanche significativement diminuée par
rapport aux nouveau-nés a terme, ce qui n’est pas observé chez les nouveau-nés
filles (Jarvis et al., 2005 ; Johnston et Hagberg, 2007) ;

° les autres malformations congénitales (fente labio-palatine, hypospade, atrésie de
I’cesophage,...) sont retrouvées de facon plus fréquente chez les enfants présentant
une paralysie cérébrale (Pharoah, 2007 ; Rankin et al., 2010) ;

° des facteurs génétiques pourraient influencer la cascade d’événements conduisant a
la survenue de la paralysie cérébrale (MacLennan et al., 2015 ; Lim, 2016 ; Fahey et
al.,, 2017). Il a été observé des familles présentant un risque de paralysie cérébrale

accru dans le registre national suédois (Hemminki et al., 2007). Le polymorphisme
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des genes codant pour les protéines de l'inflammation, de la coagulation ou de
I’endothélium vasculaire est associé a la paralysie cérébrale chez certains enfants

(Nelson, 2008).
»  Les facteurs de risque périnataux

L'asphyxie néonatale est impliquée dans la survenue de la paralysie cérébrale, mais
elle concerne seulement 10% des cas (Graham et al., 2008 ; Coq et al., 2016). Cet épisode
hypoxique (défini par la présence d’'un événement obstétrical a risque, d’'une acidose
métabolique avec un pH < 7,0 ou d’un déficit de base > 12mmol/L, et d’un score d’APGAR<4
a 5 minutes) est lié a une situation a risque comme I’"hématome rétroplacentaire, la rupture
utérine, les dystocies sévéres, les dysfonctions placentaires (postmaturité, prééclampsie), ou
les hémorragies foetales (hémorragie de Benckiser, transfusion foeto-maternelle). L'asphyxie
néonatale peut étre associée a un événement prénatal, comme un phénomene
inflammatoire induit, par exemple, par une chorioamniotite ou une infection urinaire (Wu et
al., 2003 ; Bax et al., 2006). Le phénomene d’infection/inflammation semble potentialiser les

Iésions d’hypoxie-ischémie cérébrale.
» Les facteurs de risque postnataux

De nombreux facteurs peuvent altérer le développement cérébral aprés la naissance.
Le stress et la séparation mere/nouveau-né, le retard de croissance extra-utérin, les
infections materno-foetales ou les infections secondaires (Glass et al.,, 2008), les
entérocolites ulcéro-nécrosantes (Shah et al., 2008) et l'utilisation de certains médicaments
comme les glucocorticoides (Doyle et al., 2014b) ont été identifiés comme étant déléteres
sur le développement du cerveau immature et pouvant augmenter le risque de paralysie

cérébrale.
» Les conditions socio-économiques

Alors que la relation entre la survenue de la prématurité et le niveau socio-
économique familial est maintenant bien établi (Germany et al., 2015 ; Kramer, 2015), il
semble également exister un impact des conditions socio-économiques familiales sur la

survenue et la sévérité de la paralysie cérébrale, indépendamment de la prématurité et du
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poids de naissance (Hjern et Thorngren-Jerneck, 2008 ; Solaski et al., 2014 ; Durkin et al.,

2015 ; Oskoui et al., 2016).
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II Le développement cérébral normal

Chez I'Homme, la troisieme semaine embryonnaire marque le début du
développement cérébral. A ce stade, 'embryon est soumis au processus de gastrulation qui
correspond au passage d’une structure a deux feuillets a une structure a trois

feuillets (Gilbert et Singer, 2004 ; Murry et Keller, 2008) :

- I'endoderme, feuillet dorsal épiblastique, le plus interne, qui donnera naissance
notamment aux poumons, aux visceres, au pancréas et au foie ;

- le mésoderme, feuillet intermédiaire qui formera le coeur, les vaisseaux, le sang,
les muscles et le squelette ;
r . . . . .

- ectoderme, feuillet ventral, le plus externe, qui sera subdivisé en épiderme a
I'origine de la peau, du cristallin et de la cornée et en neuroectoderme a l'origine

du systéme nerveux central et périphérique.
II.1 Développement précoce du systeme nerveux central

La genése du systeme nerveux débute lors de la phase de neurulation qui succede
immédiatement a la gastrulation. La neurogenése va alors débuter dans la région dorsale de
I’'embryon par un épaississement médio-sagittal de I'ectoderme qui traduit la prolifération

eme

de précurseurs neuraux et qui formera la plaque neurale (PN) au 197 jour de la vie
embryonnaire (E19) chez 'Homme. Le développement de la PN est plus rapide a I'extrémité
craniale, qui s’élargit en forme de raquette, a I'origine du futur cerveau. L'extrémité caudale
reste étroite et deviendra la moelle épiniére. Vers E20, |la plague neurale va s’invaginer selon
un axe rostro-caudal pour former la gouttiere neurale. Sous I'induction du mésoderme et de
la chorde, les bords de la gouttiere vont fusionner a E25 pour former le tube neural. La
lumiére du tube neural est le précurseur du systeme ventriculaire adulte. Dans le méme
temps, des amas cellulaires issus de la zone de jonction de la gouttiere neurale et de
I’ectoderme se détachent pour former les crétes neurales. Les cellules des crétes neurales
forment un véritable quatrieme feuillet dont seront issus les neurones et les cellules gliales
des systémes nerveux sympathique, parasympathique et sensoriel (Bystron et al., 2008 ;
Volpe, 2008 ; Stiles et Jernigan, 2010). A partir de E32, le neuroépithélium de la partie

rostrale du tube neural sera I'objet d’épaississements différentiels qui formeront trois

vésicules : le prosencéphale (P) en position rostrale, le mésencéphale (M), en position
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intermédiaire et le rhombencéphale (R) en position caudale. Ces trois vésicules sont
positionnées selon une courbure a concavité ventrale, liée a I'apparition de deux sillons qui
conditionnent la courbure mésencéphalique et la courbure céphalique (entre la moelle et le
rhombencéphale). Par la suite, le prosencéphale se divisera en télencéphale et diencéphale,
le rhombencéphale se divisera en métencéphale et télencéphale alors que le mésencéphale
ne se divisera pas. Ainsi, vers E42, cing structures vésiculeuses sont individualisées a I'origine
des structures nerveuses de |'encéphale. Ces cing structures sont alignées selon |'axe rostro-
caudale de I'embryon, formant ainsi I'organisation primaire du systéme nerveux central
(SNC) (Figure 2). Au cours de la cinquieme semaine, les courbures mésencéphalique et
cervicale s’accentuent. La courbure pontique, a concavité dorsale commence a se dessiner
entre le myélencéphale et le métencéphale.

(b) w | Yésicules

£ | telencéphaliques
3

H

==\ Piencéphale

:

S Visicules

L -optiques _ _ _ _

T e —

Métencéphale " t

Myélencéphale

Figure 2 : Mise en place des vésicules céphaliques a partir du tube neural.

(a) Représentation schématique du stade «3 vésicules» (P: prosencéphale, M: mésencéphale, R:
rhombencéphale). (b) Le prosencéphale donnera le télencéphale et le diencéphale, le rhombencéphale
donnera le métencéphale et le myélencéphale. Les hémisphéres cérébraux proviennent du télencéphale et
les vésicules optiques du diencéphale. D’aprés http://www.embryology.ch.
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I1.2 Développement du télencéphale

Le télencéphale va donner naissance a deux vésicules latérales, les futurs
hémisphéres cérébraux. Les cavités des vésicules télencéphaliques forment les ventricules
latéraux qui communiquent avec la cavité diencéphalique par les foramens
interventriculaires (trous de Monro). Le cortex cérébral (pallium) se développe a partir de la
partie dorsale des vésicules télencéphaliques, alors que la région latéro-ventrale des
vésicules (plancher ou subpallium) est a I'origine des éminences ganglionnaires médianes et
latérales qui formeront les noyaux gris centraux (noyau caudé, noyau lenticulaire divisé en
putamen et pallidum). Les vésicules télencéphaliques vont s’étendre tout d’abord vers le
haut, puis vers I'arriere, vers le bas et vers I'avant. Cette croissance du télencéphale va ainsi
dessiner une courbure a concavité antéro-interne a l'intérieur de laquelle se trouve l'insula
qui sera enfouie en profondeur. Progressivement le télencéphale enveloppera le

diencéphale, la partie dorsale du mésencéphale ainsi qu’une partie du métencéphale.

I1.3 Développement du cortex cérébral

La formation du cortex est un processus complexe comportant plusieurs
étapes chronologiques : la prolifération, la migration, la différenciation cellulaire et la
synaptogenése (Ortinau et Neil, 2015). En paralléle de ces phases clés de développement, un
processus de mort cellulaire programmée, |'apoptose, joue un réle essentiel dans le
modelage des structures cérébrales par élimination des cellules excédentaires et régulation

du nombre de cellules neurales.

II.3.1 Le développement précoce est marqué par une prolifération précoce

La prolifération cellulaire débute précocement vers E25, et devient maximale vers 3-4
mois de gestation (Zecevic, 2004 ; Volpe, 2008 ; Stiles et Jernigan, 2010). L'ectoderme a
I'origine de I'ensemble du systéme nerveux n’est composé initialement que d’une
monocouche de cellules prolifératives épithéliales. L'induction de la chorde et du
mésoderme para-axial va permettre la création du neuroépithélium de la plaque neurale.
Les cellules neuroépithéliales vont entrer en phase intense de mitose et ainsi constituer un
neuroépithélium pseudo-stratifié épais composé de cellules épithéliales bipolaires jointives.

Il est constitué d’une zone ventriculaire (ZV) germinative au contact de la lumiére du tube
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neural, et d’'une zone marginale contenant uniquement les prolongements cellulaires
(Bystron et al., 2008). Lors de la division cellulaire, la position du noyau va évoluer au sein du
neuroépithélium au cours du cycle cellulaire. Le noyau, initialement dans la zone
ventriculaire, va migrer vers la zone marginale (phase G1) au travers d’un prolongement
cytoplasmique émis par la cellule. Une fois arrivé jusqu’a une zone intermédiaire (Zl), proche
de la zone marginale, I’ADN est synthétisé (phase S). Le noyau contenant ainsi deux copies
de son matériel génétique, retourne vers la zone ventriculaire (phase G2) ou il se divise
(phase M) en méme temps que la cellule rétracte ses projections périphériques et s’arrondit.
Apres division, les cellules filles s’allongent a nouveau (phase G1) (Caviness et Rakic, 1978).
Cette division symétrique s’opére selon un plan de clivage vertical. Les cellules
neuroépithéliales poursuivent ainsi leurs divisions et augmentent I'épaisseur de la zV. Il
existe une premiere phase de prolifération cellulaire symétrique, permettant de créer deux
cellules qui continuent elless-mémes a proliférer, a I'origine d’une augmentation
exponentielle du nombre de cellules progénitrices (Rakic, 1995). Ces cellules filles générées

précocement constitueront la glie radiaire (Figure 3).

Les semaines 4 et 5 de gestation sont aussi marquées par I'apparition de la premiere
couche de cellules méningées (O’Rahilly et Miller, 1986). Les méninges jouent un réle
primordial dans le développement cérébral (Budday et al.,, 2015). Alors que le role
mécanique des méninges reste mal compris, la dure-mere, I'arachnoide et la pie-mere
jouent un role plus important que de simples couches protectrices du cerveau. En libérant
des facteurs diffusibles, les méninges forment un important centre de signalisation entre le
cortex et le crane pour contréler la prolifération et la migration des progéniteurs neuronaux
et des neurones (Siegenthaler et Pleasure, 2011). Il n'est pas surprenant que la perturbation
de la fonction méningée puisse entrainer des pathologies cérébrales complexes de type

lissencéphalie ou polymicrogyrie (Sun et Hevner, 2014).

1L3.2 Début de la neurogenése (5°™ semaine de gestation)

Vers E33, les progéniteurs de la ZV, les cellules de la glie radiaire, commencent a
passer de la division cellulaire symétrique a la division asymétrique (lacopetti et al., 1999). Le
plan de clivage de la cellule devient alors horizontal. Lors de la division asymétrique, une

cellule fille reste dans la ZV pour former une cellule gliale alors que I'autre cellule fille
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devient un neurone post-mitotique ou un progéniteur intermédiaire (Pontious et al., 2008 ;
Ortinau et Neil, 2015). Les cellules post-mitotiques résultant d’une division asymétrique ne
sont plus soumises au processus de migration nucléaire (Kosodo, 2012). Le passage de la
division symétriqgue a la division asymétrique marque le début de la neurogenese.
L'accumulation de progéniteurs permet la création a partir de E40 d’'une deuxiéme zone
germinative proche de la ZV : la zone sous-ventriculaire (ZSV) entre les zones ventriculaire et
marginale (Lui et al.,, 2011). Les neurones commenceront leur migration a partir de cette
ZSV. La ZV et la ZSV forment la matrice germinative, une zone de prolifération active, dont

les progéniteurs sont a l'origine des neurones pyramidaux (Figure 3). Chez I'Homme, la

eme

majorité des neurones du néocortex est générée entre la 6°™° et la 27°™° semaine de

gestation (Volpe, 2009 ; Figure 3).

Plan de clivage vertical
Plan de clivage horizontal

Cellule gliale apicale radiale

Cellule gliale basale radiale
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Figure 3 : Développement cortical précoce et neurogenese.

Le développement précoce est marqué par une migration nucléaire pendant laquelle les cellules
neuroépithéliales se divisent symétriquement selon un plan de clivage vertical. Le passage a une division
cellulaire asymétrique signe le début de la neurogenése. Les cellules progénitrices apicales et basales
s’accumulent pour devenir la majeure source de neurones pyramidaux. PP : pré-plaque, SP : sous-plaque,
Z1: zone intermédiaire, ZM : zone marginale, ZSV : zone sous-ventriculaire, ZV zone ventriculaire. D’aprés
Budday et al., 2015.
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I11.3.3 Migration cellulaire

La séquence de migration cellulaire s’étend de la 7éme a la 28éme semaine de
gestation, et concerne principalement le mouvement des cellules de la ZV et de la ZSV
jusqu’a leur emplacement final (Volpe, 2008). Ce phénoméne de migration joue un réle
prépondérant dans le développement neurologique car il conditionne I'organisation
structurale du SNC (Hatten, 1993). Les neurones peuvent adopter différents types de
trajectoire : la migration radiaire qui concerne essentiellement les neurones excitateurs, et la

migration tangentielle pour les interneurones (Figure 4).

(@ (b)
™
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v

Tangentiel Radiaire

Figure 4 : Migration neuronale.

(a) Les interneurones proviennent majoritairement du télencéphale ventral. La plupart des interneurones
sont produits au sein de I'’éminence ganglionnaire médiane. (EGM) du télencéphale ventral et migrent afin
d’atteindre le télencéphale dorsal. (b) Phases de migration des neurones au sein du télencéphale dorsal.
Migration tangentielle puis radiaire ou oblique a I'entrée de la plaque corticale (PCo). EGL : éminence
ganglionnaire latérale, EGM: éminence ganglionnaire médiane, VL: ventricule latéral, ZI: zone
intermédiaire, ZM zone marginale, ZSV: zone sous-ventriculaire, ZV: zone ventriculaire. D’apres
Kriegstein et Noctor, 2004.

a Formation de la plague corticale (A partir de la 7éme semaine de gestation)

A partir de la 7°™ semaine, les neurones migrant de facon radiale a partir de la ZV et
de la ZSV sont a l'origine de la formation de la plaque corticale. La migration radiaire des
neurones peut prendre deux formes distinctes : la translocation somatique et la locomotion

(Nadarajah et al., 2001 ; Tan et Shi, 2013 ; Figure 5).
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Figure 5 : Différents modes de migration neuronale.
A. Migration neuronale par translocation somatique. La cellule
déploie un processus cytoplasmique qui s’attache au niveau de
la surface piale. Le noyau se déplace ensuite vers la surface
piale. B. Migration neuronale radiaire. Le neurone migre le
long de la glie radiaire. D’apres Stiles et Jernigan, 2010.

Au début de la phase de migration, le principal mode de migration semble étre la
translocation somatique. Elle concerne les jeunes neurones qui ont hérité du prolongement
de la glie radiaire qui leur a donné naissance (Miyata et al., 2001). Ces cellules présentent
une forme radiale, avec un noyau situé dans la zone germinative, une extrémité liée a la
surface ventriculaire, et une autre extrémité atteignant la surface piale ou la zone marginale
(ZM) (Gressens, 2000). Le corps cellulaire du neurone se hisse alors par un mouvement de
translocation continu jusqu’a une nouvelle couche appelée « pré-plaque ». Cette couche
cellulaire se positionne entre la ZI et la ZM dés E51. La pré-plaque se subdivisera en sous-
plague et en plaque corticale. Cette derniere sera a 'origine des couches VI a Il du cortex
mature, et la ZM deviendra la couche | (Bystron et al., 2008). La sous-plaque corticale est
une structure transitoire, décrite comme étant une zone d’attente pour la mise en place des
connections synaptiques, et disparaitra dans les premiers mois apres la naissance.
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Dans les phases ultérieures du développement néocortical, les jeunes neurones
adoptent majoritairement un second mode migratoire au cours duquel ils utilisent les
processus radiaux des cellules gliales radiaires comme « échafaudage » pour atteindre leur
position finale : la locomotion ou migration radiale guidée par la glie. Des études par images
« time-lapse » de cultures de tranches de cerveau ont révélé de nombreux détails de ce type
de migration. Noctor, Kriegstein et collaborateurs (Noctor et al., 2004) ont mis en évidence
guatre phases de migration : 1) de la ZV a la ZSV, 2) arrét de la migration pendant 24 heures
ou plus, 3) phase rétrograde de migration, avec un retour vers la ZV puis 4) aprés contact
avec le ventricule, le neurone migre vers la plaque corticale. Une fois que la cellule atteint la
ZM, elle peut se détacher de la glie radiaire et migrer selon un mode de translocation
terminale. Contrairement aux cellules qui migrent par translocation et qui se déplacent a
une vitesse continue, les cellules migrant par locomotion se déplacent a des vitesses
variables et subissent ensuite une translocation rapide pendant les étapes finales de la
migration lorsqu'elles se rapprochent de leur destination finale (O’Rourke et al., 1992 ;

Nadarajah et al., 2001).

b Formation des 6 couches du cortex (jusqu’a 18 semaines de gestation)

Entre les semaines 9 et 12, la sous-plaque s’épaissit fortement et sa densité cellulaire
diminue. Entre les semaines 13 et 15, la ZV devient progressivement moins épaisse car de
nombreuses cellules ont migré vers I'extérieur (Sidman et Rakic, 1973). A partir de 18
semaines, I'organisation du néocortex a 6 couches est identifiable. Des études de datation
des neurones ont montré que les couches Il a VI du néocortex sont formées selon un mode
« inside-out ». Ainsi, Les premiers neuroblastes qui atteignent la plague corticale
constitueront la couche la plus profonde du cortex (couche VI). Puis, les neuroblastes
destinés a la formation de la couche V migreront a leur tour, traverseront la pré-plaque et la
couche VI. Ce processus se répétera jusqu’a la couche Il (Angevine et Sidman, 1961 ; Berry et
Rogers, 1965). La ZM donnera naissance a la couche |, la plus superficielle (Raybaud et al.,
2013). La formation des couches corticales par migration radiaire s’étend entre le deuxiéme
et le septieme mois de développement chez ’'Homme et entre E11 et E18 chez la Souris
(Gupta et al., 2002). Au final, le neuroépithélium d’origine est considérablement

transformé : la ZV n’est constituée que d’une seule couche de cellules épendymaires
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délimitant les ventricules, la ZI correspond a la substance blanche sous-corticale et la plaque

corticale est subdivisée en six couches corticales constituant le cortex cérébral (Figure 6).
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Figure 6 : Formation des couches de neurones du néocortex : modéle « inside -out ».

La pré-plaque est formée a partir d'une premiere vague de neurones post-mitotiques qui migrent de la
zone ventriculaire jusqu’a la surface piale. Ensuite, une deuxieme vague de néo-neurones (triangles bleus)
migrent a travers les ZSV et ZI et divisent la pré-plaque en ZM, plus superficielle (les neurones de la ZM
sont représentés par des ovales orange) et la sous-plaque, plus profonde (losanges verts), créant ainsi la
PCo, futur néocortex. Les neurones générés par la suite, (représentés par des triangles roses, violets et
jaunes, par ordre de naissance) étendent la PCo selon un modeéle « inside-out ». Ainsi les neurones générés
en derniers traversent les couches de neurones préexistant pour aller occuper les couches les plus
superficielles. La ZV diminue progressivement puis disparait. A 'dge adulte, la sous-plaque dégénere et
laisse derriere elle un néocortex a six couches. PCo: plaque corticale, PP: préplaque, SB: substance
blanche, ZI: zone intermédiaire, ZM: zone marginale, ZSV: zone sous-ventriculaire, ZV: zone
ventriculaire. D’apres Tan et Shi, 2012.

c Migration tangentielle

Alors que les neurones excitateurs sont produits directement dans la zone
proliférative du néocortex, la plupart des interneurones proviennent du télencéphale
ventral, majoritairement de [I’éminence ganglionnaire médiane, des éminences
ganglionnaires caudales et de 'aire pré-optique (Lavdas et al., 1999 ; Wichterle et al., 1999).
A l'inverse des neurones excitateurs, les interneurones produits au niveau du télencéphale
ventral empruntent une voie de migration tangentielle, longitudinale, pour atteindre le
néocortex dorsal. Ce mode de migration ne nécessite pas d’interaction avec la glie radiaire.
Les neuroblastes se déplacent le long des fibres axonales disposées tangentiellement a la
surface corticale (McManus et al., 2004). lls peuvent étre amenés a migrer radialement pour
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parvenir a leur position finale (Tan et Shi, 2013). La migration des interneurones se poursuit
jusqu’au troisiéme trimestre, alors que la migration des neurones excitateurs s’est terminée,
ce qui les rend plus vulnérables aux modifications liées a la prématurité, notamment les

hémorragies de la matrice germinale (Del Bigio, 2011).

II.3.4 Différenciation cellulaire

a Neuroblastes

Lorsque le neuroblaste atteint sa position finale, il doit intégrer un réseau complexe
de connexions avec son environnement (neurones, cellules gliales, matrice extracellulaire)
(Figure 7). Pour y parvenir il subit un processus de maturation ou différentiation cellulaire.
Ce phénoméne commence une fois que le neuroblaste atteint la plaque corticale. Les
neurones des couches V et VI se différencient donc avant que les cellules de la couche Il
n’aient atteint la plaque corticale. Cette différenciation suit un gradient ventro-dorsal
(Angevine et Sidman, 1961). Elle débute par la formation de neurites au niveau du corps
cellulaire qui seront a l'origine d’axones ou de dendrites. La croissance axonale et son
guidage sont étroitement liés avec une structure transitoire formée de I'extrémité d’'une
neurite en croissance : le cone de croissance. Cette structure est dépendante des signaux
environnementaux attractifs ou répulsifs permettant ainsi de faconner son trajet. Il existe un
guidage par signalisation moléculaire non diffusible (la membrane axonale détecte des
molécules d’adhérence sur les autres cellules ou dans la matrice extracellulaire) et par
chimiotactisme (gradient de concentration de molécules attractives ou répulsives diffusibles

émises par la cellule cible) (Luo, 2002 ; Gomez et Letourneau, 2014).
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Figure 7 : Interaction entre les différents types de cellules cérébrales.

Dans la substance blanche, les axones myélinisés permettent une conduction rapide du message; les
oligodendrocytes intermédiaires se connectent entre eux et forment la gaine de myéline. Les astrocytes
assurent l'approvisionnement en nutriments et le traitement synaptique. Dans la substance grise, les
neurones forment des synapses entre eux et avec des astrocytes protoplasmiques. Les cellules
microgliales contribuent a la clairance des débris et au remodelage synaptique. D’aprés Budday et al,
2015.

b Cellules gliales

Les cellules gliales représentent environ 90% des cellules cérébrales chez 'Homme. Il
en existe trois types cellulaires dans le SNC: les astrocytes, les oligodendrocytes et la

microglie.

i Les astrocytes
Les astrocytes apparaissent au cours de la deuxieme moitié de la gestation (entre la
semaine 24 et 32), apres la phase de prolifération neuronale massive (Morrow et al., 2001 ;
Freeman, 2010). La phase de prolifération astrocytaire se prolonge aprés la naissance. Les
astrocytes continuent a élaborer et affiner leurs extensions en période néonatale pendant la
phase active de synaptogenése (Lund et Lund, 1972). Au final, les astrocytes deviendront le
type cellulaire le plus abondant du cerveau humain (40% des cellules du SNC) (Freeman,

2010), présents dans la substance blanche et la substance grise.
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Les astrocytes adoptent une forme étoilée. IlIs jouent un réle clé dans la transmission
synaptique et le traitement de linformation. Ils participent au guidage des neurones
pendant leur migration (Powell et Geller, 1999), interviennent dans la recapture de certains
neurotransmetteurs dont le glutamate (Ortinau et Neil, 2015), véhiculent les substrats
énergétiques aux neurones (Brown et Ransom, 2007 ; Falkowska et al., 2015) et participent a
I’excitabilité neuronale (Haydon et Carmignoto, 2006 ; Fellin et al., 2007). L’astrocyte est un

médiateur clé de 'homéostasie, de la plasticité et du développement cérébral.

i Les oligodendrocytes
Les oligodendrocytes représentent environ 20% des cellules cérébrales. lls
constituent un support structurel au réseau neuronal et forment une gaine de myéline
autour de I'axone pour permettre une propagation rapide du signal nerveux (Budday et al.,
2015). Les premiers progéniteurs des oligodendrocytes (oligodendrocytes precursor cells,

éme

OPC) proviennent de la ZV et de la ZSV. IIs apparaissent vers la 10°"" semaine de gestation et

eme

leur production atteint un pic autour de la 15" semaine (Jakovcevski et al., 2009). Ce sont
de petites cellules qui émettent des prolongements cytoplasmiques qui entoureront les
axones, formant ainsi la gaine de myéline et les nceuds de Ranvier. Les OPC vont tout
d’abord se différencier en pré-oligodendrocytes puis en oligodendrocytes matures. Les pré-
oligodendrocytes se développent essentiellement au sein de la sous-plaque, de la zone

eme

intermédiaire et du cortex a la fin du second trimestre. Apres la 30 semaine, les

oligodendrocytes apparaissent progressivement dans la zone intermédiaire avant de se

eme

propager massivement apres la 40 semaine. Les oligodendrocytes vont parcourir une

longue distance avant d’atteindre leur destination finale (Bradl et Lassmann, 2010).

Plusieurs facteurs intrinséques controlant une partie ou plusieurs étapes du
développement oligodendrocytaire ont été identifiés. Parmi eux, des facteurs de
transcription, des protéines de remodelage de la chromatine ou encore des ARN non codant
(Tomassy et al.,, 2016). Les neurones controlent aussi le développement des
oligodendrocytes en régulant leur prolifération, leur différenciation et leur survie (Figure 8)

(Simons et Trajkovic, 2006).
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Facteurs intrinséques Facteurs neuronaux
Olig1/2, Sox10, Ascl1, HesS, 1d2/4, Nrgl, Jaggedl, F3/contactin, L1,
MDAC1/2,Tcf712, YY1, miR-138, TAG-1, PSA-NCAM, Lingo1l,
miR-219, miR-338, Myrf, Zfp48s, Lminin-02, electrical activity,
Zfp191, Gprl?, Nkx2.2 ATP, glutamate

Oligodendrocyte myélinisés (OL)

Figure 8: Le développement oligodendrocytaire sous contréle de facteurs intrinséques et
neuronaux.

Les oligodendrocytes proviennent d’'un pool de progéniteurs (OPC). Apres différenciation, les OPC se
propagent au travers du SNC et se différencient en pré-oligodendrocytes (Pré-OL). Les Pré-OL produisent
alors de grandes quantités de membranes cellulaires qui enveloppent les axones afin de former la gaine de
myéline (oligodendrocytes myélinisés, OL). De nombreux facteurs autonomes intrinseques contrélant une
ou plusiers étapes de ce processus ont été identifiés : facteurs de transcription, protéines remodelant la
chromatine, ARN non codant par exemple. Des facteurs neuronaux jouent également un role dans le
développement oligodendrocytaire et la myélinisation. D’apres Tomassy et al., 2016.
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jiii  La microglie
Les cellules microgliales proviennent de progéniteurs myéloides issus du mésoderme.

eme

Ces cellules de petite taille pénétrent dans le SNC deés la 3% semaine de gestation a partir

des vaisseaux sanguins (Harry, 2013). Elles migrent ensuite le long des cellules de la glie

eme eme

radiaire et le long des vaisseaux pour atteindre la ZV (6° semaine), la ZM (8" semaine)

eme

puis enfin la sous-plaque (16" semaine) (Raybaud et al., 2013). La microglie contribue a la
prolifération et la différenciation neuronale, au nettoyage des débris cellulaires et au
remodelage synaptique (Harry, 2013). Ces cellules permettent de détecter des éveénements
pathologiques dans le SNC et se comportent comme des cellules cérébrales « immunitaires
». En effet, elles partagent des caractéristiques phénotypiques et des fonctions
immunologiques avec les macrophages et les monocytes. La morphologie des cellules
microgliales se modifie en fonction du stade de développement. Pendant la période de
prolifération cellulaire massive, la microglie joue son role de phagocyte pour éliminer les
neurones en exces. La cellule prend alors une forme ronde et amiboide, marquée par un
cytoplasme hypertrophié. A un stade de développement ultérieur, lorsque le nettoyage des
cellules excédentaires diminue, les cellules microgliales deviennent fortement ramifiées,
avec un petit corps cellulaire et des processus longs et fins (Monier et al., 2006). A 35
semaines de gestation, la microglie se présente sous la forme de cellules ramifiées (Esiri et

al., 1991). Au final, les cellules microgliales représentent 15 a 20% des cellules cérébrales

(Carson et al., 2006).

IL.3.5 Synaptogenése

La formation d'un réseau fonctionnel entre les neurones dépend de la constitution de
connexions synaptiques appropriées : la synaptogenese. Ce processus requiert une
progression dirigée de I'axone vers sa cible, la reconnaissance de celle-ci puis la formation et

le maintien d'une synapse entre les deux éléments (Figure 9).

Les synapses ont été identifiées au sein de la sous-plaque deés 9-10 semaines de
gestation (Bayatti et al., 2008 ; Stiles et Jernigan, 2010), cependant la majorité de la
synaptogenese a lieu au cours du troisieme trimestre de gestation et pendant les premieres
années de vie. Dans un premier temps, une extension neuronale (axone ou dendrite)

reconnait une cible potentielle. Des molécules d’adhérence de la famille des cadhérines
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permettent de stabiliser ce contact. Dans un second temps, une étape d’induction puis de
différenciation pré et post-synaptique s’opéerent par I'intermédiaire de complexes pré/post
synaptiques (Neurexine/neuroligine, éphrine/récepteur de I'éphrine, SynCAM) (Mondin et

al., 2013). Les zones pré et post-synaptiques se développent avec :

- formation et accumulation de vésicules synaptiques et de transport ;

- augmentation du nombre des canaux calcium transmembranaires nécessaires a
I’exocytose ;

- formation de densités post-synaptiques (PSD pour PostSynaptic Density),
regroupant des récepteurs de neurotransmetteurs, des canaux, des protéines de
transduction du signal et des protéines d’échafaudage comme celles de la famille

des MAGUK (Membrane Associated Guanylate Kinase).

Apres la différenciation des zones pré et post-synaptiques, surviennent des phases de
maturation (passage d’un état quiescent a un état actif) et de stabilisation de la synapse. Le
nombre de vésicules synaptiques augmente et les PSD s’intensifient (Ethell et Pasquale,

2005).

Les astrocytes et la microglie semblent aussi influencer la synaptogenese (Reemst et
al., 2016). En effet, lors de la premiere vague de formation synaptique, seules les cellules de
la microglie sont présentes. Il semble qu’elles puissent favoriser la synaptogenese par la
sécrétion de facteurs de croissance (Kettenmann et al., 2013) ou par la modulation d’influx
calciques et par I'accumulation d’actine au niveau du site de contact (Miyamoto et al., 2016).
La microglie joue aussi un roéle majeur dans le phénomeéne d’élagage synaptique (Bialas et
Stevens, 2012). Les astrocytes controlent le nombre de synapses et jouent un réle essentiel

pour la fonction et I'efficacité de la synapse (Allen, 2013).

La phase finale de la synaptogenese est une phase d’élagage synaptique, processus
d’élimination des synapses qui débute vers la naissance. Ce phénomene est influencé par
des facteurs environnementaux et semble étre le reflet de I'apprentissage et de I'adaptation

de I'individu (Craik et Bialystok, 2006).
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Figure 9 : Les cinq étapes de la synaptogenése.

La formation synaptique est un procédé complexe impliquant de multiples cascades de signalisation et de
molécules. Le contact initial entre les axones et les dendrites semble dépendant de molécules d’adhésion
cellulaire (CAM), notamment celles de la famille des cadhérines (a). La présence de facteurs d’induction
(SynCAM, Neurexine/neuroligine, éphrine/récepteur de I'éphrine) au niveau des sites de contact entraine
la formation de zones actives pré-synaptiques et de densités post-synaptiques (b). Pendant ce temps, les
cadhérines et autres CAM stabilisent avec les facteurs d’induction la jonction synaptique. Apres la phase
de différenciation, la synapse est fonctionnelle mais elle ne contient pas encore tous les composants,
comme les canaux calcium-voltage dépendant ou certaines sous-unités de récepteurs, et les épines
dendritiques ne sont pas complétement formées (c). Apres la maturation synaptique, la composition finale
en composés protéiques de la synapse, sa stabilité optimale et la forme finale de 'arbre dendritique sont
atteintes (d). Enfin, le remplacement et 'échange de protéines pré et post-synaptiques permettent une
stabilité dans le temps (e). D’aprés Garner et al., 2006.

II.3.6 Myélinisation

Les cellules gliales responsables de la myélinisation du SNC sont les oligodendrocytes.
La myélinisation débute précocement, au cours d’une fenétre étroite estimée a 12-18 heures

une fois I'oligodendrocyte différencié (Barres, 2008). Une partie de la myélinisation chez

31



INTRODUCTION

I'Homme n’aura lieu qu’aprés la naissance a partir d’une derniére vague d’OPC issus du
cortex « postnatal » (Kessaris et al., 2006). Chaque oligodendrocyte va émettre plusieurs
prolongements qui vont s’enrouler autour des axones adjacents, constituant ainsi des
couches superposées de membrane cytoplasmique. Ce mécanisme permet de créer une
véritable spirale membranaire autour d’'un segment d’axone, constituant la gaine de
myéline. Les nceuds de Ranvier sont des espaces non myélinisés entre deux segments
axonaux adjacents myélinisés, zones d’insertion des prolongements astrocytaires. Les
oligodendrocytes peuvent recouvrir des axones dont le diameétre est supérieur a 0,2 um.
Chaque oligodendrocyte va produire entre 5 et 50000 um? de myéline par jour (Pfeiffer et
al., 1993). La myélinisation dépend de facteurs neuronaux et oligodendrocytaires (Figure 8),
mais aussi de I'activité électrique neuronale : 'augmentation du flux électrique augmente la

myélinisation (Simons et Trajkovic, 2006).

I1.3.7 Mort cellulaire physiologique des neurones en développement

Une quantité importante de neurones est produite durant le développement
cérébral, et beaucoup d’entre eux seront supprimés. Ce processus de mort cellulaire
physiologique, qui ne perturbe pas le développement des cellules neuronales restantes, est
appelé la mort cellulaire programmeée. Des travaux pionniers (Hamburger et Levi-Montalcini,
1949 ; Glucksmann, 1951) ont permis de mettre en évidence que les précurseurs neuronaux
étaient produits en exces et qu’ils étaient soumis a une sélection ultérieure dépendant de
facteurs intra et extra cellulaires. Dans certaines régions cérébrales, plus de la moitié des
neurones va disparaitre au cours du développement normal. Il existe une vague précoce de
mort cellulaire programmée correspondant au pic de neurogenése, et une vague tardive
concernant les neurones en migration ou en cours de connexion pendant la période post-
natale précoce. Cette deuxieme vague est considérée comme la plus classique (Lockshin et
Zakeri, 2001). Ces deux vagues de mort cellulaire programmée permettent de réguler le pool
de précurseurs neuronaux et d’assurer le bon « cablage » des circuits de neurones en

développement (Blomgren et al., 2007).
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Il Glutamate et neurodéveloppement

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du systéme nerveux
central chez les mammiferes (Meldrum, 2000). Des études de spectrométrie de résonnance
magnétigue nucléaire ont mis en évidence des concentrations élevées de glutamate dans le
cerveau humain (10 a 12 mM) (Schubert et al., 2004), allant de 1 uM dans le liquide céphalo-

rachidien jusqu’a 100mM dans les vésicules synaptiques (Nedergaard et al., 2002).

Le glutamate et son précurseur la glutamine sont les métabolites principaux du cycle
glutamine-glutamate/GABA (acide gamma-aminobutyrique). La glutamine est transférée des
astrocytes aux neurones puis convertie en glutamate via la glutaminase, enzyme
mitochondriale. Dans les neurones glutamatergiques, le glutamate néoformé est libéré dans
la fente synaptique. Une partie du glutamate est réabsorbée par les astrocytes et recyclée en
glutamine par la glutamine synthétase. Dans les neurones GABAerqiques, le glutamate est
transformé en GABA par la glutamate décarboxylase avant d’étre libéré dans la fente
synaptique. (Walls et al., 2015). Le glutamate peut également étre transformé par la
glutamate déshydrogénase en alpha-cétoglutarate qui participe au cycle de Krebs (Figure 10)

(Nedergaard et al., 2002).
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Figure 10 : Libération et absorption synaptique des neurotransmetteurs.

Le cycle glutamate/glutamine entre les neurones glutamatergiques permet la production de glutamate
(GLU) qui sera libéré dans la synapse. La carboxylation du pyruvate (PYR) en oxaloacétate (OAA) par la
pyruvate carboxylase (PCa) dans le compartiment astrocytaire permet également la production de
glutamate au niveau astrocytaire. Le GLU peut étre transformé en GLN par la glutamine synthétase (GS).
GAD : glutamate décarboxylase, KG : alpha cétoglutarate, PDH : pyruvate déshydrogénase. D’aprés Walls et
al,, 2015.

La transmission glutamatergique implique donc trois compartiments : la cellule gliale,
le neurone et la fente synaptique (Figure 11). Une fois libéré dans la fente synaptique, le
glutamate agit sur des récepteurs spécifiques en position pré ou post-synaptique : les
récepteurs métabotropiques (mGIuR) et les récepteurs ionotropiques ou récepteurs-canaux

(iGluR). (Gielen, 2010).
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Figure 11 : La synapse glutamatergique.

Trois classes d'iGluR ont été définies en fonction de leurs propriétés pharmacologiques : les récepteurs
AMPA, kainate et NMDA. Les récepteurs AMPA et NMDA semblent étre les principaux récepteurs post-
synaptiques. Les récepteurs kainate seraient plus souvent localisés en position pré ou extra-synaptique, et
joueraient un role de modulateurs de la transmission synaptique assez similaire a celui des mGluR. Enfin,
le glutamate extracellulaire est maintenu a des concentrations nanomolaires par des transporteurs
plasmiques (les transporteurs d’acides aminés excitateurs, EAAT (Excitatory Amino Acid Transporter),
distincts des transporteurs accumulant le glutamate dans les vésicules d’exocytose, les transporteurs
VGLUT (Vesicular Glutamate Transporter)). D’apres Gielen 2010.

Outre son action de neurotransmission excitatrice, le glutamate intervient au cours
des étapes clés de la neurogenese (prolifération, migration, différenciation et
synaptogenése) par l'intermédiaire de ses récepteurs dont I'expression, la fonction et la
répartition varient au cours du développement (Lujan et al., 2005 ; Jansson et Akerman,

2014).
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III.1 Les récepteurs métabotropiques

Les récepteurs métabotropiques contiennent une partie N-terminale extracellulaire,
sept domaines transmembranaires et une partie C-terminale intracellulaire couplée a une

protéine G (Figurel2).

Domaine extracellulaire

Glutamat de liaison agoniste

Domaine riche en cystéine

ext

Domaine
transmembranaire

C
GTP \‘GDP

Protéine G
activatrice

int

Figure 12 : Représentation schématique d’un récepteur métabotropique au glutamate.

Chaque monomeére possede un large domaine extracellulaire de type LIVBP (leucine/isoleucine/valine-
binding protein), qui lie le glutamate, un domaine contenant 17 cystéines conservées, un domaine
comprenant les sept segments transmembranaires et une queue C-terminale variable. D’apres Grégory et
al,, 2013.

Les mGIuR répondent a une exposition prolongée au glutamate (Attwell et Gibb,
2005). Une fois activés, ils sont responsables de modulations lentes des réponses
synaptiques, d’une régulation des canaux calciques et potassiques et des régulations des

réponses induites par I’activation des iGIuR (Conn et Pin, 1997).
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La famille des récepteurs métabotropiques comprend huit sous-types, classés en trois
groupes selon leurs homologies de séquence, leurs propriétés pharmacologiques et leurs

couplages a des seconds messagers (Figure 13).

mGluR1 mGluR2 mGluR4
mGIuR5 mGIuR3 mGIluR6
mGIuR7
mGIuR8
| ] | J
A Phospholipase C MAdénlylate
cyclase
Figure 13: C(Classification des récepteurs

métabotropiques au glutamate.

Trois groupes de récepteurs métabotropiques ont été
identifiés. Les groupes I et II activent la phospholipase
C via l'action de protéines Gq et Gii. Le groupe III
diminue l'activité de l'adénylate cyclase via les
protéines G; et Go. D’apres Chandrasekar, 2013.

Les récepteurs du groupe | (mGIuR1 et mGIuR5) sont couplés préférentiellement a la
famille Gg11 des protéines G, et activent la phospholipase Cg. Cette enzyme permet
I’hydrolyse du phosphatidylinositol en diacylglycérol (DAG) et inositol 1-4-5-triphosphate
(IP3). Le DAG néoformé pourra activer des protéines kinases C (PKC) et permettre la
mobilisation du calcium intracellulaire. Les récepteurs du groupe | sont retrouvés
principalement en position post-synaptique. Leur activation entraine une dépolarisation
cellulaire et augmente [I'excitabilité neuronale en modulant des canaux ioniques

membranaires (Gregory et al., 2013).

Les récepteurs du groupe Il (mGIuR2 et mGIuR3) et du groupe Il (mGIluR4, mGIuR®6,
mGIuR7 et mGIuR8) sont couplés majoritairement aux protéines Gy, et entrainent I'inhibition
de l'adénylcyclase (AC) et la diminution de la production d’adénosine monophosphate

37



INTRODUCTION

cycligue (AMPc) (Niswender et Conn, 2010). IIs sont principalement localisés au niveau des
terminaisons pré-synaptiques (mais ils sont parfois positionnés en post-synaptique) et leur
activation inhibe la libération de neurotransmetteurs (glutamate ou GABA selon le type de

neurone) (Figure 14) (Gu et al., 2012 ; Gregory et al., 2013).
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Figure 14 : Les récepteurs métabotropiques au glutamate au sein de la synapse.

Les mGluR du groupe I (vert), sont généralement localisés au niveau post-synaptique, et ceux du groupe II
(bleu) et Il (rouge) au niveau pré-synaptique, bien qu'il existe quelques exceptions. Au niveau pré-
synaptique, les mGIuR2, 3, 4 et 8 se trouvent généralement en position extrasynaptique et le mGIuR7 est
situé dans la zone active. Les mGluR des groupes II et III inhibent la libération de glutamate (cercles
jaunes) ou de GABA (cercles rouges), tandis que ceux du groupe I favorisent sa libération. La cellule gliale
au sein de laquelle sont exprimés les mGIuR3 et 5 est un site clé pour la régulation de I'activité synaptique,
bien que les voies de signalisation et les conséquences de 'activation de ces récepteurs sur ces cellules ne
soient pas actuellement bien connues. D’apres Niswender et Conn, 2010.

A l'exception de mGIuR6 qui est localisé dans la rétine, les récepteurs
métabotropiques sont exprimés de facon ubiquitaire dans I'ensemble du systéme nerveux
central, a la fois au sein des neurones et des cellules gliales. Les sous-types des récepteurs
métabotropiques ont néanmoins une localisation régionale spécifique (Ferraguti et

Shigemoto, 2006 ; Figure 15).
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Figure 15 : Distribution spatiale des mGluR chez le Rat adulte.

Expression par hybridation in situ des ARNm des différents mGIluR au sein du cerveau de rat adulte. Acb :
accumbens nucleus ; AOB : accessory olfactory bulb ; Cb : cerebellum ; Cx : neocortex ; GP : globus pallidus ;
Hi : hippocampus ; IC : inferior colliculus ; LS : lateral septum ; MOB : main olfactory bulb ; Pir : piriform
cortex ; OT : olfactory tubercule ; SC : superior colliculus ; SN : substantia nigra ; St : neostriatum ; SpV :
spinal vestibular nucleus ; Th : thalamus ; VP : ventral pallidum. D’apreés Ferraguti et Shigemoto, 2006.

II1.2 Les récepteurs ionotropiques

Chaque iGluR est un tétramere composé de quatre sous-unités arrangées autour d’un
unique pore central : le canal ionique. L’activation des iGluR est a I'origine d’un flux ionique a
travers la membrane plasmique du neurone, provoquant sa dépolarisation et permettant
d’initier un potentiel d’action. Les iGIuR adoptent une méme architecture : une extrémité
carboxy terminale (CTD) intracellulaire impliquée dans le trafic et I'ancrage des récepteurs a

la synapse (Sheng et Kim, 2002) ; une partie transmembranaire (TMD) qui forme le canal
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ionique et qui présente une homologie de séquence avec certains canaux potassiques
(Mayer, 2006) ; une région extracellulaire, formée par un tandem de deux larges domaines
bilobés, composée d’un domaine de liaison des agonistes (Agonist Binding Domain, ABD),
connecté a la partie transmembranaire, puis un domaine amino-terminal (N-terminal
domain, NTD). Les iGIuR se comportent en diméres de dimeres (Armstrong et Gouaux,
2000). Les domaines ABD de deux sous-unités adjacentes se dimérisent via une apposition
« dos-a-dos » de leur lobe supérieur. La liaison de I'agoniste a chaque domaine ABD va
provoquer |I"écartement des deux domaines ABD adjacents, entrainant I'ouverture du canal

ionique (Figure 16).

Liaison
ABD =51 +S2
NTD S1 S2 CTD
TMD=M1+P+M2+M3 M1 P M2 M3

Figure 16: Organisation modulaire et mécanisme d’activation des sous-unités des récepteurs
ionotropiques au glutamate.

La partie transmembranaire sépare la séquence de I'’ABD en deux segments (S1 et S2). La liaison de
I'agoniste provoque I'’écartement de chaque domaine ABD, permettant I'ouverture du pore ionique et
I'activation du récepteur. NTD : domaine amino-terminal, ABD : domaine de liaison de I'agoniste, TMD :
domaine transmembranaire, CTD : domaine carboxy-terminal. D’apres Gielen, 2010.

Les iGIuR sont responsables de la transmission synaptique excitatrice rapide. Leur
cinétique d’activation est assez élevée afin de permettre une réponse a une libération bréve
de glutamate a la synapse, comme lors d’une fusion vésiculaire. Trois classes d’iGIuR ont été
identifiées en fonction de leur affinité sélective pour un ligand : les récepteurs sensibles a
I’alpha-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoazole-propionate (R-AMPA), les récepteurs sensibles

au kainate et les récepteurs sensibles au N-méthyl-D-aspartate (R-NMDA) (Figure 17). Les
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récepteurs AMPA et NMDA sont les principaux récepteurs post-synaptiques, alors que les
récepteurs kainate sont localisés sur les neurones pré et post-synaptiques et leur réle de
modulateur de la transmission serait assez proche de celui des mGIuR (Huettner, 2003 ;

Lerma, 2003 ; Pinheiro et Mulle, 2006).

| Recepteurs ionotropiques |

GluN1 GIuN2A  GIuN3A GluAl Gluk1
GIuN2B  GluN3B GluA2 Gluk2

GluN2C GluA3 Gluk3

GluN2D GluAd Gluka

| | Gluks

Figure 17 : Classification des récepteurs ionotropiques au glutamate.
On distingue les récepteurs NMDA, AMPA et kainate. Leur activation
modifie les flux ioniques membranaires, notamment pour le calcium et le
sodium. D’apres Chandrasekar, 2013.

IIL.2.1 Les récepteurs AMPA

Les récepteurs AMPA, exprimés sur |I'ensemble du cerveau, sont principalement
responsables de la transmission synaptique rapide (Attwell et Gibb, 2005 ; Traynelis et al.,
2010), mais aussi de la plasticité synaptique du systeme nerveux central (Hadzic et al., 2017).
Apres liaison au glutamate, I'ouverture du pore permet un afflux d’ions sodium, associé a un
efflux d’ion potassium. En fonction de sa composition en sous-unités, il peut aussi jouer sur
les échanges calciques. Les récepteurs AMPA sont des homo- ou des hétéromeres, composés
de quatre sous-unités parmi les sous unités GluAl, GluA2, GIuA3 ou GluA4 (anciennement
dénommées GluR1, GIuR2, GIuR3 ou GluR4), codées respectivement par les génes Gria 1,
Gria 2, Gria 3 et Gria 4. Chaque géne des sous-unités du R-AMPA donne naissance a plusieurs
isoformes par épissage alternatif et, pour GluA2, par édition de I’ARN. Ces modifications
post-transcriptionnelles augmentent considérablement la diversité fonctionnelle des R-
AMPA. Par exemple, un épissage alternatif en C-terminal modifie la taille de cette région. Il a

en effet été mis en évidence une longue queue C-terminale pour les sous-unités GIuAl, un
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variant d’épissage GluA2jong, et GluA4 ainsi qu’une queue C-terminale courte pour GIuA2 et
GluA3 (Gallo et al., 1992 ; Kohler et al., 1994). Cette variabilité de la taille des régions C-
terminales a un impact sur la fonction du récepteur : les sous-unités possédant les queues C-
terminales les plus longues présentent a leur extrémité des séquences de liaison a certaines
protéines PDZ (Post synaptic density protein, Drosophila disc large tumor suppressor, and
Zonula occludens-1 protein) et jouent donc un réle majeur dans I'ancrage des récepteurs a
la densité post-synaptique. L'épissage est donc un élément clé du trafic synaptique des R-
AMPA (Bredt et Nicoll, 2003). Un autre exemple est celui de I'édition d’une glutamine
(charge neutre) de I'ARN de la sous-unité GIluA2 en arginine (charge positive). Cette
modification de la sous-unité est stratégique car I'arginine chargée positivement constitue
une véritable barriere électrostatique aux ions calcium et rend les récepteurs comprenant
GIuA2 imperméables au calcium (Hume et al.,, 1991 ; Burnashev et al.,, 1992). Par ces
mécanismes, les R-AMPA contenant GIuA2 limitent les influx calciques et peuvent jouer un
role protecteur vis a vis de I'excitotoxicité (Talos et al., 2006 ; Isaac et al., 2007 ; Liu et Zukin,
2007). Ainsi, lors de la fenétre de vulnérabilité aux lésions de la substance blanche qu’est la
prématurité (24-36 SA), les R-AMPA ne contenant pas GluA2 sont fortement exprimés dans
la glie radiaire, les oligodendrocytes et les neurones de la sous-plaque. A l'inverse, pendant
les périodes proches du terme (38-42 SA) marquées par la susceptibilité aux lésions
corticales et aux crises convulsives, les R-AMPA ne contenant pas GIuA2 sont exprimés
préférentiellement dans les neurones corticaux pyramidaux ou non pyramidaux (Talos et al.,

2006 ; Figure 18).
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Figure 18 : Expression du récepteur AMPA sans sous-unité GluA2 chez 'Homme et le Rat.

Chez 'Homme, vers 20-24 SA, la glie radiaire exprime fortement des récepteurs AMPA sans sous-unité
GluA2, alors qu’entre 25 et 37 SA, ces récepteurs sont exprimés transitoirement au niveau des
oligodendrocytes prémyélinisés et des neurones de la sous-plaque. A partir de 38 SA, les récepteurs AMPA
sans GluA2 sont exprimés spécifiquement au niveau des neurones corticaux, et durant I'enfance ces
récepteurs ne sont retrouvés que sur les neurones non-pyramidaux. Il existe une similarité d’expression
des récepteurs AMPA sans GluA2 chez le Rat. Les périodes de susceptibilité accrue aux épisodes d’hypoxie
et d’ischémie semblent corrélées avec un déficit en sous-unité GluA2. AVC: accident vasculaire cérébral.
LPV : leucomalacie périventriculaire. D’apres Talos, 2006.

Il existe également des modifications post-traductionnelles (phosphorylation,
glycosylation, palmitoylation, ubiquitination...) qui sont indispensables a la régulation de
I'activité du récepteur, son transport a la membrane, sa stabilisation et son activation

(Anggono et Huganir, 2012).

Les sous-unités sont exprimées et régulées différemment selon le stade de
développement (Figure 19). L'expression des sous-unités GluAl, GluA2 et GIuA3 augmente
au cours du développement et persiste a I'age adulte, alors que la sous-unité GluA4 est
fortement exprimée pendant le développement précoce, puis son expression diminue et
devient quasi-inexistante a I'age adulte (Zhu et al., 2000 ; Lohmann et Kessels, 2014). Au
stade mature, il existe majoritairement au sein des synapses excitatrices de I’"hippocampe et
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du cortex des hétéromeres GluA1l/GluA2, GluA2/GIuA3 et, en quantité moindre, des
homomeres GluAl (Henley et Wilkinson, 2016).

Récepteurs AMPA

= GluA1
== GluAZ long
e GluAd
GluA2
- GluA2/3

|
PO P7 P14 P21 P28 >P42

Figure 19 : Evolution au cours du temps de 'expression des sous-unités du récepteur AMPA chez le
rongeur.

La sous-unité GluA4 est majoritairement exprimée a la naissance, puis son expression diminue progressivement
pour devenir quasi-nulle a partir de P7. La sous-unité GluA2,,, est moyennement exprimée a la naissance. Son
expression augmente progressivement jusqu’a un pic a P7. Une diminution est ensuite observée afin
d’atteindre progressivement le taux de naissance a P42. Enfin, les sous-unités GluA3, GluA2/3 et GIluAl sont
faiblement exprimées a P0O. Leur taux d’expression augmente jusqu’a atteindre un plateau vers P14. D’apres
Lohman et Kessels, 2014.

Les R-AMPA peuvent étre extra-synaptiques ou pré-synaptiques mais ils sont
majoritairement en position post-synaptique. Une de leurs caractéristiques est leur mobilité
tout au long de la surface membranaire entre les zones synaptiques et extra-synaptiques. lls
sont aussi mobiles au sein méme de la cellule pour accéder a la surface ou pour s’en éloigner
(Chater et Goda, 2014). L’adressage du R-AMPA du réticulum endoplasmique a la synapse
est sous le contréle de protéines auxiliaires comme celles de Ila famille TARP
(Transmembrane AMPA receptor Regulatory Proteins), a laquelle appartient la stargazine, et
la stabilisation des récepteurs a la membrane dépend de PSD95 (Postsynaptic density 95)

(Straub et Tomita, 2012 ; Figure 20).
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AMPAR

Figure 20 : Trafic du récepteur AMPA.

Le récepteur AMPA s’associe a des protéines auxiliaires comme CNIH
(protéine « cornichon ») et TARP dans I'hippocampe. TARP module a la fois
I'expression des récepteurs AMPA a la surface ainsi que la localisation
synaptique. Le complexe récepteur AMPA/protéines auxiliaires est stabilisé
par des densités post-synaptiques. D’apres Straub et Comita, 2012.

II1.2.2 Les récepteurs kainate

Le kainate est issu de l'algue marine Digenia simplex, dénommée en japonais
« kaininsoo ». Les récepteurs kainate sont ubiquitaires dans le systeme nerveux central
(Bahn et al., 1994) et participent a de nombreuses actions, notamment le controle de
I'activité des circuits neuronaux et le développement synaptique (Lerma, 2006 ; Lerma et
Marques, 2013). Contrairement aux autres iGIuR, ils sont peu impliqués dans la

neurotransmission excitatrice (Copits et Swanson, 2012 ; Sihra et al., 2014).

Les récepteurs kainate sont des tétrameres formés d’une combinaison des sous-
unités GluK1, Gluk2, Gluk3, Gluk4 et GIluK5 (anciennement dénommées GIuR5, GIuR6,
GIuR7, KA1, et KA2). Les trois premiéres sous-unités présentent une « faible affinité » a
I'acide kainique, en comparaison aux sous-unités GlukK4 et 5 qui sont, elles, hautement

affines pour le ligand (Swanson et Sakai, 2009). Les sous-unités a faible affinité peuvent
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s’assembler entre elles en homo- ou hétéromeres pour donner naissance a des récepteurs
fonctionnels (Cui et Mayer, 1999 ; Paternain et al.,, 2000). En revanche GlukK4 et GluK5

doivent s’assembler obligatoirement en hétéromeres avec GluK1, GluK2 ou GluK3.

Le récepteur kainate présente une structure distincte des autres iGIuR : un domaine
N-terminal extracellulaire étendu, suivi d’'un simple domaine transmembranaire (M1), une
boucle membranaire réentrante P (M2), un autre domaine transmembranaire (M3), une
boucle extracellulaire et un dernier domaine transmembranaire (M4) précédent le domaine
carboxy terminal (Contractor et al., 2011). Le domaine de liaison au ligand (LBD pour Ligand
Binding Domain) est formé par le pré-domaine M1 (appelé S1) et la boucle entre M3 et M4

(appelée S2) (Figure 21) (Stern-Bach et al., 1994).
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Figure 21 : Représentation schématique du récepteur kainate.

Visualisation des trois domaines transmembranaires (M1, M3 et M4) et de la boucle ré-entrante M2, de
I'extrémité N terminale et de la boucle C-terminale intracellulaire. D1 et D2 sont les lobes contenant le
domaine de liaison du ligand (LBD). R1 et R2 sont les lobes du domaine N-terminal (NTD). Les domaines
NTD et LBD sont illustrés en cristallographie. D’apres Contractor et al., 2011.
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Les sous-unités GluK1 sont principalement présentes dans I’hippocampe, au sein des
interneurones corticaux, des cellules de Purkinje et des neurones sensitifs. Son expression
augmente au cours du développement, avec un pic au cours de la premiére semaine de vie
chez le rongeur (Lerma et Marques, 2013). L’expression de GluK2 est prédominante dans les
cellules pyramidales de [I'hippocampe, les cellules granulaires cérébelleuses et
hippocampiques et les cellules pyramidales corticales (Paternain et al., 2003). GluK3 est peu
exprimé, essentiellement au niveau de la couche IV du néocortex et du gyrus denté (Wisden
et Seeburg, 1993). GluK4 est présent dans les neurones pyramidaux de |'aire CA3 de
I"hippocampe, au sein du gyrus denté et des cellules de Purkinje. Enfin GIuK5 est
abondamment exprimé sur I'ensemble du cerveau (Bahn et al., 1994 ; Lerma et Marques,

2013).

Comme pour les R-AMPA, les propriétés des récepteurs kainate sont déterminées par
I’épissage alternatif et I'édition de leur ARN. L'extrémité C-terminale des sous-unités GluK1,
GluK2 et GluK3 subit un épissage alternatif similaire a celui des sous-unités du R-AMPA
(Bettler et Mulle, 1995 ; Schiffer et al.,, 1997). L'extrémité C-terminale ainsi modifiée, en
interaction avec des protéines intracellulaires, permettrait I'adressage des récepteurs a
partir du réticulum endoplasmique et son ancrage a la membrane (Hadzic et al., 2017). Par
ailleurs, une édition de I’ARN des GluK1 et GluK2 a été identifiée au niveau du site Q/R
(segment M2 du canal), permettant un contréle du degré de perméabilité au calcium
(Burnashev et al., 1995). Les récepteurs peuvent également subir des modifications post-
traductionnelles comme une phosphorylation par la protéine kinase A qui va potentialiser
leur activité, ou une déphosphorylation par la calcineurine qui va I'inhiber (Traynelis et Wahl,

1997).

La localisation des récepteurs au sein de la synapse et leur fonction dépend de leur
composition en sous-unités et des modifications post-transcriptionnelles et post-
traductionnelles. En position pré-synaptique, les récepteurs kainate ont un réle modulateur
de l'activité synaptique, en régulant la libération des neurotransmetteurs (GABA et
glutamate). Leur activation induit une entrée de calcium par lI'intermédiaire de canaux
calciques activés par le potentiel d’action, et ainsi favorise la libération de glutamate

(Frerking et al., 2001 ; Huettner, 2003). A l'inverse, il peut inhiber la libération vésiculaire en
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position présynaptique lorsque le récepteur se comporte comme un récepteur
métabotropique en activant une protéine G (Rozas et al., 2003). La contribution du
récepteur kainate au courant post-synaptique excitateur est bien plus faible que celle des R-
AMPA. En position post-synaptique le récepteur kainate a plutot un role de médiateur de la
transmission du signal. Par exemple, en cas de présence de la sous-unité GluK2, il peut
augmenter |'excitabilité de la membrane post-synaptique (Ruiz et al., 2005 ; Rodriguez-
Moreno et Sihra, 2007). Ces fonctions semblent participer au processus de plasticité
cérébrale a court et a long terme (Lerma, 2006 ; Rodriguez-Moreno et Sihra, 2007 ; Sihra et

Rodriguez-Moreno, 2011 ; Sihra et al., 2014).

Comme les autres iGIuR, les récepteurs kainate interagissent avec des protéines
auxiliaires qui jouent un role essentiel dans I'adressage du récepteur a la membrane et a sa
stabilisation au sein de la synapse. Ces protéines interférent avec le récepteur kainate
majoritairement par I'extrémité C-terminale des sous-unités. Des protéines d’échafaudage
comme PSD95 ou d’autres protéines de la famille des MAGUK (membrane-associated
guanylate kinase), les protéines GRIP (glutamate receptor-interacting protein) ou PICK1
(protein interacting with C kinase) jouent une action directe ou indirecte sur le récepteur afin
de réguler le signal (Copits et Swanson, 2012). Deux protéines auxiliaires aux récepteurs
kainate ont été récemment identifiées : Neto 1 et Neto 2 (NEuropilin TOlloide-like 1 et 2)
(Zhang et al., 2009 ; Straub et al., 2011). Si leurs fonctions ne sont pas encore completement
établies, il semble que ces protéines agissent comme de véritables modulateurs
allostériques de la fonction des récepteurs kainate (Copits et Swanson, 2012 ; Fisher et Mott,

2013 ; Griffith et Swanson, 2015 ; Palacios-Filardo et al., 2016).

III.2.3 Les récepteurs NMDA

Depuis qu’il a été découvert dans les années 1970, le récepteur NMDA (R-NMDA) fait
'objet d’intenses travaux de recherche, compte tenu de son réle central dans le
fonctionnement du SNC. Les R-NMDA sont présents sur les neurones et leurs précurseurs
(Traynelis et al., 2010), mais aussi sur les cellules gliales, en particulier sur les astrocytes et
les oligodendrocytes (Parpura et Verkhratsky, 2013). Ce récepteur présente une structure et
une composition spécifiques qui lui conferent des propriétés biophysiques et

pharmacologiques uniques. Il est impliqué dans de nombreux processus physiologiques et
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physiopathologiques au cours du développement et a I'age adulte. Il est a la base des
phénomeénes de plasticité synaptique les plus répandus : la potentialisation a long terme
(LTP) et la dépression a long terme (LTD) qui représentent les mécanismes cellulaires de la
mémoire et de I'apprentissage. Le récepteur NMDA intervient aussi dans le phénomene
d’excitotoxicité, responsable de la mort neuronale. La famille des récepteurs NMDA
comprend trois différentes sous-unités dénommeées GluN1, GIuN2 et GIuN3 (anciennement
NR1, NR2 et NR3). Les modifications post-transcriptionnelles de I’ARN de GIuN1 peuvent
donner naissance a 8 variants d’épissage différents (Moriyoshi et al., 1991 ; Sugihara et al.,
1992 ; Zukin et Bennett, 1995). Quatre génes ont été identifiés pour coder GIuN2 (GIuN2A,
GIuN2B, GIuN2C et GIuN2D), et deux pour GIuN3 (GIuN3A et GIuN3B). Au total, I'ensemble
des R-NMDA est codé par sept génes (Sugihara et al., 1992 ; Matsuda et al., 2002). Le
récepteur est un tétramere formé obligatoirement de deux sous-unités GluN1, associées a
deux sous-unités GIUN2 ou a une sous-unité GIuN2 et une sous-unité GIuN3 (Cull-Candy et
Leszkiewicz, 2004 ; Paoletti et Neyton, 2007 ; Paoletti, 2011 ; Paoletti et al., 2013). Les
diverses combinaisons de sous-unités possibles sont a |'origine de multiples populations de

R-NMDA de compositions et de fonctions distinctes.

a Architecture moléculaire des récepteurs NMDA

Les sous-unités partagent une topologie membranaire commune, caractérisée par un
large domaine extracellulaire N-terminal, un domaine membranaire comprenant trois
segments transmembranaires (TM1, TM3 et TM4) et une boucle réentrante (M2), une
boucle extracellulaire entre TM3 et TM4 et une partie cytoplasmique C-terminale dont la
taille est variable selon le type de sous-unité et qui fournit de multiples sites d’interactions
potentiels avec les protéines intracellulaires (Dingledine et al., 1999 ; Mayer, 2006 ; Paoletti

et Neyton, 2007 ; Figure 22).
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Figure 22 : Représentation schématique du récepteur NMDA.

Assemblage hétérotetramérique de deux sous-unités GluN1 et deux sous-unités GluN2. Un seul des deux
hétérodimeres GluN1/GluN2 est représenté par souci de clarté. La région extracellulaire est composée
d’'un domaine N-Terminal et d'un domaine de liaison des agonistes. Le domaine de liaison des agonistes de
GIuN2 recoit le glutamate alors que celui de GIuN1 recoit son co-agoniste : la glycine ou la D-Sérine. Le
domaine transmembranaire qui forme le canal ionique est un site de liaison pour des bloqueurs de pore
comme le magnésium, mais aussi le MK-801, la mémantine ou la kétamine. Il existe aussi des sites
modulateurs allostériques sur le domaine N-Terminal de GIuN2 qui lient l'ifenprodil ou le zinc. D’apres
Paoletti et Neyton, 2007.

La partie extracellulaire des sous-unités du R-NMDA est organisée comme pour les
sous-unités des autres iGluR par une association de deux domaines distincts : les domaines
NTD (N-terminal domain) et ABD (agonist binding domain). Le domaine N-terminal qui
comprend les 350 premiers acides aminés présente une homologie de séquence avec la
protéine bactérienne périplasmique LIVBP (leucine/isoleucine/valine-binding protein)

(Masuko et al., 1999 ; Paoletti et al., 2000). Le domaine N-terminal joue un réle majeur dans

50



INTRODUCTION

I'assemblage des sous-unités (Meddows et al.,, 2001). Pour les sous-unités GIuUN2A et
GluN2B, il contient également les sites de liaison pour des inhibiteurs allostériques comme
I'ifenprodil ou I'ion zinc (Zn*) et exerce ainsi une modulation inhibitrice ou potentialisatrice
sur le R-NMDA (Gielen, 2010). Le domaine ABD est quant a lui constitué de la région « pré-
TM1 » et de la boucle TM3-TM4, représentant environ 150 acides aminés pour chacune. Il
présente une homologie de séquence avec la protéine GBP (guanylate-binding protein)
(Paoletti et Neyton, 2007). Le domaine ABD est divisé par le canal ionique en deux segments
discontinus S1 et S2. L’activation du R-NMDA nécessite la liaison simultanée de deux co-
agonistes : le glutamate et la glycine (ou la D-sérine). La glycine se fixe sur la partie ABD de
GIluN1 et GIuN3, alors que le glutamate se fixe sur GIuN2 (Furukawa et al., 2005 ; Yao et
Mayer, 2006).

Le domaine transmembranaire comprend quatre segments M1, M2, M3 et M4. Les
segments M1, M3 et M4 sont des domaines transmembranaires traversant la membrane de
part et d’autre depuis la face cytoplasmique vers la face extracellulaire ou inversement. Le
segment M2 ou « boucle P » est en forme de U inversé : il s’engage dans la membrane
depuis la face cytoplasmique et en ressort par cette méme face sans atteindre la face
extracellulaire. Les quatre segments du domaine transmembranaire forment le canal ionique
du R-NMDA, avec la face interne du canal constituée par le segment M2. Ce segment M2
joue le role de filtre de sélectivité ionique et influe sur les propriétés de conductance et sur

la sensibilité au voltage du récepteur (Mori et Mishina, 1995 ; Dingledine et al., 1999).

Le domaine CTD (C-terminal domain) présente des formes trés variables en fonction
de la sous-unité dont il fait partie. Il contient de nombreux domaines PDZ qui sont des
possibilités d’interaction avec des protéines d’échafaudage post-synaptiques, d’adhésion et
d’ancrage a la membrane ou des complexes de signalisation (Traynelis et al.,, 2010 ;
Punnakkal et al., 2012). Le domaine CTD présente également de nombreux sites de
phosphorylation qui peuvent influer sur le trafic cellulaire du récepteur (Salter et Kalia,
2004). La diversité potentielle du domaine C-terminal confére des propriétés uniques aux
sous-unités, influencant Ila localisation cellulaire du récepteur, ses propriétés
d’internalisation et de recyclage a la membrane ainsi que les voies de signalisation

intracellulaires.
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b  Les sous-unités des récepteurs NMDA

La sous-unité GluN1 est une glycoprotéine (environ 920 acides aminés) qui présente
une forte identité de séquence avec les autres sous-unités des récepteurs au glutamate. Elle
est codée par un seul géne (glutamate receptor ionotropic N-methyl-D-aspartate 1, GRIN1)
comprenant 22 exons et 21 introns (Moriyoshi et al., 1991). Il existe huit variants d’épissage
(GIuN1-1a a 4a, et GIuN1-1b a 4b) qui concernent trois exons: I'exon 5 codant pour un
segment de 21 acides aminés localisés dans le NTD, dénommé cassette N1, et les exons 21 et
22, codant pour des segments de 37 et 38 acides aminés, dénommés cassettes C1 et C2,
situés dans le CTD (Dingledine et al., 1999). La cassette N1 influence I'affinité du récepteur
pour ses agonistes, ainsi que leur sensibilité au zinc et au proton (Paoletti et Neyton, 2007).
La sous-unité GIuN1, indispensable a la formation de récepteurs fonctionnels, est exprimée
de fagon ubiquitaire dans I'ensemble du SNC pendant le développement ainsi qu’a I'dge
adulte. Il existe des localisations différentes en fonction du variant d’épissage et du stade de

développement, les isoformes « a » étant dominants, excepté dans le cervelet (Figure 23).
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Figure 23 : Distribution spatio-temporelle des sous-unités du récepteur NMDA

(A) Distribution des ARNm des sous-unités GluN1, GIluN2A, GluN2B, GluN2C et GluN2D dans le cerveau en
développement chez le Rat. (B) Expression de deux variants d’épissage de la sous-unité GluN1 dans le
cerveau a P12 chez le Rat. D’apres Paoletti 2011 et Laurie et Seeburg 1994.

La famille des sous-unités GIuN2 (entre 1200 et 1400 acides aminés, (Traynelis et al.,
2010)) est composée de quatre membres (GIUN2A, GIuN2B, GIuN2C et GIuN2D) encodés par
quatre génes distincts (GRIN2A, GRIN2B, GRIN2C et GRIN2D). Les sous-unités GIuN2 se
distinguent des sous-unités GIuN1 par la longueur de leur extrémité C-terminal qui interagit
avec des protéines intracellulaires responsables du transport et de I'adressage du récepteur

(Bard et Groc, 2011 ; Paoletti, 2011). Associées avec la sous-unité GluN1, elles forment un R-
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NMDA fonctionnel. La sous-unité GIuN2 possede le site de liaison au glutamate (Laube et al.,
1997 ; Anson et al.,, 1998). L'affinité pour les agonistes, les antagonistes et les autres
modulateurs allostériques ainsi que les propriétés de perméabilité et de conductance du

récepteur sont dépendantes de la composition du récepteur en sous-unité GluN2.

Les sous-unités GIuN3 sont réparties en sous-unités GIUN3A (1115 acides aminés),
encodées par le gene GRIN3A, et en sous-unités GIuN3B (901 acides aminés) encodées par le
géne GRIN3B (Ciabarra et al., 1995 ; Sucher et al., 1995 ; Eriksson et al., 2002). GIuN3 partage
la méme architecture que les autres sous-unités des récepteurs ionotropiques, mais se
rapproche davantage de GluN1 en raison de sa liaison avec la glycine ou la D-sérine, au lieu
du glutamate pour GIuN2, ainsi que de son domaine C-terminal plus court que celui de
GIuN2 (Pérez-Otafio et al.,, 2016). GRIN3A code pour deux isoformes GIUN3A-L (long) et
GIUN3A-S (court). Seul GIuN3A-S est présent chez 'Homme. GRIN3B connait un épissage
alternatif plus étendu qui permet la formation de I'isoforme canonique GIuN3B et quatre
isoformes fonctionnels, avec des délétions dans le domaine C-terminal (Domingues et al.,
2011). La co-expression des différents isoformes de GIUN3B avec les sous-unités GluN1 et
GluN2 offre un panel de récepteurs NMDA différents avec des propriétés biophysiques

multiples.

Les sous-unités du récepteur NMDA présentent des homologies de séquence entre
elles : environ 29% entre GluN1 et GIuN2, 30% entre GIuN1 et GIuN3, 28% entre GIuN2 et
GIuN3. Les sous-unités GIUN2A-D partagent entre 38 et 52% de leur séquence. Enfin, GIuN3
A et GIuN3B présentent également une forte homologie de séquence (57%) (Ciabarra et al.,

1995 ; Stephenson et al., 2008).

c Assemblage quaternaire des sous-unités en R-NMDA fonctionnel et

adressage membranaire

Les R-NMDA fonctionnels sont obligatoirement des hétérotétrameéres contenant
deux sous-unités GIuN1 associées a deux autres sous-unités (Traynelis et al., 2010). La
majorité des récepteurs contient deux sous-unités GIuN1 et deux sous-unités GluN2 de
méme type. Il existe aussi des trihétérotétrameres comprenant également deux sous-unités
GluN1 associées a deux sous-unités GIuN2 ou GIuN3 différentes. Les sous-types majeurs des

R-NMDA sont les dihétéromeéres suivants : GIluN1/GluN2A, GluN1/GIluN2B, GluN1/GluN2C et
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GIUN1/GIuN2D. Les propriétés pharmacologiques, biophysiques et fonctionnelles du R-
NMDA dépendent donc essentiellement de sa composition en sous-unité GluN2 (Cull-Candy
et al.,, 2001). Il existe aussi des combinaisons trihétéromériques mises en évidence:
GIuN1/GIuN2A/GIuN2B  (Chazot et Stephenson, 1997), GIluN1/GIuN2A/GIuN2D,
GIuN1/GIuN2B/GIuN2D (Pifia-Crespo et Gibb, 2002), GIuN1/GIuN2A/GIuN2C (Cull-Candy et
Leszkiewicz, 2004), GluN1/GIuN2A/GIuN3A (Perez-Otano et al., 2001),
GIuN1/GIuN2A/GIuN3B (Matsuda et al., 2003) et GIuN1/GIuN2B/GIuN3A (Pilli et Kumar,
2012).

Les sous-unités du R-NMDA sont synthétisées puis assemblées en tétrameéres dans le
réticulum endoplasmique (RE). La sous-unité GIuN1 est produite en grand exces
relativement aux sous-unités GIuN2 et GIuN3 (Chazot et Stephenson, 1997), permettant
ainsi une quantité suffisante disponible pour former des R-NMDA. Trois modeéles ont été
proposés pour I'assemblage des sous-unités entre elles (Stephenson et al., 2008 ; Horak et

al., 2014) :

- formation initiale d’homodimeéres GIuN1/GIluN1 et GIuN2/GIuN2, puis assemblage
de ces paires pour former un hétérotétramere ;

- formation initiale d’'un homodimére GIuN1/GIuN1 puis association successive de
deux sous-unité GIuN2 I'une apres l'autre ;

- formation initiale d’'un hétérodimére GluN1/GluN2 suivie d’'un assemblage de

deux hétérodimeéres GIuN1/GIluN2.

L'assemblage des sous-unités entre elles permet d’activer la sortie du récepteur du
RE en masquant des motifs de rétention du RE ou en entrainant des modifications

structurelles (Horak et al., 2014).

Une fois libérés du RE, les R-NMDA subissent diverses modifications post-
traductionnelles au sein de I'appareil de Golgi du corps cellulaire, puis sont distribués au
réseau trans-golgien (TGN, trans Golgi network) et aux endosomes pour atteindre la

membrane plasmique.

Apres leur passage dans I'appareil de Golgi, les R-NMDA sont associés a des vésicules

qui vont les transporter jusqu’a la membrane, sous le contréle de larges complexes
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protéiques qui interagissent avec le récepteur (Figure 24). Par exemple, la protéine SAP102
(synapse associated protein 102) de la famille des MAGUK va s’associer a la sous-unité
GIuN2B du R-NMDA une fois libérée du RE. Le complexe GIuN2B/SAP102 va alors interférer
avec un composant de l'exocyste, la protéine Sec8 (secretory protein 8). En cas de
perturbation de la liaison de Sec8 avec le complexe GIuN2B/SAP102, I'expression des
récepteurs a la membrane est diminuée (Horak et al., 2014). La protéine mPins (homologue
mammifére de Drosopholia melanogaster partner of inscuteable) interagit également avec
SAP102 et favoriserait I'adressage membranaire des récepteurs GIuN1/GIuN2B (Sans et al.,
2005). Un autre exemple est celui de la protéine SAP97, une autre protéine de la famille
des MAGUK qui peut se lier a la sous-unité GIuN2A par son domaine PDZ, sous le controle
de CAMKII (calcium/calmodulin-dependent protein kinase 1) (Gardoni et al., 2003 ; Mauceri
et al.,, 2007). Ce complexe semble étre impliqué dans |'adressage d’une partie des
récepteurs n‘'empruntant pas la voie classique de sécrétion. En effet, alors que la plupart
des R-NMDA sont produits puis modifiés dans le corps cellulaire puis transportés a la
synapse, certains R-NMDA empruntent une voie de sécrétion atypique en court-circuitant
le compartiment intermédiaire du RE-Golgi (ERGIC) du corps cellulaire (Wenthold et al.,
2003 ; Jeyifous et al.,, 2009). Ces récepteurs sont associés a SAP97 et CASK
(calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase) et possiblement a KIF17 (kinesine
superfamily 17). Les complexes R-NMDA/SAP97 sont dirigés a partir du RE du corps
cellulaire a un sous-compartiment du RE dendritique qui les adresse a des appareils de
Golgi délocalisés (« outposts ») dans la dendrite (Horak et al., 2014). SAP97 semble aussi
pouvoir se lier a des récepteurs contenant GIuN2B, mettant ainsi en évidence des rdles
différents de SAP97 en fonction de ses isoformes (Lin et al., 2013). Le transport des
vésicules contenant les R-NMDA nécessite un guidage le long de microtubules grace a des
moteurs kinésines comme KIF17. KIF17 interagit avec le domaine PDZ de mLin10 qui va se
lier a la sous-unité GIuN2B (Setou et al., 2000) sous la régulation de CaMKII. Enfin, KIF17 ne
semble pas acheminer le R-NMDA jusqu’aux régions synaptiques. Le transport de courte
distance au sein de I'épine dendritique jusqu’a la densité post-synaptique semble dépendre
de protéines motrices comme l'actine et la myosine. Lorsque les R-NMDA ont atteint la
membrane plasmique, ils vont diffuser latéralement vers les compartiments synaptiques et

extra-synaptiques (Choquet et Triller, 2013).
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Figure 24 : Expression de surface des récepteurs NMDA

(1) L’assemblage des sous-unités en récepteur NMDA fonctionnel se produit dans le RE. (2) L’association a
des complexes protéiques tels que SAP102/Sec8 et SAP97/CASK favorise le trafic intracellulaire via le
réseau golgien somatique et dendritique (“outpost”). (3) Les vésicules de transport des récepteurs NMDA
voyagent le long des microtubules par l'association a des moteurs de type kinésine (par ex. KIF-17).
L’expression a la membrane plasmique se fait finalement par exocytose (4) avant de rejoindre la synapse
par diffusion latérale (5). D’apres Bard et Groc, 2011.

d Localisation cellulaire du récepteur NMDA

Une fois arrivé au niveau de la membrane plasmique, le R-NMDA peut se situer en

position pré-synaptique, synaptique ou extra-synaptique.

Les récepteurs pré-synaptiques sont activés par des neurotransmetteurs libérés par
leur propre cellule (autorécepteurs) ou par une cellule adjacente neuronale ou gliale
(hétérorécepteurs) (Engelman et MacDermott, 2004 ; Rodriguez-Moreno et al., 2010). Les R-
NMDA sont largement répandus dans I'ensemble du SNC, aussi bien au sein des synapses
excitatrices ou inhibitrices (Duguid et Smart, 2009 ; Rodriguez-Moreno et al., 2010 ; Bouvier
et al., 2015). A I'inverse des R-NMDA post-synaptiques, les R-NMDA pré-synaptiques ne sont
pas ubiquitaires mais concentrés dans le cortex cérébral, I'hippocampe, les amygdales
cérébrales, le striatum, le nucleus accumbens et le cervelet (Bouvier et al., 2015). Le rdle

principal des R-NMDA pré-synaptiques est la régulation de Ila libération des
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neurotransmetteurs. Cette action de modulation du flux de neurotransmetteurs confére un
role dans la plasticité synaptique aux R-NMDA pré-synaptiques (Engelman et MacDermott,

2004 ; Corlew et al., 2008).

La synapse est le compartiment membranaire ou la densité des R-NMDA est la plus
importante (Antal et al., 2008). Les R-NMDA synaptiques sont situés sur la membrane
plasmique a 200-300 nm des densités post-synaptiques. lls participent a la transmission du
signal glutamatergique. La répartition des récepteurs en fonction de leur sous-unité est
hétérogene. En effet, la sous-unité GIuN2B est concentrée en périphérie de la synapse, alors
que GIuN2A semble étre réparti de facon homogéne (Shinohara et al., 2008). Par ailleurs, la
composition en sous-unités GIuN2 differe d’une synapse a I'autre, notamment selon le type
d’afférence qui se projette sur le neurone (Kawakami et al., 2003). Les R-NMDA participent
également a la maturation synaptique au cours du développement et a la plasticité

synaptique.

Les R-NMDA extra-synaptiques sont, quant a eux, impliqués dans la synaptogenese,
la neuritogenése, la migration et la différenciation cellulaire (Zhou et al., 2015). Ces
récepteurs sont exposés au glutamate environnant d’origine gliale et ne sont activés que lors
d’'une libération massive de glutamate (Le Meur et al., 2007). Les récepteurs extra-
synaptiques jouent aussi un réle modulateur de I'excitabilité neuronale et participent ainsi a
la plasticité synaptique. Ils sont aussi fortement impliqués dans les processus d’excitotoxicité

et de mort neuronale (Papouin et al., 2012).

e Expression spatiale et temporelle des récepteurs NMDA

Le récepteur NMDA est exprimé dans I’'ensemble du SNC (et également au niveau des
tissus périphériques comme le rein, les poumons, le foie et I'estomac (Du et al., 2016)), mais
il existe une distribution variable dans le temps et dans I'espace en fonction de la
composition en sous-unités. La sous-unité GluN1 est ubiquitaire depuis E14 jusqu’a I'dge
adulte, avec une différence d’expression en fonction de I'isoforme (Paoletti, 2011). GluN1-2
est exprimée de facon diffuse, alors que GIuN1-1 et GIuN1-4 sont exprimées
préférentiellement dans les régions rostrales (incluant le cortex et I'hippocampe). La
localisation des isoformes a et b des sous-unités GIuN1 se superpose pour la plupart, mais il

peut exister des variations d’expression dans certaines régions comme dans I"hippocampe
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ou GluN1-1a est présente dans toutes les cellules, alors que GIuN1-1b n’est retrouvée que
dans l'aire CA3 (Paoletti et al., 2013). Les quatre sous-unités GIuN2 ont des profils
d’expression spatio-temporelle complétement différents (Akazawa et al.,, 1994 ; Laurie et
Seeburg, 1994 ; Monyer et al., 1994 ; Sheng et al., 1994) (Figure 25). GIuN2B et GIuN2D sont
les seules sous-unités GIUN2 exprimées pendant la période embryonnaire. GIuN2B est
exprimée de facon diffuse, alors que GIuN2D est limitée au diencéphale et au tronc cérébral.
Au cours des deux premiéres semaines de vie du rongeur, le profil d’expression des sous-
unités GIuN2 va évoluer. L'expression de GIuN2A va débuter juste apres la naissance et va
rapidement s’étendre de facon diffuse dans I’ensemble du SNC adulte. Dans le méme temps,
I’expression de GIuUN2D va chuter pour finalement étre exprimée a des niveaux faibles
essentiellement dans le diencéphale et le mésencéphale. Contrairement a GIuN2D,
I’expression de la sous-unité GIuN2B va se maintenir a des taux élevés apres la naissance,
avec un pic autour de la premiére semaine de vie, puis son expression va diminuer et se
concentrer dans le prosencéphale. Autour du 5eme jour postnatal (P5) chez la Souris, GIUN2A
devient prédominante par rapport a GIuN2B (Liu et al., 2004 ; Jantzie et al., 2015). Chez
I"THomme, le switch Glun2B/GIuN2A semble débuter autour des semaines 22-24 de gestation
(Bagasrawala et al., 2016). La sous-unité GIuN2C apparait tardivement, apres P10, et son
expression est concentrée au niveau du cervelet et du bulbe olfactif. Comme pour les sous-
unités GIuN2, les profils d’expression des différentes sous-unités GluN3 different pendant le
développement (Henson et al., 2010 ; Pachernegg et al., 2012). En effet, il existe un pic
d’expression de GIuN3A au cours des premiers jours de vie (P8), puis son expression diminue
progressivement, alors que I'expression de GIuN3B augmente au cours du développement
pour étre fortement présente au sein des neurones moteurs a I'dge adulte. L'expression
précoce dans le développement de GIuN2B, GIuN2D et GIuN3 suggére que ces sous-unités
participent au processus de synaptogenése et de maturation synaptique. De méme, la
présence prédominante de GIuN2A et GIuN2B dans le cortex ou I’hippocampe souligne leurs

roles clé pour le fonctionnement de la synapse et la plasticité cérébrale.
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Figure 25 : Profil de développement des sous-unités GluN2 et GluN3 du récepteur NMDA.
D’apres Paoletti 2013.

f  Activation des récepteurs NMDA et propriétés biophysiques

Les mécanismes d’activation du R-NMDA n’impliquent que les domaines ABD et
transmembranaires du récepteur (Qiu et al., 2009 ; Paoletti, 2011). Le glutamate et son co-
agoniste la glycine (ou la D-sérine) se lient au domaine ABD au niveau de leur site de
reconnaissance (sur la sous-unité GIuN2 pour le glutamate et sur GIuN1 ou GIuN3 pour la
glycine). Cette liaison induit un écartement de la partie inférieure des domaines ABD de
chaque dimére. Ainsi, une traction est exercée sur la région intermédiaire qui relie les
domaines ABD aux segments transmembranaires qui provoque I'ouverture du canal (Figure
26). Enfin, I'activation du R-NMDA se termine par une phase de désactivation permettant au

récepteur d’adopter a nouveau une configuration fermée en présence de ses agonistes.

Ouvert

Figure 26 : Mécanismes structurels d'activation du récepteur NMDA.

Glycine et glutamate sont tous les deux requis pour entrainer I'ouverture du R-NMDA. Ici, seul un dimere
est représenté. Un récepteur NMDA fonctionnel est un tétrameére. A droite, est représentée la structure
cristallographique de I'hétérodimere GIuN1/GIuN2A avec la glycine liée a la sous-unité GIuN1 et le
glutamate lié a la sous-unité GluN2A. D’apres Paoletti, 2011.
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L’activité du récepteur est aussi dépendante du potentiel de membrane. En effet, il
existe un blocage du récepteur par les ions Mg?* extracellulaires au voisinage du potentiel de
repos. Les concentrations physiologiques de Mg?* dans le milieu extracellulaire (1-2 mM)
inhibent fortement les réponses des R-NMDA au potentiel de membrane de repos. Ainsi, a -
60mV, la quasi-totalité des R-NMDA est bloquée par les ions Mg?*. La dépolarisation
membranaire induite par |'activation des récepteurs AMPA environnants permet, dés -40mV,
de libérer le Mg”* du canal. Aprés liaison des agonistes, le R-NMDA devient alors perméable
aux cations. Plusieurs résidus de segments transmembranaires (en particulier au niveau de la
boucle réentrante P) des sous-unités GIuN1 et GIuN2 semblent jouer un réle primordial dans
la liaison avec les ions Mg?*, notamment un résidu asparagine de la sous-unité GluN2
(Wollmuth et al., 1998). La sensibilité du récepteur au blocage magnésium lui confére un
role de détecteur de coincidences entre les éléments pré- et post-synaptiques. Ainsi, il faut
que les éléments pré-synaptiques soient dépolarisés pour qu’ils libérent le glutamate dans la
fente synaptique, élément indispensable a I'activation du R-NMDA. Pour rendre perméable
le canal aux flux ioniques, le blocage par les ions Mg®* doit également étre levé par
dépolarisation des éléments post-synaptiques (Dingledine et al., 1999). Une fois le Mg**
libéré du canal, les R-NMDA sont perméables aux cations monovalents (essentiellement Na*
et K*), mais aussi au calcium (contrairement a la majorité des iGIuR). En effet, le R-NMDA est
le récepteur-canal qui présente la perméabilité au calcium la plus importante. La fraction de
courant ionique attribuée au calcium au travers des R-NMDA est de |'ordre de 10 a 20%,
alors gu’elle est inférieure a 1% pour les récepteurs canaux non-NMDA (Rogers et Dani,
1995). L'affinité pour les agonistes, la sensibilité au blocage magnésium, la perméabilité et la
conductance est différente d’un récepteur a l'autre et dépend de sa composition en sous-

unités (Cull-Candy et al., 2001 ; Paoletti, 2011 ; Paoletti et al., 2013 ; Figure 27).
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Figure 27 : Propriétés biophysiques des sous-unités du récepteur NMDA.

Les différents sous-types de récepteurs NMDA se caractérisent par des propriétés biophysiques
distinctes. La conductance unitaire (y), la probabilité maximale d’ouverture (Po), I'affinité pour les
agonistes glycine et glutamate (EC50), la constante de temps de désactivation (toff), la sensibilité au
bloc Mg2+ (IC50 a -100 mV) et la perméabilité calcique (pCa/pCs) sont représentées. D’apres Paoletti
etal, 2013.

L'activité des récepteurs NMDA est également modulée positivement ou
négativement par des molécules et des ions dont le site de liaison est différent des domaines
ABD destinés aux agonistes, et en dehors du canal (Figure 28). Ces modulateurs allostériques

peuvent étre endogenes comme pour le zinc ou les protons, mais aussi exogénes comme
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pour l'ifenprodil, molécule de synthese. lls n’interférent pas directement avec le processus
d’activation du récepteur et peuvent cibler seulement certains sous-types de récepteurs
(Mony et al.,, 2011). Les domaines NTD sont les sites préférentiels de la régulation
allostérique des R-NMDA et jouent un role majeur dans la diversité fonctionnelle des

récepteurs (Zhu et Paoletti, 2015).

Récepteur NMDA

Domaine ATD de GIuN2
Ifenprodil (GIuN2B)
Polyamines (GIuN2B)
Zn?*(GIuN2A, GIuN2B)

Site de liaison a la glycine

de GluN1 Site de liaison agoniste LBD

Agonistes partiels ou de GluN2
° ’ Agonistes partiels ou
complets
complets

Antagonistes compétitifs Antagonistes compétitifs

Pore du canal ionique
Antagonistes non-
compétitifs
Polyamines, Zn2*, Mg?*

LBD-D2 de GluN2
Sulfate de pregnenolone
(GIuN2A, GIuN2B)

Figure 28 : Sites de liaison pour des ligands extracellulaires du récepteur NMDA.

Le récepteur NMDA possede de nombreux sites de liaison pour des ligands extracellulaires, notamment
des sites dits allostériques qui lient des petites molécules ou ions capables de réguler l'activité du
récepteur. Ces sites allostériques peuvent se situer au niveau des domaines NTD, dans la poche interlobes
de GIuN2 pour la liaison du zinc ou a l'interface entre les domaines NTD de GIuN1 et GIuN2B pour la
liaison de l'ifenprodil et de la spermine. D’apres de Traynelis et al., 2010.

Le zinc, les polyamines et l'ifenprodil et ses dérivés peuvent interagir avec les
domaines NTD des sous-unités GIuN2B. Le zinc et 'ifenprodil agissent comme des agents
allostériques inhibiteurs. Le zinc est un cation essentiel au développement, a la maturation
et aux fonctions du neurone (Sandstead, 2013). Le site de liaison du zinc a la sous-unité
GIuN2B se situe au bord de la fente inter-lobe du domaine NTD. En 1993, l'agent
antihypertenseur ifenprodil fut le premier inhibiteur allostérique spécifique d’une sous-unité
(GIuN2B) a avoir été découvert (Williams, 1993). Avec ses dérivés, ils forment une grande
famille de composés synthétiques qui agissent comme des antagonistes hautement

spécifiques de GIUN2B. Le site de liaison de I'ifenprodil (ou de son dérivé Ro25-6981) réside a
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I'interface des domaines NTD des sous-unités GIuN1 et GIuN2B voisines (Zhu et Paoletti,
2015). Les domaines NTD des sous-unités GIuN2B contiennent aussi un site de modulation
allostérique positive en liant les polyamines comme la spermine ou la spermidine mais aussi,
étonnamment, le magnésium (Williams et al., 1994 ; Zhang et al., 1994 ; Paoletti et al., 1995 ;
Hackos et Hanson, 2017). Cette modulation est elle aussi hautement spécifique de la sous-
unité GIuN2B. Tout comme l'ifenprodil, la spermine se lie a I'interface des domaines NTD de
GluN1 et GIuN2B (Mony et al.,, 2011). A partir de ces trois exemples de modulations
allostériques, négatives ou positives, un modele général a été proposé : tout ligand qui
stabilise les domaines NTD dans une configuration « ouverte » se comporte comme un
modulateur allostérique positif, tandis qu’un ligand favorisant la fermeture du domaine NTD
agit comme un inhibiteur allostérique (Zhu et Paoletti, 2015). Ces principes généraux
peuvent s’appliquer également pour la sous-unité GIuN2A : le zinc a longtemps été identifié
comme le seul ligand allostérique de GIUN2A (puissant inhibiteur), mais des travaux récents
ont mis en évidence des modulateurs allostériques positifs de la sous-unité (GNE-0723 et

GNE-5729) (Volgraf et al., 2016 ; Villemure et al., 2017).

g Leglutamate et le récepteur NMDA, acteurs du développement cérébral

Le glutamate et le récepteur NMDA ne participent pas qu’a la transmission du signal,
ils jouent également un role majeur dans le développement cérébral. Tout d’abord, le
glutamate est un acteur de la modulation de la neurogenese. En effet les R-NMDA sont
exprimés au niveau des précurseurs neuronaux avant la phase de synaptogenése (Komuro et
Rakic, 1993 ; Lujan et al., 2005 ; Bagasrawala et al., 2016), et le glutamate participe par son
interaction avec les R-NMDA, a la régulation de la survie, de la prolifération, de la migration

et de la différentiation cellulaire des neurones (Jansson et Akerman, 2014).

Le glutamate est présent a forte concentration dans les zones neurogenes pendant le
développement (Behar et al., 1999 ; Haydar et al., 2000). Les progéniteurs neuronaux
hautement exposés sont beaucoup moins sensibles aux concentrations élevées de glutamate
que les cellules matures. De ce fait, des concentrations supra-physiologiques de glutamate
(supérieures a ImM) ne sont pas toxiques pour les précurseurs qui expriment des récepteurs

ionotropiques et métabotropiques (Meldrum, 2000 ; Brazel et al., 2005 ; Suzuki et al., 2006).
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Le glutamate influence le développement neuronal précoce, notamment en
favorisant la prolifération des précurseurs (Balazs, 2006). Cette action semble différente en

fonction du stade de développement et donc de I'expression des récepteurs au glutamate.

Le blocage in vivo du R-NMDA dans le cerveau immature de rongeurs réduit la
prolifération cellulaire, augmente la proportion de cellules pycnotiques et entraine une

altération sévere de la morphologie du gyrus denté (Gould et al., 1994 ; Luk et al., 2003).

L’activation du récepteur NMDA influence positivement la migration neuronale et
I’extension ou la rétractation des neurites (Komuro et Rakic, 1993 ; Behar et al., 1999). La
morphologie méme des épines dendritiques néoformées semble étre modulée par I'action
du glutamate et du R-NMDA (Mattison et al., 2014). En condition de blocage des récepteurs
NMDA, une partie de la migration cellulaire est inhibée (Behar et al.,, 1999). Enfin, la
synaptogenése semble dépendre partiellement du glutamate et du R-NMDA dans le cerveau

immature et adulte (Pérez-Otafio et Ehlers, 2004 ; Fedder et Sabo, 2015).

D’autre part, le blocage du récepteur majore la perte neuronale en cas de lésion
cérébrale (lkonomidou et al., 2000) et altere la survie des neurones néoformés du gyrus
denté (Tashiro et al., 2006) notamment par un arrét de la maturation mettant en péril la
vitalité cellulaire (Monti et Contestabile, 2000 ; Fiske et Brunjes, 2001 ; Adams et al., 2004).
Par ailleurs, I'activation du R-NMDA permet l'initiation de cascades de phosphorylation
comme PI3K-Akt, ou provoque la suppression de |'expression de genes pro-apoptotiques,
processus participant l'un et l'‘autre a la survie neuronale (Hardingham, 2009).
L'augmentation de I'expression du gene anti-apoptotique Bcl-2 et la diminution de
I’expression du géne pro-apoptotique Bax a été mise en évidence in vitro en cas d’activation
des R-NMDA (Zhu et al., 2005). Il a également été démontré qu’un blocage du R-NMDA
pouvait activer I'apoptose (Yoon et al., 2003) et rendre le neurone plus vulnérable au stress
oxydatif (Papadia et al., 2008). Enfin, des travaux du laboratoire UMR (unité mixte de
recherche) 1245 ont permis de souligner I'effet dual du glutamate en fonction de la couche
corticale : pro-nécrotique dans les couches profondes matures et anti-apoptotique dans les

couches superficielles immatures (Desfeux et al., 2010).

Présent au niveau des pré-oligodendrocytes (Karadéttir et al., 2005 ; Salter et Fern,
2005 ; Micu et al., 2006), le R-NMDA participe a la régulation de leur différenciation et de
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leur migration ainsi qu’a la régulation de la myélinisation (Li et al., 2013 ; Xiao et al., 2013). I
a aussi récemment été mis en évidence que la stimulation du récepteur mobilise le
transporteur de glucose GLUT1 et entraine son incorporation au sein de la myéline. Il
participe ainsi au métabolisme énergétique oligodendrocytaire (Saab et al.,, 2016), ce qui

suggere un rble prépondérant dans la pathogenése des lésions liées a un déficit énergétique.

La place centrale qu’occupent le glutamate et son récepteur NMDA dans le cerveau
immature suggere qu’une inhibition du R-NMDA au cours du développement pourrait altérer
les fonctions supérieures a I'dge adulte (Deutsch et al., 1998 ; Anand et Scalzo, 2000).
L’altération quantitative ou qualitative du R-NMDA serait impliquée dans la survenue de
pathologies comme la schizophrénie (Gargiulo et Landa De Gargiulo, 2014 ; Vukadinovic,
2014 ; Cohen et al., 2015 ; Catts et al., 2016) ou le syndrome d’alcoolisation foetal (Olney et

al., 2001, 2002 ; Moykkynen et Korpi, 2012).

h  Récepteur NMDA et cascade d’excitotoxicité

Alors que le récepteur NMDA et son agoniste le glutamate participent a la
neurogeneése, ils sont aussi au centre de la cascade d’excitotoxicité, a I'origine des lésions
cérébrales (Volpe, 2009). Les effets toxiques du glutamate ont été décrits pour la premiere
fois en 1957 sur la rétine de souriceau aprés une injection sous-cutanée de glutamate (Lucas
et Newhouse, 1957). Olney met en évidence en 1969 un effet toxique sur la rétine de
souriceau lié a I'action prolongée ou excessive du glutamate (Olney, 1969), ainsi que des
Iésions cérébrales chez le singe apres injection de glutamate (Olney et Sharpe, 1969). Par la
suite, les acides aminés neurotoxiques font I'objet de nombreuses études in vivo dans les
années 1980 (Coyle et al., 1981 ; McGeer et McGeer, 1982). En 1986, Olney introduit la
notion d’excitotoxicité, définie par une mort neuronale induite par une stimulation excessive
des récepteurs aux acides aminés excitateurs (Olney, 1986). Plus tard, les travaux de Choi
permettent de mettre en relation les flux calciques liés au récepteur NMDA et la survenue
des effets toxiques du glutamate, mettant ainsi en exergue les acteurs clés du phénoméne

d’excitotoxicité (Choi, 1987, 1992).

Le primum movens du phénomeéne d’excitotoxicité est le déficit énergétique lié a une
situation d’hypoxo-ischémie ou d’inflammation, traduisant une inadéquation entre les

apports et les besoins énergétiques des cellules nerveuses (Figure 29). L’excitotoxicité
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conduit a la mort cellulaire par plusieurs mécanismes : la nécrose, I'apoptose et I'autophagie
(Wang et Qin, 2010). Le déficit en oxygéne et en nutriments entraine une altération du
métabolisme oxydatif mitochondrial qui aboutit a un effondrement des réserves
énergétiques (ATP, Adénosine Tri Phosphate). La défaillance énergétique provoque une
inhibition des pompes Na'/K" ATP dépendantes, ce qui empéche le maintien des gradients
ioniques de part et d’autre de la membrane et aboutit a une dépolarisation neuronale. En se
dépolarisant, les neurones glutamatergiques vont libérer massivement du glutamate dans la
fente synaptique. Les systémes de recapture du glutamate ATP-dépendants (EAAT,
excitatory amino acid transporter), présents notamment aux niveaux astrocytaire, neuronal
et vasculaire, sont rapidement saturés (Perego et al., 2000). Ces évenements vont
s’accompagner d’importantes modifications des flux ioniques a I'origine des mécanismes

entrainant la mort cellulaire.

La libération massive du glutamate entraine une stimulation importante des
récepteurs AMPA/kainate qui provoque une entrée de sodium dans le milieu intracellulaire.
Cet influx ionique provoque un cedeme cellulaire et une mort précoce de la cellule par

nécrose (Bonde et al., 2005).

De plus, l'activation des récepteurs NMDA et des canaux calciques voltage-
dépendants va entrainer un influx massif de calcium au sein de la cellule. L’augmentation
des concentrations intracellulaires de Ca®" est accentuée par la mobilisation du pool
réticulaire calcique suite a l'activation de la voie de [linositol triphosphate (IP3) via
I'activation des récepteurs glutamatergiques métabotropiques. Cette concentration
intracellulaire excessive de Ca’" va conduire a lI'activation de protéases (dégradant le
cytosquelette) et de lipases (comme la phospholipase A2 dégradant les lipides
membranaires et générant des radicaux libres), I'activation de la calmoduline, la production
de monoxyde d’azote (NO) par activation de la NO synthase (Lau et Tymianski, 2010) et
I'induction de génes impliqués dans I'expression ou la régulation du processus apoptotique
(Gavalda et al., 2008). Le fonctionnement des mitochondries peut lui aussi étre altéré par
I'influx calciqgue massif, entrainant la production de radicaux libres (Reynolds et Hastings,
1995). Le récepteur NMDA occupe une place décisive au sein de la cascade excitotoxique.

Son importance est notamment illustrée par la protection neuronale, obtenue de maniére
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expérimentale, en condition de blocage du récepteur par un antagoniste, le MK-801 (Foster

et al., 1988).
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La cascade excitotoxique
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Figure 29 : Mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la cascade excitotoxique.

La libération massive et incontrélée du glutamate et le blocage de ses systémes de recapture provoquent
une accumulation du neurotransmetteur. La suractivation des récepteurs ionotropiques et
métabotropiques modifie I'homéostasie ionique pouvant conduire a un ocedéme cellulaire, une
augmentation excessive des concentrations de calcium intracellulaire, un stress oxydatif et 'activation des
caspases. Selon l'intensité de ces différents processus, la cellule pourra dégénérer selon un mécanisme
nécrotique (mort immédiate) ou apoptotique (mort retardée). AMPA/KAI-R : récepteur a-amino-3-
hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole-propionate/kainate du glutamate, ATP : adénosine triphosphate, Ca2+ :
calcium, Na+ : sodium, NMDA-R : récepteur N-méthyl-D-aspartate du glutamate.
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IVImpact de la naissance prématurée sur le cerveau en

développement

La naissance prématurée est a haut risque de lésions cérébrales. Un retard de la
maturation cérébrale normale lié a la prématurité, associé a la survenue d’agressions aigués
ou chroniques, peut étre responsable de ces lésions cérébrales (Volpe, 2009 ; Penn et al.,
2016). Aux lésions cérébrales du prématuré, il peut s’ajouter une exposition non
physiologique a certains facteurs neurotoxiques (par exemple des drogues, des facteurs de
I'inflammation, des stimuli douloureux...) entrainant des trajectoires développementales
anormales a I'origine de handicaps. Les étiologies et les mécanismes a I'origine de ces lésions
sont complexes et multifactoriels, dépendant entre autres de la qualité des soins hospitaliers
apportés aux nouveau-nés, de la survenue d’épisodes d’hypoxie tissulaire, d’infections
materno-foetales ou tardives, d’inflammation systémique, de I'exposition a des drogues ou
des toxiques, de la prise en charge de la douleur aigué et/ou chronique, du stress et/ou de la
malnutrition (Back et Miller, 2014). Au-dela de ces facteurs de risque généraux, des facteurs
individuels influencent la genése des lésions cérébrales, comme le genre, la génétique,
I’épigénétique, le statut socio-économique, ou encore l'intégrité de la cellule familiale. La
compréhension de la pathogenése des lésions cérébrales du prématuré reste un défi en
raison des multiples étiologies possibles, et s’appuie sur les études cliniques de suivi des
prématurés, la neuro-imagerie, I'acces (restreint) aux examens anatomopathologiques
cérébraux d’enfants prématurés et les études précliniques chez [I"Animal. Bien
gu’indispensables car elles permettent notamment une approche mécanistique, les études
chez I’Animal sont ciblées sur un ou éventuellement plusieurs types Iésionnels (infection,
inflammation, hypoxie-ischémie, excitotoxicité...), et ne reproduisent pas le panel
physiopathologique des situations cliniques potentielles. Par conséquent, les informations
apportées par les divers modeles animaux doivent étre intégrées avec les résultats des

études observationnelles chez le prématuré humain.
IV.1 Anomalies de la substance grise

Les enfants prématurés disposent d’un volume cortical réduit et d’'une perte de la
substance grise sous-corticale, notamment au niveau du thalamus et des noyaux gris

centraux. Le degré de prématurité, I'étendue du volume cortical et le devenir
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neurodéveloppemental sont directement corrélés (Counsell et Boardman, 2005 ; Ment et
Vohr, 2008 ; Ball et al., 2012). Parallelement a la perte de volume cortical, il existe une
altération de la microstructure du cortex cérébral mise en évidence notamment par des
études de tractographie par imagerie par résonnance magnétique (IRM) en tenseur de
diffusion, suggérant un retard de développement de la croissance des processus neuronaux
dans le cortex cérébral (Ball et al., 2012, 2013 ; Vinall et al., 2013a). Le défaut de croissance
corticale est aussi associé a des anomalies de I'arborisation dendritique et de la formation
synaptique (Dean et al.,, 2013). La neurogenése semble également atténuée en cas de
naissance prématurée au niveau des zones germinatives corticales (ZV et ZSV) (Malik et al.,
2013). Par ailleurs, le volume des noyaux amygdaliens est réduit, ce qui pourrait altérer les
capacités de traitement de la peur chez les enfants prématurés (Cismaru et al.,, 2016).
L’ensemble de ces anomalies morphologiques et structurelles du cortex pourraient
contribuer aux difficultés cognitives et aux troubles des apprentissages décelés chez les

enfants en cas de prématurité (Penn et al., 2016).

IV.2 Anomalies de la substance blanche

Les anomalies de la substance blanche comprennent trois entités identifiables : les
Iésions nécrotiques de leucomalacie kystique, les microlésions focales nécrotiques et les
Iésions diffuses non nécrotiques de la substance blanche (Back, 2014). Alors que la
leucomalacie kystique périventriculaire était fréquente au cours des derniéres décennies,
I’'amélioration de la prise en charge globale des prématurés a permis une évolution des
atteintes de la substance blanche vers des lésions non nécrotiques diffuses (Back et Miller,
2014). Ces lésions sont a I'origine d’une diminution du volume de la substance blanche et de
troubles de la myélinisation (Ment et al.,, 2009). Chez I'Homme, le développement de la
substance blanche débute au cours de la deuxieme moitié de la gestation et se poursuit
aprés la naissance jusqu’a l'adolescence. La naissance prématurée (entre 23 et 32 SA)
intervient par conséquent pendant une fenétre critique de vulnérabilité pour les cellules

gliales en cours de développement.

Les lésions diffuses de la substance blanche sont associées a un programme de
développement retardé ou perturbé des cellules de la lignée oligodendrocytaire, en

particulier des cellules précurseurs des oligodendrocytes (Back et Miller, 2014).
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L'interruption de la différenciation des pré-oligodendrocytes se traduit par I'accumulation
des précurseurs et des pré-oligodendrocytes (Buser et al., 2012). En cas de lésion aigug, le
nombre de pré-oligodendrocytes, particulierement vulnérables au stress oxydatif, diminue
fortement. Afin de lutter contre cette dégénérescence, les précurseurs oligodendrocytaires
proliferent rapidement pour régénérer le pool de pré-oligodendrocytes. Cette nouvelle
génération de pré-oligodendrocytes ne parviendra pas a réussir sa maturation pour devenir
des oligodendrocytes matures en raison d’un environnement l|ésionnel riche en gliose
(astrocytes et microglie) (Back, 2014). Plusieurs mécanismes pourraient étre impliqués dans
I'accumulation et I'absence de maturation des pré-oligodendrocytes, notamment
I'accumulation d’un inhibiteur de maturation, I'acide hyaluronique, issu des astrocytes
environnants (Marret et al., 1997 ; Back et al., 2005), I'activation de la microglie entrainant
I'inhibition de la maturation des oligodendrocytes, ou encore des dysrégulations de
protéines, comme p27Kip1l, intervenant dans la maturation de la lignée oligodendrocytaire

(Jablonska et al., 2012).

Les axones semblent épargnés en cas de lésions diffuses de la substance blanche,
alors qu’ils sont détruits en cas de lésions focales nécrotiques (Riddle et al., 2012). Des
études de tractographie des zones lésées suggerent des anomalies de développement des
fibres axonales (Huppi et al., 2001 ; Miller et al., 2002). Ces données sont cohérentes avec la
notion que la croissance axonale est trés importante au cours du dernier trimestre de

gestation chez I'Homme, et que la prématurité peut ralentir ou perturber ce processus.

Enfin, I'atteinte potentielle des neurones de la sous-plague dans la pathogenése des
Iésions de la substance blanche du prématuré reste une question ouverte. En effet, d’une
part cette zone joue un rble fondamental dans I'organisation du cortex et dans les
connexions thalamo-corticales (Hoerder-Suabedissen et Molnar, 2015), et d’autre part
I’épaisseur de la sous-plaque est maximale entre 22 et 37 SA (Kostovic et Rakic, 1990). En cas
de leucomalacie périventriculaire, il existe un déficit quantitatif des neurones de la
substance blanche, notamment au niveau de la sous-plaque (Kinney et al., 2012), perturbant
ainsi les connexions thalamo-corticales (McQuillen et al., 2003). Les lésions diffuses de la
substance blanche sont associées a des phénomenes de gliose au niveau de la sous-plaque,

confirmant la vulnérabilité cellulaire complexe de cette zone (Pogledic et al., 2014).

72



INTRODUCTION

IV.3 Hémorragies intracraniennes

Les hémorragies intraventriculaires sont des complications fréquentes liées a la
naissance prématurée. Ces hémorragies proviennent typiquement de la matrice germinale
périventriculaire, zone riche en précurseurs neuronaux et gliaux, hautement vascularisée et
particulierement vulnérable aux hémorragies. L’épaisseur de la matrice germinale diminue a
partir de 24 SA et cette derniere disparait vers 36-37 SA. Lorsque I’hémorragie de la matrice
germinale est importante, elle entraine une rupture de I'épendyme sous-jacent et progresse
dans le ventricule latéral. Ces hémorragies sont classées en quatre grades selon la
classification de Papile : grade I, hémorragie sous-épendymaire isolée ; grade Il, hémorragie
intra-ventriculaire sans dilatation ventriculaire ; grade Ill, hémorragie intra-ventriculaire avec
dilatation ventriculaire ; grade IV hémorragie intra-ventriculaire associée a une hémorragie
parenchymateuse (Papile et al., 1978). La pathogenése des hémorragies intraventriculaires
est complexe. Tout d’abord, la vascularisation de la matrice germinale est fragile en raison,
notamment, d’'une densité en péricytes réduite comparée a la substance blanche et au
cortex (Braun et al., 2007), d’un déficit en fibronectine au niveau de la lame basale (Xu et al.,
2008), et d’une réduction de I'expression de GFAP (glial fibrillary acidic protein) dans les
extrémités des astrocytes (Liedtke et al., 1996 ; El-Khoury et al., 2006). Ensuite, le débit
sanguin cérébral est perturbé en cas de prématurité. En effet, les nouveau-nés prématurés
présentant une détresse respiratoire peuvent avoir un débit sanguin cérébral fluctuant, ce
qui est fortement associé a la survenue des hémorragies intraventriculaires (Perlman et al.,
1983, 1985). Par ailleurs, il existe une altération de l'autorégulation du débit sanguin
cérébral du prématuré, variable dans le temps et corrélée avec le poids de naissance et I'age
gestationnel (Soul et al., 2007), mais dont le role dans la survenue des hémorragies
intraventriculaires reste a préciser (Ballabh, 2014). Enfin, 'hémostase du nouveau-né
prématuré est parfois perturbée (thrombopathie, thrombopénie, anomalies des facteurs de

coagulation), ce qui peut aggraver le processus hémorragique.
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V Stratégies de neuroprotection chez le prématuré

Afin de limiter les effets délétéres potentiels de la naissance prématurée sur le
cerveau en développement, [|"élaboration de stratégies de neuroprotection est
indispensable. Alors que certaines interventions ont déja démontré leur efficacité sur le
devenir neurocognitif de I'enfant né prématuré, d’autres font encore I'objet d’évaluation

(Berger et Soder, 2015 ; Chang, 2015 ; Jelin et al., 2016).
V.1 Peériode anténatale

Les risques d’anomalies du développement neurologique étant étroitement liés au
degré de la prématurité (Moore et al., 2012), la prévention de I'accouchement prématuré
est probablement la stratégie la plus efficace de neuroprotection néonatale. Le college
américain des obstétriciens gynécologues (ACOG) propose en cas d’antécédent de naissance
prématurée ou de diminution de la longueur du col de 'utérus trois options a considérer : la
progestérone, le cerclage du col ou l'utilisation d’un pessaire (Committee on Practice
Bulletins—Obstetrics, The American College of Obstetricians and Gynecologists, 2012). Une
fois la mise en travail diagnostiquée, les obstétriciens ont le choix parmi une variété de
tocolytiques afin de tenter de retarder au maximum la naissance prématurée (Navathe et
Berghella, 2016). Le transfert in utero vers une maternité de niveau lll en cas de grossesse a
haut risque permet I'optimisation de la prise en charge obstétricale et néonatale et
I’'amélioration globale du devenir du prématuré (Chien et al., 2001). En cas de menace
d’accouchement prématuré, I'administration anténatale de corticoides, initialement prévue
pour diminuer le taux de syndrome de détresse respiratoire néonatale du prématuré (Liggins
et Howie, 1972), est associée a une diminution de I'ensemble des comorbidités liées a la
prématurité, notamment une réduction des hémorragies intraventriculaires (Roberts et
Dalziel, 2006 ; Roberts et al., 2017). La posologie a administrer (12 ou 24 mg de
bétamethasone par cure), le nombre de cures possibles et le terme maximal d’utilisation
font I'objet actuellement de discussions compte tenu du potentiel effet délétere des
corticoides sur les nouveau-nés naissant finalement a terme et ne bénéficiant alors pas des
effets bénéfiques escomptés (Harding et Dalziel, 2016 ; Vidaeff et al., 2016b, 2016a). Un
essai randomisé francais en cours, Betadose (identifiant ClinicalTrials.gov : NCT02897076), a
pour but d’évaluer I'effet de 12 mg de bétamethasone versus 24 mg. Enfin, I'administration
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intraveineuse de sulfate de magnésium avant l'accouchement, améliore le pronostic

neurologique du prématuré (voir chapitre VII : Le sulfate de magnésium).
V.2 Période périnatale

La standardisation et I'amélioration de la prise en charge des nouveau-nés en salle de
naissance grace notamment aux nouvelles recommandations internationales (/nternational
Liaison Committee on Resuscitation, ILCOR) (Perlman et al., 2015) et a I'avénement de la
simulation (Rubio-Gurung et al., 2014) permettent une amélioration des conditions de
naissance. Si I'impact immédiat de ces mesures a un effet sur la morbi-mortalité immédiate
(DeMauro et al., 2013 ; Legendre et al., 2015 ; Mduma et al., 2015), I'effet sur le devenir

neurologique a long terme reste a prouver.

Bien que la durée optimale avant clampage du cordon ne soit pas encore déterminée
chez les prématurés, de nombreuses études suggerent qu’un clampage retardé du cordon de
plus de 30 secondes réduirait I'incidence des hémorragies ventriculaires (Backes et al., 2014 ;
Chiruvolu et al.,, 2015 ; Ruangkit et al., 2015 ; Mercer et al.,, 2016). L'’ACOG et I'ILCOR
recommandent un clampage retardé du cordon en cas de naissance prématurée (Committee
on Obstetric Practice, American College of Obstetricians and Gynecologists, 2012 ; Perlman
et al., 2015). Une alternative au clampage retardé est la traite du cordon ou milking (Jaiswal

et al., 2015 ; Rabe et al., 2016), mais sa non-infériorité reste a confirmer.
V.3 Période postnatale

Apres la stabilisation du nouveau-né en salle de naissance, le séjour en
réanimation/soins intensifs fait I'objet de nombreuses interventions médicales qui peuvent
avoir un impact bénéfique potentiel indirect sur le développement neurologique de I'enfant.
Il a été démontré que la dysplasie bronchopulmonaire sévére, les infections néonatales,
I’entérocolite ulcéronécrosante, ou le retard de croissance extra-utérin pouvaient altérer le
devenir neurologique des prématurés (Short et al., 2007 ; Neubauer et al., 2008 ; Mitha et
al., 2013 ; Keunen et al., 2015). Ainsi, des stratégies spécifiques de prévention de ces
complications de la prématurité s’inscrivent indirectement dans le cadre des stratégies de

neuroprotection du prématuré.
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Administrée en prévention des apnées des prématurés, la caféine semble améliorer
la survie sans déficit neurodéveloppemental a 18-21 mois (Schmidt et al., 2007), mais cet

effet n’est pas confirmé a 5 ans (Schmidt et al., 2012).

Les soins de développement de type NIDCAP (Newborn Individualized Developmental
Care and Assessment Program) améliorent également le devenir a court et long terme des
prématurés, ainsi que leur confort pendant la période d’hospitalisation et la relation avec les
parents (Peters et al., 2009 ; McAnulty et al.,, 2012). Par ailleurs, la reconnaissance de la
réalité de la douleur du nouveau-né et de ses conséquences a long terme, la réflexion sur la
diminution du nombre d’actes douloureux au cours de I’hospitalisation et la prévention de la
douleur en cas d’acte douloureux indispensable, participent aussi a la neuroprotection du

prématuré (voir chapitre VIII.2 : La douleur du nouveau-né).

Enfin, le choix de I'anesthésique et/ou analgésique efficace sur le nouveau-né et
potentiellement le moins délétere sur le cerveau immature doit étre pris en compte par le
clinicien en cas de nécessité de sédation (voir chapitre VIl : Les agents anesthésiques en

période périnatale : le rémifentanil).

Des stratégies pharmaceutiques émergentes sont en cours d’évaluation. La
mélatonine (Colella et al., 2016), I'érythropoiétine ou la darbepoiétine (Messier et Ohls,
2014), les cellules souches (Paton et al., 2017), I'cestradiol ou la progestérone (Berger et
Soéder, 2015) sont des candidats potentiels a 'amélioration du devenir neurologique des

prématurés.
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VILe sulfate de magnésium

Le magnésium, du fait de ses multiples propriétés biologiques, a fait I'objet de
nombreuses études expérimentales et cliniques évaluant son action neuroprotectrice.

VI.1 Propriétés du magnésium

Le magnésium est le second cation intracellulaire aprés le potassium. Comme ce
dernier, c’est un ion essentiellement intracellulaire dont la concentration varie entre 0,1 et 3
mmol/L. L’organisme contient environ 16 mmol/kg de magnésium, soit environ 24 grammes
(1 mole) chez I'adulte. Le tissu osseux renferme plus de 60 % du magnésium total de
I'organisme. Seule une fraction du magnésium osseux intervient dans les échanges avec le
magnésium plasmatique, il s’agit du magnésium présent a la surface des cristaux
d’hydroxyapatite, libéré lors de la résorption osseuse. Le muscle contient lui 30 a 40% du
magnésium total. Le magnésium extracellulaire ne représente que 1% du magnésium total.
La concentration plasmatique est de I'ordre de 0,9 = 0,1 mmol/L, dont 60% se trouve sous la
forme ionisée, active dans de nombreuses réactions physiologiques, et 40% est lié a
I'albumine ou complexé a des anions. L'équilibre entre les apports et les pertes de
magnésium est assuré principalement par les variations de la réabsorption tubulaire rénale
(de Rouffignac et Quamme, 1994).

Le magnésium est un cation ubiquitaire dans le corps humain. Cofacteur de
nombreux systemes enzymatiques, il est impliqué dans plus de 300 réactions enzymatiques
différentes. Le magnésium intervient dans le contréle de la respiration mitochondriale. Il est
indispensable aux réactions dépendantes de I’ATP car il active les enzymes impliquées dans
le transfert du groupe phosphate en s’intercalant par des liaisons électrostatiques entre
deux atomes d’oxygeéne chargés négativement. La forme intracellulaire active de I'ATP
correspond en fait a un complexe Mg?/ATP (Panov et Scarpa, 1996). Le magnésium
intervient donc dans I'activité de nombreuses ATPases, en particulier la Na'/K*'ATPase et les
Ca’*/ATPases membranaires. De méme, I'activité adénylcyclase de la cellule, catalysant la
synthése d'AMPc a partir de I'ATP, est dépendante du magnésium. Le magnésium intervient
également lors de la synthése des acides nucléiques, la glycolyse, la béta-oxydation, la

phosphorylation oxydative, la synthese protéique et le cycle de Krebs.
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V1.2 Actions cellulaires du magnésium

VI.2.1 Au niveau cardiovasculaire

Le magnésium agit comme antagoniste compétitif du calcium au niveau des canaux
calciques voltage-dépendants de type L et du canal calcique du réticulum sarcoplasmique
(canal-récepteur a la ryanodine). Il limite ainsi la concentration cytosolique de calcium. Le
magnésium agit aussi sur les canaux potassiques en inhibant les courants de rectification
(Williams et Beatch, 1997). En intervenant sur les différents systemes controlant les
mouvements calciques intracellulaires, le magnésium agit comme régulateur des flux
calciques. La résultante hémodynamique de I’action anticalciqgue du magnésium est un effet
inotrope négatif, une vasodilatation périphérique et une tendance a la tachycardie. Par
ailleurs, I'exposition anténatale au magnésium semble stabiliser la tension artérielle des

nouveau-nés prématurés (Rantone et al., 2002).

VI1.2.2 Au niveau neuromusculaire

A forte concentration, le magnésium peut bloquer la transmission neuromusculaire, a
la fois par blocage des canaux calciques qui stimulent la libération d’acétylcholine, et par
diminution de la sensibilité a I'acétylcholine des récepteurs post-synaptiques. Une
hypomagnésémie entraine une hyperexcitabilité musculaire alors qu’'une hypermagnésémie

est responsable d’une paralysie progressive (Ayuk et Gittoes, 2014).

VI.2.3 Au niveau du systéme nerveux central

Le magnésium est un antagoniste du récepteur NMDA. Au potentiel de repos, le
glutamate est incapable d’activer le récepteur NMDA, car le canal est bloqué par des ions
magnésium. Une légére dépolarisation permet I'expulsion des ions magnésium et ainsi le
récepteur peut étre activé. Le magnésium inhibe aussi la libération de glutamate, ce qui
participe a la diminution de la mort cellulaire en condition d’hypoxo-ischémie (Kang et al.,
2011). Par ailleurs, le magnésium semble diminuer le vasospasme et donc améliorer le débit

sanguin cérébral (Odom et al., 2013).

VI1.2.4 Autres actions

Le magnésium est aussi antiagrégant plaquettaire (diminution du thromboxane-A2,

augmentation de I’AMPc) et anti-inflammatoire (diminution de cytokines pro-inflammatoires
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notamment l'interleukine 6, diminution de la production de radicaux libres) (Lamarca et al.,
2011 ; Sugimoto et al., 2012 ; Van Laecke et al., 2012). Il agit aussi au niveau de la réponse
immunitaire (Wu et Veillette, 2011). Le magnésium semble potentialiser I'effet de certains
médicaments (effets cardiovasculaires et neuromusculaires des bétamimétiques, des

bloqueurs calciques, des curares, de la gentamicine) (L'Hommedieu et al., 1983).

V1.3 Hypermagnésémie

Sur le plan clinique, I’hypermagnésémie (>5mmol.L™") provoque un blocage progressif
de la transmission neuromusculaire avec une diminution des réflexes ostéotendineux et
peut entrainer jusqu’a une paralysie des muscles respiratoires. L'effet des curares en
anesthésie est potentialisé par I'hypermagnésémie. L’hypermagnésémie peut également
provoquer des troubles de la conscience qui peuvent aller jusqu’au coma profond. Sur le
plan cardiaque, les manifestations précoces de I’hypermagnésémie sont marquées par une
bradycardie et une hypotension. L'effet calcium-bloqueur du magnésium retentit sur la
conduction avec un risque de bloc auriculo-ventriculaire complet, voire d’arrét cardiaque.
Des nausées, des vomissements, des maux de téte, des flushs et des palpitations peuvent
étre fréquemment observés (Ayuk et Gittoes, 2014).

V1.4 Indications thérapeutiques actuelles du magnésium

En pratique clinique, le magnésium est utilisé sous forme de sulfate de magnésium.
Le choix entre le sulfate ou le chlorure de magnésium semble étre motivé par des habitudes
cliniques plutot que par des données pharmacologiques ou toxicologiques (Durlach et al.,
2005). Le magnésium fait I'objet de diverses indications thérapeutiques. En cardiologie, il est
utilisé dans le traitement des torsades de pointe, des tachycardies ventriculaires résistantes
et des arythmies ventriculaires dues a une intoxication digitalique (Tzivoni et Keren, 1990).
En anesthésie-réanimation, le magnésium est utilisé pour controler I’hypertension artérielle,
en cas de crise paroxystique adrénergique du phéochromocytome (James et Cronjé, 2004). Il
est utilisé en seconde intention pour le traitement des crises d’asthme aigu grave, du fait de
son action anticalcique et donc bronchodilatatrice sur le muscle lisse bronchique (Silverman
et al., 2002 ; Herroeder et al., 2011), mais cette indication reste encore controversée (L’her,
2002 ; Goodacre et al., 2014 ; Kew et al., 2014). Il n’y a pas de preuve scientifique suffisante

pour I'utilisation en pratique clinique du magnésium dans la prise en charge de I'infarctus du
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myocarde, de l'accident vasculaire cérébral et de I'arrét cardiaque (Herroeder et al., 2011).
En obstétrique, une méta-analyse (Cochrane Database) recommande I'utilisation du sulfate
de magnésium en cas de prééclampsie sévere avec présence de signes neurologiques (Duley
et al., 2010). En effet, il limite a la fois le risque d’évolution vers I'éclampsie et le taux de
mortalité maternelle. Il est aussi le traitement de choix de I'éclampsie et diminue la récidive
des crises convulsives (Euser et Cipolla, 2009 ; Vigil-De Gracia et Ludmir, 2015). En revanche,
le sulfate de magnésium n’est plus recommandé en tant qu’agent tocolytique car son
efficacité n’est pas démontrée (Grimes et Nanda, 2006 ; Han et al., 2013 ; McNamara et al.,
2015), et les hautes doses utilisées (a partir de 50 grammes) peuvent entrainer une

surmortalité pédiatrique (Pryde et Mittendorf, 2009).

VI.5 Effets potentiels du magnésium sur le cerveau immature

Au vu des différentes propriétés biologiques du magnésium, il semble se dégager des
effets bénéfiques potentiels dans le cadre de la neuroprotection :
- modification du dysfonctionnement cellulaire
- anti-inflammatoire
- blocage non compétitif, voltage-dépendant, du récepteur NMDA
- inhibition de la libération de glutamate
- hémodynamique (stabilisation de la pression artérielle, augmentation du débit sanguin
cérébral)
Mais certaines actions du magnésium peuvent potentiellement étre déléteres sur le
cerveau immature, notamment ses effets :
- antiagrégant-plaquettaire ;
- anticalcique (vasodilatation, hypotension artérielle, bradycardie, apnée) ;
- neuromusculaire ;
- potentialisateurs de certains médicaments (effets cardiovasculaires et neuromusculaires
des bétamimétiques, des bloqueurs calciques, des curares et de la gentamicine

notamment).
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V1.6 Le magnésium et la neuroprotection

VI.6.1 Chez I’Animal

Du fait de ses effets bénéfiques probables, le magnésium a depuis longtemps été
considéré comme un bon candidat pour la neuroprotection. Depuis le milieu des années
1980, de nombreuses expérimentations animales ont cherché a mettre en évidence le role
protecteur du magnésium sur le cerveau. Les expérimentations ont tout d’abord concerné
des animaux adultes dans le cadre de modeles d’hypoxie, d’accident vasculaire ou de
traumatismes craniens. Ainsi en 1984, Vacanti et Ames mettent en évidence un effet
neuroprotecteur du magnésium, dans un modele d’ischémie de la moelle épiniére de lapins
adultes (Vacanti et Ames, 1984). En 1987, l'ajout de magnésium sur des tranches
d’hippocampe de rats permet de diminuer |'effet de I'hypoxie (Clark et Rothman, 1987).
Mclintosh et collaborateurs démontrent en 1989 que l'injection post-traumatique de sulfate
de magnésium diminue, de facon dose-dépendante, I'incidence des troubles neurologiques
(McIntosh et al., 1989). En 1996, Marinov et collaborateurs constatent que chez le Rat,
I"'administration de sulfate de magnésium avant un épisode d’ischémie focale joue un réle
neuroprotecteur par blocage des récepteurs NMDA (Marinov et al., 1996).

Compte tenu des résultats prometteurs sur le cerveau adulte, des études ont été
menées sur des modeles animaux de lésions cérébrales périnatales. L'effet neuroprotecteur

du magnésium a été évalué au travers de plusieurs modeles Iésionnels.

a Injection intracérébrale d’agonistes glutamatergiques

McDonald en 1990 démontre que les lésions cérébrales induites par une injection
intra-striatale de NMDA sont moins importantes apres injection intra-péritonéale de sulfate
de magnésium chez le rat 4gé de 7 jours (McDonald et al., 1990). Marret en 1995 utilise un
modele d’injection intracérébrale d’iboténate chez le souriceau (Marret et al., 1995a). Les
lésions cérébrales induites par I'iboténate chez le souriceau peuvent étre assimilées par
certains aspects a celles observées chez le prématuré humain. Les effets du magnésium sont
différents en fonction de la maturité développementale des souriceaux. Ainsi, a 5 jours de
vie, l'injection intra-péritonéale de sulfate de magnésium diminue la taille des lésions
cérébrales induites par I'iboténate. En revanche, le magnésium ne modifie pas I'étendue de
la lésion cérébrale si I'injection a lieu le jour de la naissance ou a 10 jours de vie. Ces
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résultats mettent en évidence a la fois un effet bénéfique du magnésium sur le cerveau
immature |ésé et aussi la notion de fenétre thérapeutique en dehors de laquelle le
magnésium est inefficace. La maturité développementale des cerveaux de souris a P2
équivaut schématiquement a celle des cerveaux humains a 24 semaines d’aménorrhée, et la
maturité des cerveaux a P10 équivaut a celle des cerveaux de nouveau-nés a terme (Marret,
2003). Ainsi, I'injection du sulfate de magnésium a visée neuroprotectrice chez ’lhomme

semblerait étre optimale entre 26 et 41 semaines d’aménorrhée.

b Hypoxie-ischémie cérébrale focale (de type Rice-Vannuci)

Le modele lésionnel consiste a ligaturer une des artéres carotidiennes puis a
soumettre les animaux a une atmosphére hypoxique pendant une a deux heures (8%
d’oxygene, 92% d’azote) (Rice et al., 1981). Les lésions cérébrales observées du coté de la
ligature sont comparables a celles retrouvées chez I’'Homme en cas d’ischémie cérébrale.

L'injection de magnésium aprés |'épisode d’hypoxie-ischémie ne modifie pas la
mortalité neuronale a P7 chez le Rat (Galvin et Oorschot, 1998) ou a P1 chez le porcelet
(Penrice et al., 1997 ; Greenwood et al., 2000). En revanche, a P7 chez le Rat, une réduction
de la taille de la lésion cérébrale est observée en cas d’administration de magnésium en
bolus avant un épisode d’hypoxo-ischémie (Sameshima et al., 1999), ainsi qu’une diminution
de I'apoptose hippocampique, évaluée par la méthode TUNEL (TdT-mediated-dUTP nick-end
labelling) (Turkyilmaz et al., 2002). Enfin, les rats ayant été exposés au magnésium a P7
avant la procédure Rice-Vannuci présentent de meilleures performances sensori-motrices a
I’age adulte (Pazaiti et al., 2009). L'effet neuroprotecteur du sulfate de magnésium et le

concept de fenétre d’utilisation sont a nouveau mis en évidence par ces études animales.

¢ Hypoxie seule

Chez le porcelet nouveau-né, agé de deux jours, intubé et ventilé en condition
d’hypoxie (fraction inspiratoire en oxygéne (FiO;) de 0,05 a 0,07), 'administration de sulfate
de magnésium prévient les modifications de la membrane nucléaire des neurones et réduit
ainsi la transcription de facteurs pro-apoptotiques calcium-dépendants (Mami et al., 2006a).
Avec le méme protocole expérimental, il a été mis en évidence que le magnésium prévenait
I"augmentation de |'activité de certaines protéines kinases ainsi que la production excessive

de radicaux libres (Mami et al., 2006b). Le magnésium permet aussi le maintien du niveau
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d’activité des pompes Na*/Ca?* ATPases, du nombre de récepteurs NMDA et diminue les
altérations membranaires (Hoffman et al., 1994). Dans un modele in vitro d’hypoxie, des
cultures de pré-oligodendrocytes de rats ont montré davantage de résistance en cas de
traitement par du sulfate de magnésium (Itoh et al., 2016)

Par ailleurs, il a été démontré que le sulfate de magnésium, injecté en sous-cutané
chez des rates gestantes, traverse la barriére placentaire et la barriére hémato-encéphalique
pour atteindre la circulation cérébrale feetale en 1 heure (Hallak et Cotton, 1993). L’injection
de magnésium a des cobayes gestantes avant un épisode hypoxique permet la prévention de
I’augmentation intracérébrale de radicaux libres (Maulik et al., 1999). L'injection une heure
aprées I’hypoxie, permet de limiter les altérations membranaires et de I’ADN par maintien des
concentrations extracellulaires de magnésium (Maulik et al., 2001).

Au total, I'impact du sulfate de magnésium sur le cerveau immature animal semble

bénéfique, mais la période, la durée et la dose de I'injection ne sont pas consensuelles.

V1.6.2 Chez’Homme

Le sulfate de magnésium est utilisé depuis longtemps en obstétrique chez la meére :
en cas de prééclampsie pour limiter le risque d’évolution vers I’éclampsie (Duley et al., 2010)
et comme agent tocolytique, bien que son utilisation dans cette indication ne soit plus
recommandée (Pryde et Mittendorf, 2009). Dans ces situations, le foetus est exposé
passivement au sulfate de magnésium. En effet, comme chez I’Animal, la concentration en
magnésium augmente chez le foetus aprés une administration maternelle (Hallak et al.,
1993), de facon corrélée a la concentration observée chez la mere (Borja-Del-Rosario et al.,
2014 ; Sherwin et al., 2014). Ce passage actif et rapide transplacentaire du magnésium a
motivé |'élaboration d’essais évaluant le devenir des nouveau-nés exposés in utero au

magnésium pour cause maternelle.

a Etudes observationnelles

De nombreuses études d’observation ont évalué le développement neurologique des
nouveau-nés ayant recu du sulfate de magnésium en période anténatale pour cause
obstétricale. Une étude cas-témoins d’enfants de faible poids de naissance (inférieur a 1500
grammes) a mis en évidence une réduction importante du risque de paralysie cérébrale a

trois ans dans le groupe exposé au sulfate de magnésium pendant le travail (odd ratio (OR)
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0,14 ; intervalle de confiance (IC) 95% : 0,05-0,51) (Nelson et Grether, 1995). Schendel et
collaborateurs ont également mis en évidence une association entre I'exposition anténatale
au sulfate de magnésium et la diminution du risque de survenue de paralysie cérébrale ou
de retard mental au sein d’'une cohorte d’enfants de faible poids de naissance suivie jusqu’a
3-5 ans (OR: 0,11; IC 95%: 0,02-0,81) (Schendel et al., 1996). Cependant, I'association
devenait non significative aprés ajustement des facteurs confondants. D’autres études
observationnelles ne mettent pas en évidence de bénéfice de I'exposition anténatale au
sulfate de magnésium sur le risque de survenue de déficits neurologiques (Leviton et al.,
1997 ; Paneth et al., 1997 ; O’Shea et al., 1998 ; Canterino et al., 1999 ; Boyle et al., 2000 ;
Grether et al., 2000 ; Weintraub et al., 2001). Une méta-analyse de I'’ensemble de ces études
observationnelles a montré que l'exposition anténatale au sulfate de magnésium était
associée a un risque réduit de mortalité (risque relatif (RR) 0,73 ; IC 95% 0,61-0,89) et de
paralysie cérébrale (OR 0,64 ; IC 95% 0,47-0,89) (Wolf et al., 2012).

b  Essais randomisés contrdlés

Compte tenu des propriétés biologiques potentiellement bénéfiques du sulfate de
magnésium, ainsi que de son effet neuroprotecteur démontré par les études sur les animaux
et suggéré par les études observationnelles chez I’'Homme, des protocoles de recherche
clinique chez 'Homme ont été mis en place. Il existe quatre essais randomisés controlés
multicentriques a visée de neuroprotection cérébrale chez le grand prématuré (dans I'ordre
chronologique, MagNet pour Magnesium and Neurologic endpoint trial, ACTOMgSO,4 pour
Australian Collaborative Trial of Magnesium Sulphate, Premag et Beam pour Beneficial
effect of antenatal magnesium trial) et un essai a visée de prévention de I'éclampsie chez
les femmes en prééclampsie (Magpie pour Magnesium sulphate for prevention of

eclampsia).

i L’essai MagNet (Mittendorf et al., 2002)

Cent quarante-neuf femmes en menace d’accouchement prématuré entre 25 et 33
semaines d’aménorrhée ont été incluses dans un seul centre aux Etats-Unis entre octobre
1995 et janvier 1997 (165 foetus). Les grossesses triples, la présence de signes cliniques
d’infection ou de prééclampsie étaient des criteres d’exclusion. Une stratification a été faite

sur |'origine ethnique, I'dge gestationnel (25-28 semaines et 28-33 semaines) et le nombre
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de feetus (grossesse monofcetale ou gémellaire). Il y avait deux stratégies de traitement
selon la dilatation cervicale a I'admission. Les femmes présentant une dilatation cervicale < 4
cm étaient considérées candidates pour une tocolyse avec du sulfate de magnésium (bras
« tocolyse »). Aprés randomisation, un groupe recevait un bolus de sulfate de magnésium de
4 grammes, suivi d’'une dose d’entretien de 2-3 grammes par heure, I'autre groupe recevait
un autre agent tocolytique choisi par I'obstétricien. Les femmes présentant une dilatation
cervicale > 4 cm a l'admission étaient incluses dans le bras « prévention ». Les femmes
recevaient soit un bolus de sulfate de magnésium (4 grammes), soit un bolus de sérum
physiologique. En janvier 1997, I'étude a été suspendue en raison d’'une mortalité périnatale
plus importante dans le groupe magnésium du bras tocolytique, lors de [I"étude
intermédiaire (Mittendorf et al.,, 1997). L'interruption prématurée de I|'essai a
considérablement été commentée (Bénichou et al., 1998 ; Crowther et al., 1998 ; Grether et
al., 1998 ; Leveno, 1998). La différence de mortalité pouvait étre expliquée par I'utilisation
d’une dose importante de magnésium, mais aussi par une méthodologie critiquable. En
effet, le taux de déces dans le groupe magnésium était semblable a celui de la population
des enfants nés prématurément (11%), alors que le taux de mortalité du groupe placebo
était anormalement bas (1,4%). De plus les causes de déces observées dans le groupe
traitement étaient des causes fréquentes pour d’anciens prématurés (mort subite du
nourrisson, syndrome transfuseur-transfusé, anomalies congénitales), difficilement
imputables au magnésium. Enfin, I’effet confondant des grossesses multiples n’avait pas été

pris en compte, alors qu’il y avait plus de jumeaux dans le groupe magnésium.

i L’essai ACTOMgSO, (Crowther et al., 2003)

Mille soixante-deux femmes en menace d’accouchement prématuré a moins de 30
semaines d’aménorrhée, et dont I'accouchement survenait dans les 24 heures, recrutées
dans 16 centres d’Australie et de Nouvelle-Zélande entre février 1996 et janvier 2000 ont été
incluses (soit 1255 foetus randomisés). Les critéres d’exclusion étaient les accouchements
imminents, une contre-indication au magnésium, ou une exposition préalable au magnésium
pendant la grossesse. Une stratification sur le centre et le nombre de foetus (grossesse
monofcetale ou gémellaire) était réalisée. Les critéres de jugement principaux étaient la

mortalité infantile a 2 ans, la paralysie cérébrale a 2 ans, et un critere combiné

85



INTRODUCTION

déces/paralysie cérébrale. Le groupe magnésium recevait un bolus de 4 grammes de sulfate
de magnésium puis une dose d’entretien de 1 gramme par heure pendant au maximum 24
heures. La mortalité pédiatrique, la paralysie cérébrale et le critere combiné décés ou
paralysie cérébrale étaient moins fréquents dans le groupe magnésium, mais les différences
n'étaient pas statistiquement significatives. Les troubles moteurs et le critére combiné déces

ou troubles moteurs étaient significativement réduits dans le groupe magnésium.

iii  L’essai Premag (Marret et al., 2007, 2008)

L'étude Premag était un essai thérapeutique prospectif, randomisé, controlé, en
simple aveugle, avec bénéfice individuel direct. L’essai était multicentrique et regroupait 18
maternités francaises de niveau 3. L'objectif principal était d’évaluer si I'exposition
anténatale au magnésium diminuait lincidence ou la gravité des leucomalacies
périventriculaires chez le grand prématuré. Les critéres de jugement principaux étaient la
mortalité néonatale et la présence de lésions séveres de la substance blanche
diagnostiquées par I'échographie transfontanellaire (ETF). Les objectifs secondaires étaient
d’une part I’évaluation chez les enfants de I'impact de I'exposition anténatale sur I'incidence
des lésions de la substance blanche diagnostiquées par ETF, des effets indésirables liés a
I’'administration du magnésium et des complications néonatales potentielles, et d’autre part
I'analyse chez les méres des effets indésirables cardiovasculaires et respiratoires, du taux
d’hémorragie du post-partum et de la mortalité périnatale. Cing-cent-soixante-treize
patientes en menace d’accouchement prématuré a moins de 33 semaines d’aménorrhée
(soit 688 foetus) ont été incluses entre juillet 1997 et juillet 2003 et randomisées en simple
aveugle en deux groupes: magnésium et placebo. Les pathologies vasculaires liées a la
grossesse étaient un critere de non-inclusion. Les patientes recevaient une dose unique de
sulfate de magnésium (4 grammes) ou du sérum physiologique, par injection intraveineuse,
sans dose d’entretien. Une surveillance biologique et clinique de la patiente et du nouveau-
né était programmée ainsi que quatre ETF, de la naissance jusqu’au terme théorique. Un
suivi neurologique a 18 mois était organisé. La mortalité, les |ésions séveres de la substance
blanche et les criteres combinés étaient moins fréquents dans le groupe magnésium, mais la

différence n'était pas statistiquement significative. A 2 ans, les critéres combinés décés ou
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troubles moteurs, déces et troubles moteurs ou cognitifs, déces et paralysie cérébrale ou

troubles cognitifs étaient significativement diminués dans le groupe magnésium.

iv  L’essai Beam (Rouse et al., 2008)

Deux mille deux-cent-quarante-et-une femmes a risque de naissance prématurée en
raison d’une rupture prématurée des membranes entre 22 et 31 semaines d’aménorrhée,
d’une dilatation cervicale entre 4 et 8 cm a membranes intactes ou d’une naissance
anticipée dans les 24 heures suivantes pour retard de croissance intra-utérin étaient
incluses. Les femmes présentant une rupture des membranes avant 22 semaines
d’aménorrhée, un foetus avec des malformations majeures, une hypertension ou une
prééclampsie, des contre-indications au magnésium ou qui avaient recu du magnésium dans
les douze heures précédentes avaient été exclues. Deux-mille quatre-cent-trente-et-un
foetus ont été randomisés. Le critere de jugement principal était un critere composite
associant la mortalité pédiatrique avant 1 an ou la présence de paralysie cérébrale modérée
ou sévére a 2 ans. Le critere combiné déces ou paralysie cérébrale a 2 ans était équivalent
dans les deux groupes. En revanche, le taux de paralysie cérébrale était diminué de maniére

significative dans le groupe magnésium.

v L’essai Magpie (Altman et al., 2002)

Cet essai n"avait pas pour critere de jugement principal la neuroprotection, mais la
prévention de I'éclampsie. Ainsi, 10141 femmes présentant une prééclampsie ont été
incluses entre juillet 1998 et novembre 2001 (dont 1544 femmes (soit 1593 foetus) de moins
de 37 semaines d’aménorrhée). Les femmes étaient exclues si elles avaient une contre-
indication au magnésium, un coma hépatique ou une myasthénie gravidique. Les patientes
ont été recrutées dans de nombreux pays, essentiellement des pays développés. La
posologie du sulfate de magnésium était de 4 grammes en bolus intraveineux suivi d’une
dose d’entretien intraveineuse de 1 gramme par heure pendant 24 heures ou de 5 grammes
en intramusculaire toutes les 4 heures pendant 24 heures. Dans certains centres, un suivi du
développement neurologique avait été recueilli a 18 mois par questionnaires. Il n'y avait pas
de différence significative en termes de mortalité pédiatrique ou de déficit neurosensoriel

entre les deux groupes (Magpie Trial Follow-Up Study Collaborative Group, 2007).
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vi Meéta-analyses des essais randomisés

Afin d’apprécier I'impact de I'exposition anténatale au magnésium sur le devenir
neurologique des enfants prématurés, une premiére méta-analyse (Cochrane database) des
essais a été publiée en 2009. Doyle et collaborateurs ont analysé les quatre essais de
neuroprotection et les 1593 enfants de I'essai Magpie évalués a 18 mois et dont les méres
avaient regu avant le terme de 37 semaines d’aménorrhée un traitement par sulfate de
magnésium (Doyle et al., 2009a, 2009b). Une diminution de 32 % du risque relatif de
paralysie cérébrale a été mise en évidence (RR 0,68 ; IC 95 % 0,54-0,87 ; 5 essais ; 6145
enfants). Le bénéfice restait significatif dans le sous-groupe neuroprotection (RR 0,71 ; IC 95
% 0,55-0,91 ; 4 essais ; 4446 enfants), mais pas dans l'autre sous-groupe (essai Magpie). Le
nombre de méres a traiter pour prévenir une paralysie cérébrale était de 63 (IC 95 % 39-
172), de 42 dans le sous-groupe neuroprotection (IC 95 % 22-357) et de 29 femmes dans le
groupe des enfants nés avant 28 semaines d’aménorrhée. La mortalité pédiatrique n’était
pas modifiée par I'administration anténatale de magnésium (RR 0,95, IC 95% 0,80-1,12; 5
essais ; 6145 enfants). Les analyses statistiques étaient les mémes dans les sous-groupes en
intention de traiter. Par ailleurs il existait une forte hétérogénéité entre les études (1> 45%)
largement liée aux résultats de I'étude MagNet (RR 15,8, IC 95% 0,93-267 ; 106 enfants). De
méme, le sulfate de magnésium n’avait pas d’effet significatif sur le critere combiné
mortalité/paralysie cérébrale, mais il existait une hétérogénéité importante (RR 0,94 ; IC 95%
0,78-1,12; 12 51,3% - 5 essais, 6145 enfants). En revanche dans le sous-groupe
neuroprotection, le magnésium induisait une réduction significative du critére composite (RR
0,85; IC 95% 0,74-0,98 ; I> 5,3% — 4 essais; 4446 enfants). Le retard de développement
moteur était moins fréquent dans le groupe magnésium (RR 0,61 ; IC 95% 0,44-0,85 — 4
essais ; 5980 enfants). Enfin, il n’y avait pas d’impact du sulfate de magnésium sur le score
d’APGAR, le besoin de ventilation assistée a la naissance, les anomalies cérébrales décelées a
I'ETF et les devenirs sensoriels (surdité, cécité) ou cognitifs. Cette méta-analyse présente
évidemment des limites du fait notamment des différences de protocoles des essais
analysés. En effet, les modalités d'administration du sulfate de magnésium, les limites
maximales de terme et les critéres d'inclusion étaient variables d'un essai a I'autre. De plus,

les outils d'évaluation des nouveau-nés et des enfants n'étaient pas semblables. Par ailleurs,
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les populations impliquées dans les différents essais n'étaient pas strictement identiques,
notamment pour les causes de la prématurité.

Quatre méta-analyses ont été depuis publiées avec des résultats et des conclusions
semblables (Conde-Agudelo et Romero, 2009 ; Costantine et al., 2009 ; Oddie et al., 2015 ;
Zeng et al., 2016).

L’'ensemble des essais randomisés et des méta-analyses met en évidence un lien fort
et constant entre le traitement par magnésium et la réduction de la paralysie cérébrale. Un
groupe d’étude collaborative internationale (Antenatal Magnesium IPD International
Collaboration : assessing the benefits for babies using the best level of evidence : AMICABLE)
rassemblant les différents investigateurs des essais publiés, s’est constitué pour compléter
les données des méta-analyses par une analyse des données individuelles (individual patient
data meta-analysis (IPD)), utilisant la méthodologie Cochrane (AMICABLE Group, 2012). Les
résultats de cette méta-analyse IPD sont en cours de publication.

L’évaluation du devenir a long terme des enfants exposés in utero au sulfate de
magnésium est indispensable pour analyser leur développement psychomoteur et s’assurer
de I'absence d’effet délétere de la molécule. Le suivi a I'age scolaire de la cohorte frangaise
Premag fait I'objet de la premiere partie du travail de cette these (Chollat et al., 2014). Le
suivi a long terme de la cohorte australienne a été publié dans un second temps (Doyle et al.,

2014a).
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VII Les agents anesthésiques en période périnatale : le rémifentanil

Des millions d’enfants dans le monde sont anesthésiés chaque année pour des
interventions chirurgicales, des procédures douloureuses, ou pour certains examens
radiologiques. Aux débuts de I'anesthésie pédiatrique, il était habituel de penser qu’une fois
I'effet de I'agent anesthésiant dissipé, le cerveau revenait a son état basal. Depuis quelques
années, de nombreuses équipes de recherche suggérent que la sédation/analgésie pourrait
avoir des effets durables sur le cerveau. De multiples travaux mettent en évidence chez
I’Animal des effets néfastes d’'une anesthésie sur la vitalité cellulaire cérébrale. Certaines
études chez ’'Homme mettent également en avant un impact sur le devenir neurocognitif
des enfants exposés. Compte tenu de la nécessité d’une sédation/analgésie en situation de
procédure douloureuse chez le nouveau-né et I'enfant, les travaux de recherche sur I'impact
des anesthésiques sur le cerveau en développement sont indispensables afin d’administrer

I'agent anesthésique le moins délétere.
VII.1  Contexte d utilisation des agents anesthésiques

Les nouveau-nés prématurés ou a terme peuvent étre exposés a des agents
anesthésiques pendant la grossesse, lors de I'accouchement et/ou au cours des premiéres

semaines et des premiers mois de vie.

In utero, le foetus peut étre exposé a des agents anesthésiques en cas d’intervention
chirurgicale non obstétricale nécessitant une anesthésie générale maternelle (Heesen et
Klimek, 2016). Aux Etats-Unis, 2% des femmes enceintes nécessitent une chirurgie pendant
la grossesse. Les indications les plus fréguentes sont les appendicectomies, les
cholécystectomies, les cures de hernie discale, les traumatismes ou encore les chirurgies
oncologiques (Gilo et al., 2009). Le college américain des gynécologues-obstétriciens a publié
des recommandations en 2003 (mises a jour en 2017) pour encadrer ces procédures (ACOG

Committee on Obstetric Practice, 2011 ; Anon, 2017).

Une anesthésie générale maternelle peut également étre nécessaire en cas de
césarienne en urgence ou lorsque l'anesthésie locorégionale est contre-indiquée ou
inefficace. Aux Etats-Unis entre 2010 et 2015, 5,8% des césariennes ont nécessité une

anesthésie générale. En situation d’urgence, le taux d’anesthésie générale s’éleve a 14,6%
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des césariennes (Juang et al., 2017). En cas de naissance prématurée, le recours a la
césarienne est plus fréquent qu’en cas de naissance a terme (37% des naissances entre 22 et
26 SA, 70% des naissances entre 27 et 31 SA et 55% entre 32 et 34 SA pour la cohorte
francaise EPIPAGE 2 (Ancel et al., 2015)), et le taux d’anesthésie générale est également
majoré (environ 53% des césariennes pour la cohorte EPIPAGE 1 (Laudenbach et al., 2009),
et 18,5% pour la cohorte EPIPAGE 2, données non publiées). Pour I'induction, le propofol
semble le plus adapté et remplace peu a peu le thiopental. Un curare est associé avant
I'intubation (rocuronium ou succinylcholine). Historiquement, les morphiniques ne sont
administrés qu’apres clampage du cordon pour éviter un effet dépresseur respiratoire chez
le nouveau-né. Mais |'utilisation du rémifentanil des I'induction est croissante en raison de
son délai d’action rapide et de sa demi-vie courte, limitant les effets respiratoires déléteres
chez le nouveau-né. Les gaz halogénés (sévoflurane) sont quant a eux utilisés pour

I’entretien de I'anesthésie (Murdoch et al., 2013 ; Devroe et al., 2015).

En dehors de l'anesthésie générale, I'utilisation du rémifentanil pour I'analgésie
pendant le travail, en remplacement de I'anesthésie locorégionale, est en pleine expansion
(Devabhakthuni, 2013 ; Ohashi et al., 2016). Son utilisation parait aussi efficace et slre que

les autres modes d’analgésie du travail (Leong et al., 2011 ; Schnabel et al., 2012).

En cas d’hospitalisation en réanimation néonatale, le nouveau-né prématuré ou a
terme peut étre exposé d’une part a des procédures douloureuses ou stressantes comme
par exemple la ventilation invasive, la pose de cathéter central ou encore la pose de drain
thoracique, et d’autre part a des complications médico-chirurgicales douloureuses
(entérocolite ulcéro-nécrosante, chirurgie digestive, chirurgie de fermeture du canal
artériel...). L'étude frangaise EPIPPAIN (Epidemiology of Procedural Pain in Neonates) a
recensé les actes douloureux des nouveau-nés hospitalisés en réanimation néonatale en
région parisienne. Durant les 14 premiers jours d’hospitalisation, chaque nouveau-né était
confronté en moyenne a 10 procédures douloureuses par jour (Carbajal et al., 2008). Ces
épisodes douloureux nécessitent |'évaluation de la douleur du nouveau-né et
I"'administration d’une sédation et d’une analgésie adaptée, parfois au long cours. L'étude
multicentrique Europain a permis |’évaluation des pratiques concernant les moyens

d’analgésie et de sédation pour 243 unités de néonatologie dans 18 pays européens
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(Carbajal et al., 2015). Au cours de cette étude, 6680 nouveau-nés de 24 a 42 SA ont été
inclus entre 2012 et 2013. Trente-quatre pour cent des patients ont recu au moins une fois
une sédation ou une analgésie, essentiellement en cas de ventilation mécanique (82%). Les
morphiniques les plus utilisés en cas de ventilation trachéale sont la morphine (43%), le
fentanyl (29%) et le sufentanil (10%). Le midazolam est I'agent sédatif hypnotique le plus
répandu (25%), devant I'hydrate de chloral (4%) et le phénobarbital (3%). Enfin la kétamine

(6%) et le propofol (3%) sont également régulierement administrés (Figure 30).

50 [J Bolus uniquement
] En continu uniquement
45 431% [] Bolus et continu
404
35— 19-5%
30- 29-4%
3 250% 247%
T 254 8% "
5 9-8%
(]>J 20 9-0%
=) ,
0 ‘15 16.8% 6-6%
=2
10-3% 8.2%
104
43% 6%
12.0% > .
gl 6.8% 470, QRIS 28% |—|3'9% Jaow
0 1.3% I I 1.4%

MorphineI Fentanyl ! SufentanilI Midazo!amI Propofol ! Chioral : Ketamine IParacetamol'
(n=923) (n=629) (n=220) (n=536) (n=59) hydrate (n=120) (n=520)
(n=83)

Figure 30 : Fréquence et mode d’administration des agents anesthésiques en néonatologie en cas
de ventilation trachéale.

L’étude observationnelle Europain a rapporté une utilisation importante de la morphine, du fentanyl, du
midazolam, du paracétamol et du sufentanil. D’apres Carbajal et al., 2015.

Le nouveau-né et le nourrisson peuvent étre soumis a des agents anesthésiques
durant les premiers mois de vie en cas d’intervention chirurgicale ou de recours a une
imagerie qui nécessite que I'enfant soit immobile (par exemple pour une IRM cérébrale). En
2010, 933736 procédures d’anesthésie pédiatrique sont recensées en France, dont 4,7%
concernent les enfants de moins de 1 an et 22,5% les enfants de 1 a 3 ans (Dadure et al.,
2015). Une enquéte de pratique en anesthésie réalisée en France rapporte que la

prémédication la plus utilisée est le midazolam pour les enfants entre 1 et 10 ans et
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I’hydroxyzine pour les enfants agés de 10 a 15 ans (Constant et al., 2012). L'induction par
inhalation de gaz halogénés (sévoflurane) est majoritaire pour les enfants entre 1 et 3 ans.
En cas d’intubation trachéale, le propofol est souvent associé au sévoflurane pour les
enfants de plus de trois ans. Un morphinique est utilisé avant le geste chez 83% des enfants
entre 1 et 3 ans. L'entretien de I'anesthésie est réalisé par du propofol ou du sévoflurane.
Concernant les morphiniques, 72% des anesthésistes utilisent du sufentanil, 18% de

I'alfentanil et 10% du rémifentanil pour I'entretien de I'analgésie.

VII.2  La douleur du nouveau-né

VIL.2.1 Le nouveau-né ressent-il la douleur ?

La reconnaissance de la douleur du nouveau-né date des années 1980 grace aux
travaux fondateurs d’Anand (Anand et Hickey, 1987). Il était auparavant habituel de penser
que le nouveau-né ne ressentait pas de douleur compte-tenu de l'immaturité de son
systéme nerveux. Cette méconnaissance de la douleur du nouveau-né a induit des pratiques
inacceptables aujourd’hui comme la réalisation d’interventions chirurgicales sans anesthésie
(Anand et al., 1987a). L’histoire médiatisée d’un nouveau-né prématuré de 500 grammes,
Jeffrey Lawson, opéré pour une fermeture chirurgicale de canal artériel sans anesthésie (un
curare seul avait été administré durant l'intervention) avait sensibilisé I'opinion publique
(Rodkey et Pillai Riddell, 2013). Par la suite, un essai randomisé conduit par Anand a permis
la mise en évidence d’'une augmentation majeure des hormones de stress en cas de chirurgie
de nouveau-nés prématurés sans morphinique (Anand et al.,, 1987b). Ces avancées ont
permis une prise de conscience de la communauté scientifique et de la société et ont
entrainé des modifications considérables de la prise en charge de la douleur du nouveau-né

(McGrath et Unruh, 2002).

VIL.2.2 Aspects développementaux des circuits de la douleur : spécificités

néonatales
Le message nociceptif initié au niveau des tissus périphériques est véhiculé par les
neurones afférents primaires : les fibres AD myélinisées et C non myélinisées. Ces fibres sont

eme

présentes désla 7 " SA au niveau de région péribuccale, vers 11SA au niveau de la face, des
paumes des mains et de la plante des pieds, vers la 15éme SA au niveau du tronc et de la

racine des membres et sur tous les téguments vers 20 SA (Anand et Hickey, 1987 ; Fitzgerald,
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1991). Le potentiel d’action généré entraine la libération de neurotransmetteurs excitateurs
au niveau de la premiere synapse de la corne postérieure, permettant I'activation des voies

spino-thalamo-corticales controlatérales (Figure 31).
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Figure 31 : Perception douloureuse par le faisceau spino-thalamique.

Les stimuli douloureux (1) activent les neurones sensoriels périphériques (2) qui se connectent aux
neurones du faisceau spino-thalamique (3) dont les axones s’étendent tout au long de la moelle épiniere
(4) pour se connecter au thalamus (5). Puis, les axones thalamo-corticaux se connectent aux neurones
corticaux et de la sous-plaque, engendrant ainsi la perception douloureuse. D’aprés Lowery et al., 2007.

La maturation de ces voies débute a partir de 6 SA. Les connections spino-
thalamiques se développent entre 14 et 20 SA et les connections thalamo-corticales,
présentes dés 13 SA, sont matures entre 26 et 30 SA (Lowery et al., 2007). On estime que les
voies spino-thalamo-corticales sont matures entre 26 et 30 SA (Mrzljak et al., 1988 ; Tableau

1),
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Caractéristiques Age
anatomiques et Description gestationnel Source
fonctionnelles (SA)
Récepteurs sensoriels cutanés de la 75
Récepteurs région péribuccale ’
sensoriels Récepteurs sensoriels cutanés i
cutanés palmaires 10-10,5 Humphrey, 1964
périphériques Récepteurs sensoriels cutanés 15
abdominaux
A f nal y ;
rc reflexe spinal en réponse a un 8 Lee et al, 2005
Moelle épinitre stimulus non douloureux
P Neurones nociceptifs dans le ganglion 19 Konstantinidou et al.,
de la racine dorsale 1995
Afférences thalamiques atteignant la Kostovic et Rakic, 1990 ;
20-22
. sous-plaque Hevner, 2000
Afférences -
thalamiques Afférences thalamiques atteignant la Kostovic et Goldman-
. 23-24 Rakic, 1983 ; Kostovic et
plaque corticale Rakic. 1984
Potentiels évoqués somatosensoriels, 29 Hrbek etal., 1973 ;
. avec composants continus Klimach et Cooke, 1988
Fonction lers éléments
corticale électroencéphalographiques avec un 30 Anderson etal, 1985 ;
. p grap q . Torres et Anderson, 1985
éveil et un sommeil actif

Tableau 1 : Développement fonctionnel et anatomique de la perception douloureuse.
D’apres Lee et al., 2005.

Les messages nociceptifs sont modulés et contrélés tout au long du systéme nerveux
central. Des endomorphines (les endorphines, les enképhalines et les dynorphines) sont
sécrétées au niveau périphérique, médullaire et supra-médullaire. Ces inhibiteurs sont
produits essentiellement au cours des six premiers mois de vie. Au niveau médullaire,
Melzack a développé la théorie du Gate Control selon laquelle les fibres Ax et AB, non
nociceptives, inhiberaient les neurones nociceptifs (Melzack et Wall, 1965). Ces fibres sont
présentes en période néonatale mais leur réponse a un stimulus semble faible (Fitzgerald et
al., 1988). Au niveau du tronc cérébral, le systeme inhibiteur descendant peut inhiber
I'activation des neurones spinothalamiques par libération de la sérotonine et de la
noradrénaline. Ainsi, la stimulation de la substance grise périaqueducale du mésencéphale
et du noyau raphé magnus dans le bulbe rachidien bloquerait jusqu’a 80 a 100% des
réponses nociceptives chez I'adulte (Lowery et al., 2007). Chez le nouveau-né a terme, ces
eme

mécanismes paraissent matures seulement vers la 37" semaine de vie (van Praag et Frenk,

1991 ; Hathway et al., 2009).

Les prématurés possedent donc des circuits nociceptifs immatures, ce qui les rend

plus sensibles aux stimulations nociceptives que les nouveau-nés a terme, notamment en
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raison d’un déséquilibre des systémes excitateurs et inhibiteurs qui a pour conséquence
I'augmentation de la signalisation nociceptive dans le systéme nerveux central (Fitzgerald et

Beggs, 2001 ; Fitzgerald, 2005).

VIL2.3 Effets a long terme de la douleur néonatale chez ’Homme

Le ressenti néonatal de la douleur semble avoir un impact négatif sur la trajectoire
neurodéveloppementale (Walker, 2013 ; Ranger et Grunau, 2014 ; Walker, 2014). Il est
parfois difficile de discerner le role des épisodes douloureux sur la présence éventuelle de
lésions cérébrales ou encore du recours a des agents analgésiques et/ou anesthésiques sur
le devenir neurologique de I'enfant. Les analyses statistiques des études de cohorte doivent
s’astreindre d’ajuster les résultats bruts sur les nombreux facteurs de confusion comme I'dge
gestationnel, le poids de naissance, les retards de croissance intra et extra utérins, les
troubles hémodynamiques, les atteintes respiratoires, les événements infectieux ou encore
les conditions socio-économiques qui pourraient modifier le devenir neurologique des
enfants (Walker, 2013). Des études de suivi de prématurés ont mis en évidence que
I'exposition néonatale du prématuré a des épisodes douloureux était associée a une
réduction du volume de la substance blanche et de la substance grise sous-corticale
(Brummelte et al., 2012), a une altération du développement microstructural du faisceau
cortico-spinal (Zwicker et al., 2013), a une diminution de la croissance du périmetre cranien
a 32 SA d’age corrigé (Vinall et al., 2012), et a une diminution de la taille du cortex a I'age
scolaire dans certaines régions cérébrales (Ranger et al., 2013). A8, 12 et 18 mois, les
fonctions cognitives et motrices paraissent plus pauvres en cas d’exposition a des épisodes
de douleur néonatale (Grunau et al., 2009 ; Morag et al., 2017) et les comportements
anxieux voire dépressifs plus fréquents a 18 mois (Vinall et al., 2013b). Chez les prématurés,
la douleur pendant I’hospitalisation semble modifier I'expression du cortisol a distance de
I’hospitalisation (Grunau et al., 2004). A I'age scolaire, des anomalies de la microstructure de
la substance blanche, une diminution du quotient intellectuel et une réduction du volume de
certaines régions cérébelleuses sont également associées a la douleur néonatale (Vinall et

al., 2014 ; Ranger et al., 2015).

La douleur néonatale semble également modifier les réponses ultérieures a la

douleur. En cas de ponction au talon dans les premiéres 36 heures de vie, il semble exister
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un conditionnement entrainant des douleurs plus intenses pour les ponctions veineuses
ultérieures (Taddio et al., 2002). De la méme facon, les réponses comportementales lors de
vaccinations entre 4 et 6 mois sont majorées chez les garcons circoncis en période néonatale

sans analgésie (Taddio et al., 1997).

Face a ces éléments d’'inquiétude des effets déléteres de la douleur sur le cerveau en
développement, la diminution des actes douloureux chez les nouveau-nés hospitalisés doit
étre une préoccupation majeure des néonatologistes. En cas d’acte indispensable
potentiellement douloureux, une prise en charge de la douleur par des stratégies
médicamenteuses associées a des traitements non pharmacologiques est nécessaire. Le
médicament analgésique et / ou anesthésique le plus efficace et le moins délétére sur le
cerveau en développement devra étre choisi par le prescripteur, en accord avec la littérature

scientifique.

VII.3  Effets potentiels des agents anesthésiques sur le cerveau en

developpement

La réflexion sur le potentiel effet neurotoxique des agents anesthésiques sur le
cerveau en développement date du début des années 2000 (Jevtovic-Todorovic et al., 2003).
Depuis, de nombreuses études expérimentales sur des espéces animales diverses (souris,
rats, cochons, singes) ont mis en en avant I'impact neurotoxique potentiel des anesthésiques
(Rizzi et al., 2008 ; Paule et al.,, 2011 ; Zou et al., 2011 ; Shen et al., 2013a, 2013b). Une
analyse récente de la littérature dénombre plus de 440 études précliniques chez I’Animal et
32 études chez I'Homme qui évaluent I'impact des anesthésiques sur le cerveau en
développement (Lin et al.,, 2017). Les effets observés semblent dépendre de I'étape du
développement lors de I'exposition, de la posologie utilisée et de la durée d’administration
de I'anesthésique (lkonomidou et al., 1999 ; Stratmann et al., 2009 ; Gutierrez et al., 2010 ;
Zhu et al.,, 2010). Si les mécanismes d’'une potentielle neurotoxicité ne sont pas encore
clairement établis, le mode d’action des anesthésiques conduit a différencier les agents
inhibiteurs du récepteur NMDA (la kétamine, le protoxyde d’azote...) et potentialisateurs du
récepteur GABA (les benzodiazépines, les barbituriques, les gaz halogénés...), des
morphiniques activant les récepteurs métabotropiques aux opiacés mu (u), kappa (k), et

delta (8) couplés aux protéines G.
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VIL3.1 Effets des agents anesthésiques agissant sur les récepteurs NMDA et

GABA

a Etudes expérimentales chez I’Animal

L’administration d’un anesthésique pendant la période périnatale pourrait avoir des
répercussions a long terme chez I'’Animal, comme la survenue de déficits cognitifs, des
perturbations de I'activité locomotrice ou des modifications du comportement émotionnel a
I’age adulte (Fredriksson et al., 2004 ; Viberg et al., 2008 ; Paule et al., 2011 ; Lecointre et al.,
2015 ; Milanovic et al., 2017). Ces effets a long terme suggerent que les agents anesthésiques
peuvent affecter le développement cérébral. La vulnérabilité du cerveau immature aux agents
anesthésiques pourrait dépendre des étapes clés du développement concernées lors de

I’exposition (Rice et Barone, 2000).

i L’'apoptose

L'apoptose est indispensable au développement cérébral normal puisqu’elle permet
d’éliminer environ 50% du stock initial de neurones (Stiles et Jernigan, 2010). Il est reconnu
que lors d’une exposition a un agent toxique comme l'alcool ou le plomb qui affecte ce
processus physiologique, le développement cérébral peut étre altéré (Oberto et al., 1996 ;
Liesi, 1997). Les premieres préoccupations de I'effet des anesthésiques sur I'apoptose datent
des travaux d’lkonomidou en 1999 qui avait mis en évidence une augmentation de
I'apoptose chez le raton en bloquant le récepteur NMDA par du MK801 a PO, P3 et P7
(Ikonomidou et al., 1999). Il a été démontré par la suite que la kétamine, antagoniste du
récepteur NMDA, était un agent pro-apoptotique lorsque son administration avait lieu
pendant les périodes de vulnérabilité développementale (Hayashi et al., 2002 ; Scallet et al.,
2004 ; Rudin et al., 2005 ; Slikker et al., 2007 ; Aligny et al., 2014). Cette majoration de
I'apoptose physiologique peut en partie s’expliquer par un phénomeéne de « up regulation »
des récepteurs NMDA, modifiant ainsi ’homéostasie calcique intracellulaire (Shi et al., 2010 ;
Liu et al.,, 2013). L'activation des récepteurs GABA par des agents halogénés (isoflurane)
peut, comme lors du blocage du récepteur NMDA par le MK801 ou la kétamine, induire de

I’apoptose, associée a des flux calciques pathologiques (Zhao et al., 2011).
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i La neurogenése

L'exposition a des toxiques comme |'alcool pendant les phases de prolifération
neuronale peut affecter le développement normal du cerveau avec potentiellement un
impact sur les fonctions cognitives a I’age adulte (Coleman et al., 2012). Ainsi, I'exposition a
I'isoflurane ou au propofol en période néonatale diminue la neurogenése hippocampique
(Stratmann et al., 2009 ; Zhu et al.,, 2010 ; Erasso et al., 2013 ; Huang et al.,, 2016).
L’association d’isoflurane, de monoxyde d’azote et de midazolam diminue I'expression de
BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) au sein du thalamus, ce qui pourrait avoir un

effet indirect négatif sur la régulation de la neurogenése (Lu et al., 2006).

iii  Migration et différenciation

L’exposition de ratons a de l'isoflurane ou du desflurane a P2 perturbe la migration
et/ou la prolifération neuronale a P7 au sein du gyrus denté (Drobish et al., 2016).
L’administration de kétamine a des souris gestantes induit également une altération de la
différenciation des interneurones GABAergiques chez le souriceau (Aligny et al., 2014).
Comme pour I'apoptose, les modifications des flux calciques peuvent altérer la migration et
la différentiation neuronale. En effet, le calcium est un acteur de la différentiation neuronale
et de la formation du cone de croissance. Les perturbations de ’homéostasie calcique liées a
I'activation des récepteurs GABA par de l'isoflurane ont été mises en cause dans la

détérioration de la guidance axonale des neurones en développement (Mintz et al., 2013).

iv  Synaptogenése

Chez les rongeurs, la synaptogenese a lieu essentiellement au cours de la deuxiéme
semaine de vie (Jevtovic-Todorovic, 2012). L'administration de midazolam ou de kétamine
entre P8 et P12 chez la Souris diminue la formation de dendrites a P13 (Tan et al., 2009). A
I'inverse, certaines études chez le rongeur observent une majoration des épines
dendritiques aprés exposition au midazolam, au propofol ou a l'isoflurane entre P15 et P20
(De Roo et al.,, 2009 ; Briner et al., 2010). L'augmentation de la formation de dendrites
semble étre une réponse au blocage de la transmission synaptique (Kirov et al., 2004). Ainsi,
le propofol semble bloquer la formation synaptique de neurones en culture, modifier les
protéines de structure de la synapse et entrainer une rétractation des neurites, altérant ainsi
I'intégrité de la fonction synaptique (Woodall et al., 2003 ; Turina et al., 2008 ; Milanovic et
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al., 2017). Par ailleurs, une seule injection de kétamine en période périnatale modifie le
profil d’expression corticale des sous-unités du récepteur NMDA, suggérant un retard dans

la maturation synaptique (Lecointre et al., 2015).

v Gliogenése

Les cellules gliales constituent la moitié des cellules cérébrales, et leur réle dans le
développement cérébral normal commence a étre reconnu (Barres, 2008 ; Zuchero et
Barres, 2015). Des astrocytes immatures en culture exposés a de l'isoflurane pendant 24
heures subissent des modifications morphologiques (Lunardi et al., 2011) ainsi qu’un retard
de maturation et une diminution de leur prolifération (Wang et al., 2016). L’administration
d’isoflurane chez des foetus de singes (Creeley et al., 2014), et des singes adultes (Brambrink
et al., 2012), ainsi que I'administration de propofol chez des feetus et des singes nouveau-
nés (Creeley et al., 2013) entrainent une apoptose massive des oligodendrocytes. Les effets
des agents anesthésiques sur la microglie ne sont pas encore établis, et la littérature
scientifique est pauvre a de ce sujet. L'étude des médiateurs de I'inflammation cérébrale
peut étre une approche indirecte de I’étude de la microglie, étant donné qu’elle est la source
principale des cytokines pro-inflammatoires cérébrales. L'exposition au sévoflurane
augmente I'expression cérébrale d’'IL-6 et du TNFX (Lu et al., 2010 ; Shen et al., 2013a). Des
études ciblées sur la microglie aprés administration d’anesthésiques sont donc nécessaires

afin de mieux comprendre leurs potentiels effets neurotoxiques.

b Etudes clinigues chez ’'Homme

Backman et Kopf ont été les premiers a suggérer un lien entre une anesthésie
pendant I'enfance et la survenue d’un retard cognitif a long terme (Backman et Kopf, 1986).
Dans cet essai, les enfants étaient anesthésiés avec de la kétamine et de I’"halothane pour
une cure chirurgicale de naevus congénital. Une augmentation des troubles cognitifs était
observée jusqu’a 18 mois apres lintervention. La neurotoxicité potentielle des agents
anesthésiques sur le cerveau en développement suggérée par les essais chez I’Animal a
motivé I'évaluation du devenir neurologique des enfants exposés a des anesthésiants. Afin
d’analyser cette problématique chez 'Homme, une trentaine d’essais rétrospectifs ou de
cohortes prospectives ont vu le jour depuis les années 2000, mais seulement un essai

randomisé controlé a été jusqu’alors mis au point (Davidson et al., 2016 ; Lin et al., 2017 ;
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Tableau 2). Bien que certaines études épidémiologiques aient mis en évidence une altération
du devenir a long terme en cas d’exposition a des agents anesthésiques avant trois ans, de

nombreuses études n’ont pas détecté d’effet significatif.

La survenue de difficultés scolaires (Bartels et al., 2009 ; Flick et al., 2011a ; Block et
al.,, 2012 ; Clausen et al., 2016), de troubles des apprentissages (Wilder et al., 2009 ; Bong et
al., 2013), de déficits cognitifs (Ing et al., 2012 ; Andropoulos et al., 2014), de troubles du
comportement (DiMaggio et al., 2009 ; Kalkman et al., 2009 ; DiMaggio et al., 2011), ainsi
que de retard mental (DiMaggio et al., 2009 ; Garcia Guerra et al., 2014 ; Backeljauw et al.,
2015) semblent étre associés, dans certaines études rétrospectives ou de cohorte, a une ou
plusieurs anesthésies générales dans la petite enfance. Plusieurs études suggerent
également que le développement du langage pourrait étre particulierement vulnérable a
une exposition aux anesthésiques avant trois ans (Graham et al., 2008 ; DiMaggio et al., 2009
; Ing et al.,, 2012 ; Backeljauw et al., 2015). Une méta-analyse bayésienne incluant sept
études rétrospectives, soit 40685 enfants concluait que I'exposition a une anesthésie et une
chirurgie dans la petite enfance était associée a un risque modéré de développer des

troubles du comportement ou du développement (DiMaggio et al., 2012).

Parmi ces études, une analyse rétrospective sur 5357 enfants a mis en évidence une
association entre le recours a au moins deux anesthésies générales avant quatre ans et le
risque de troubles des apprentissages a I'adolescence (Wilder et al., 2009 ; Figure 32). Le
risque augmentait avec l'allongement de la durée de I|'anesthésie (supérieure a deux

heures).
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Figure 32: Pourcentage cumulé des troubles des apprentissages aprés exposition a une ou
plusieurs anesthésies avant 4 ans.
D’aprés Wilder et al., 2009.

La durée d’exposition semble en effet jouer un réle prépondérant dans la survenue
de déficits neurologiques. Dans une autre étude rétrospective, environ 14% des enfants
exposés a une anesthésie générale obtenaient des résultats scolaires en dessous du 5°™
percentile de la population générale (Block et al., 2012). Alors qu’en cas d’anesthésie
générale inférieure a deux heures il n’a pas été observé de trouble du comportement, de
trouble cognitif ou de difficulté scolaire dans certains essais (Sprung et al., 2009 ; Wilder et
al.,, 2009 ; Fan et al., 2013 ; Davidson et al., 2016 ; Sun et al., 2016), de tels déficits ont été
observés si I'anesthésie durait plus de deux heures (Wilder et al., 2009 ; Andropoulos et al.,
2014). Sprung et collaborateurs ont mis également en évidence un risque plus élevé de

déficit de I'attention/hyperactivité en cas d’exposition a au moins deux anesthésies

générales avant I’age de deux ans (Sprung et al., 2012).

La plupart des études cliniques évaluent une ou plusieurs expositions avant 2-3 ans,
afin de cibler une fenétre de vulnérabilité pour le cerveau en développement décrite dans
les études précliniques chez I'’Animal. Ing et collaborateurs ont évalué des enfants
anesthésiés entre 3 et 10 ans et ont mis en évidence une augmentation du risque de
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développer un déficit moteur modéré a 10 ans, sans impact sur les troubles cognitifs et le
langage (Ing et al., 2014b). Le devenir neurologique des enfants entre 3 et 10 ans exposés a

une anesthésie générale doit encore faire I'objet d’études dédiées.

Chez les prématurés, les nouveau-nés ayant necessité une intervention chirurgicale
pour une fermeture de leur canal artériel (Chorne et al.,, 2007) ou pour une entérocolite
ulcéro-nécrosante présentent des devenirs neurologiques plus altérés que ceux qui ont recu
un traitement médical seul (Hintz et al.,, 2005 ; Rees et al., 2007). Dans ces situations, la
sévérité de la maladie sous-jacente nécessitant une intervention chirurgicale pourrait
contribuer a elle seule a l'altération du développement neurologique. Une seule étude
évalue I'exposition prolongée a une sédation/analgésie des prématurés pendant leur séjour
en réanimation néonatale, sans retrouver d’effet sur le développement cognitif a cinqg ans

(Rozé et al., 2008).

Alors qu’une partie de la littérature scientifique suggére un impact inquiétant des
agents anesthésiants sur la trajectoire neurodéveloppementale de I'enfant exposé, de
nombreuses études cliniques ne retrouvent pas d’effet délétere (Rozé et al., 2008 ; Sprung et
al., 2009 ; Flick et al., 2011b ; Guerra et al., 2011 ; Hansen et al., 2011 ; Fan et al., 2013 ;
Hansen et al., 2013 ; Ko et al., 2014, 2015). Parmi celles-ci, un essai récent (PANDA) a
comparé le quotient intellectuel (Ql) d’enfants exposés a une anesthésie générale avant 3
ans a celui des enfants non exposés de la fratrie. Aucune différence n’a été mise en évidence
en termes de QI entre 8 et 15 ans (Sun et al., 2016). Enfin, pour le seul essai randomisé
contro6lé publié (I'étude GAS), les enfants de moins de 5 mois d’age corrigé et né apres 26 SA
nécessitant une cure chirurgicale de hernie inguinale étaient randomisés pour recevoir une
anesthésie locorégionale ou une anesthésie générale par sévoflurane sans autre agent
anesthésique. Environ 360 enfants ont été inclus dans chaque groupe. Il n'a pas été
démontré de différence sur le devenir neurocognitif a 2 ans (évalué par les score de Bayley
Ill et de MacArtur-Bates) entre les deux groupes (Davidson et al., 2016). Une évaluation a

I’age de cing ans de cette cohorte est prévue par les investigateurs.

Les résultats de ces études sont donc trés hétérogénes. Pour les études
rétrospectives, qui constituent la quasi-totalité de la littérature scientifique a ce sujet, il est

fondamental d’interpréter leurs résultats avec les réserves ad hoc. Tout d’abord, les
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protocoles d’anesthésie sont variés et les molécules utilisées, seules ou en association,
different d’un patient a 'autre. Les facteurs confondants ne sont également pas maitrisés et
peuvent parfois, a eux seuls, modifier la trajectoire développementale des enfants. La cause
de la chirurgie et les comorbidités du patient peuvent pareillement interférer sur le devenir
neurologique du patient. Les essais randomisés contrblés doivent donc étre privilégiés pour
évaluer au mieux cette problématique. Enfin, les tests utilisés pour évaluer le devenir
neurocognitif des enfants doivent étre judicieusement choisis en fonction de I'age
d’évaluation et du critére évalué, au risque de sous-estimer certains déficits. Par exemple,
une étude rétrospective ne retrouvait pas d’'impact de I'anesthésie chez I'enfant sur les
résultats scolaires, en revanche des déficits plus subtils ont été mis en évidence concernant
les troubles du langage et les troubles cognitifs (Ing et al., 2014a). Le choix de I'outil
d’évaluation et des criteres mesurés est donc crucial pour détecter une éventuelle

neurotoxicité induite par une anesthésie (Jevtovic-Todorovic, 2016).

Compte tenu de I'ensemble de ces éléments, un avertissement récent de la Food and
Drug Administration (FDA) met en garde contre |'anesthésie générale et les agents sédatifs
chez les enfants de moins de trois ans, et recommande de décaler si possible toute

intervention chirurgicale aprés trois ans (Food and Drug Administration, 2017).
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Population Exposé (n)/contrdle Durée Age Age Test Devenir Références
étudiée (N) exposition exposition évaluation neurologique
Sédation prolongée
Cohorte et/ou analgésie vs . . Pas de
X - ... | Prématurés < s N .
prospective |absence de sédation | Non indiquée 33 5A 5ans K-ABC différence apres| Rozé et al., 2008
EPIPAGE 1(1997)| (115) /analgésie ajustement
(1457)
A hi i
Cohorte G pgur chirurgles CBCL 4-18 A troublesdu
, i urologiques avant 24 o R K Kalkman et al.,
rétrospective . .| Nonindiquée 0-6 ans >4 ans (questionnaires | comportement
(1987-1995) mois (178) vs apres parentaux) si > 24 mois, NS 2009
24 mois (65) )
Troubles des
Cohorte de  |AG avant 4 ans (593) Evaluation apprentissage
naissance (1976- vs absence 125 min 0-4 ans <19 ans médicale/scolaire X2 si 2 Wilder et al., 2009
1982) d’exposition (4764) chirurgies >2
heures
Cohorte de  |AG (193) vs ALR (304) .
. - . . Evaluation Pas de
naissance (1976-| pour césarienne vs 14 min A la naissance <19ans médicale/scolaire différence Sprung et al., 2009
1982) VB (4823)
P troubles du
Cohorte de Chlrurgle pour hernie Anomalies développement ' .
. inguinale (383) vs o, . /comportement| DiMaggio et al.,
naissance (1999- Non indiquée 0-3 ans <4 ans neurologiques
2001) absence (codage) (codage ICD-9) | retard mental, 2009
(5050) g autisme,
langage
Rt?ﬁit(er:uies AG avant 3 ans Examen scolaire :c(;rlt;c::za;c:;
J, . (1143) vs absence | Non indiquée 0-3 ans 12 ans (CITO), échelle de Bartels et al., 2009
néerlandais (1143) Connor cas
(1986-1995) d’anesthésie
2 troubl
Etude Cas- . . roubles
. Intervention . développement
témoin, . X Anomalies ) .
. chirurgicale (codage) o . /comportement| DiMaggio et al.,
appariement Non indiquée 0-3 ans <4 ans neurologiques X
A (304) vs absence suivant 22 2011
fratrie (1999- (codage ICD-9) .
(10146) anesthésie
2005)
avant 3 ans
Cohorte de Voie basse avec Performances Pas de
naissance (1976-| (1495) ou sans ALR | Non indiquée | A la naissance <19 ans scolaires différence Flick et al., 2011b
1982) (3189)
Cohorte de Difficultés
AG t2 350 Perf
naissance (1976- avant 2 ans (350) 133 min 0-2 ans <19 ans er ormances scolaires si AG | Flick et al., 2011a
vs absence (700) scolaires
1982) 22
Cohorte AG chirurgie Pas de
prospective cardiopathie Non indiquée | <6 semaines | 18-24 mois Bayley Il et Il différence Guerra et al., 2011
(2003-2006) congénitale (95)
Cohorte Chirurgie hernie
nationale de inguinale (2689) vs o, Performances Pas de
N d Enf; 15-16 H tal., 2011
naissance (1986-| 5% de la population on indiquee ntance ans scolaires différence anseneta
1990) (14575)
PAtroubles du
Cohorte de Exposition langage
naissance (1989-| anesthésique (321) | Non indiquée 0-3 ans <10 ans CELF, CPM /cognitifs aprés| Ingetal., 2012
1992) vs absence (2868) une seule
exposition
Chirurgie digestive Scores limites
E Perf
tude de (287) vs normes 1-12h Enfance 7-10 ans er orm.ances bas en cas Block et al., 2012
Cohorte . scolaires ) .
population d’exposition
Cohorte Chirurgie (hernie , . scores .
observationnelle| inguinale, canal Période moteurs, mais
. , g ! .| Non indiquée |néonatale (<33 2 ans Bayley Il non significatif | Filan et al., 2012
, longitudinale |artériel, laparotomie) SA) aorés
(2001-2004) |(30) vs absence (178) . P
ajustement
Etude AGc?rironr:cei;?c:g: Icr)]jI - aTr?’::L?sssgeZs 2 troubles
30-120 min <lan 12 ans PP 8 des Bong et al., 2013

rétrospective

cystoscopie (100) vs

absence (106)

(questionnaire
téléphonique)

apprentissages
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appariement

(13586)

langage si > 2

ans

Population |Exposé (n)/ contrdle Durée Age Age Devenir el
R - . . . Test . Références
étudiée (N) exposition exposition évaluation neurologique
Cohorte de . Performances
naissance Pyloromyotomie scolaires et Pas de
. (779) vs 5% de la | Non indiquée 0-3 mois 15-16 ans , . s Hansen et al., 2013
nationale (1986- opulation (14665) évaluations par différence
1990) pop professeurs
Chirurgie pour 1jour avant, 1,
Cohorte strabisme. Etude |  67min 47ans | 6et12 mois WPPSI Il Pas de Fan et al., 2013
prospective N N différence
avant/apres (100) apres
hi -
Cohorte cafd;tr)uragi;:ie N Score Andropoulos et al
, R . P 4,4 h Enfance 12 mois Bayley IlI cognitifs si P v
rétrospective | congénitale (59) vs L 2014
g halogénés
normes population
Cohorte Chirurgie cardiaque N Qlet Garcia Guerra et al
prospective (91) vs normes Non indiquée | <6 semaines 54 mois WISC Il intégration 5014 v
(2003-2006) population motrice visuelle
* Anesthésie (112) CELF, CPM, N scores
Cohorte de vs absence (669) e 0-3ans Performances |neuropsycholo
naissance (1989-| e Anesthésie (375) | Non indiquée <10ans . .p v g Ing et al., 2014b, 2014a
e 3-10 ans scolaires, codage iques.
1992) vs absence (1952)
ICD-9
Avant et aprés
Essai prospe\ctlf ‘ ane.sthe5|e par 5 mm,.l. a3 10-12 mois <2 ans Bayley Il Nscore ipres 3 Yan et al,, 2014
avant/aprés | kétamine pour laser | expositions expositions
(49)
Cohorte
nationale Anesthésie (3292) vs o, TDAH (Codage ICD- Pas
rétrospective absence (13172) Non indiquée <3ans >3ans 9CM 314.01) d’association Koetal, 2014
(2001-2005)
- Mémoire de
Etude de cohorte| Anesthésie pour P . P
R . . o Test de mémoire, |récupération N
avec chirurgie urologique | Non indiquée <lan 6-11 ans Stratmann et al., 2014
. WASI, CBCL pour espace et
appariement | (28) vs absence (28)
couleur
Cohorte
lnatlonale Anesthésie (5197) vs Non indiquée <2 ans 3-9 ans Autisme , Pa.s . Ko et al., 2015
rétrospective absence (20788) d’association
(2001-2007)
. Différences sur
Cohorte Anesthésie pour activation
, R chirurgie urologique | > 1 heure <2ans 10-17 ans IRM fonctionnelle . Taghon et al., 2015
rétrospective régions
(15) vs absence (15) . .
cérébrales
Etude Césarienne sous AG Aautisme en
rétrospective (12384) vs Autisme (codage cas de
P césarienne sous ALR | Non indiquée | A la naissance 2-6 ans g L Chien et al., 2015
cohorte ICD-9 CM 299.0) |césarienne sous,
nationale (161992) vs AVB AG
(362297)
o S
Ethje de cohorte Anesthésie (53) vs 37 min <4 ans 5-18 ans WISC/IRM Ql et Yolume Backeljauw et al., 2015
rétrospective absence (53) cortical
. . Chirurgie hernie
E d e Pasd
ssa;or::rgl)gme inguinale sous AG 54 min <1lan 2 ans Bayley Il diff?ésre:ce Davidson et al., 2016
(363) vs ALR (359)
Etude de cohorte| Chirurgie hernie
i i 1
avec inguinale (105)vs | gy iy <3ans 8-15ans | WASI, wisc,cecL | "asde Sun etal., 2016
appariement sur| fratrie non exposée différence
la fratrie (105)
h
na(t:ic:)nzjzede Chirurgie fente labio- Scores ™ en
naissance (1986- palatine (509) vs 5% | Non indiquée 3 mois 15-16 ans Test scolaire cas de fente Clausen et al., 2016
1990) population (14677) labiale
A ien-
Etude de cohorte] AG avant 4 ans ét::Orr;elabtli?): ,
avec (28366) vs absence | Non indiquée |  0-6 ans 5-6 ans EDI e " | O'learyetal, 2016
appariement (55910) émotionnel si >
PP 2 ans
Déficit
Etude de cohorte| AG avant 4 ans communication,
avec (4470) vs absence | Non indiquée 0-4 ans 5ans EDI connaissances, | Graham et al., 2016
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Tableau 2 : Essais cliniques évaluant I'effet d’'une exposition aux anesthésiques chez I’enfant sur le
devenir neurologique.

AG : anesthésie générale ; Bayley : échelle du développement de I'enfant de Bayley, 27 ou 3%™ &dition ;
CBCL: Achenbach Child Behavior Checklist Parental Assessment ; CELF: Clinical Evaluation of Language
Fundamentals ; CITO : Class Integration and Test Order; CPM : Raven’s Colored Progressive Matrices ; EDI :
Early Development Instrument ; ICD: International Statistical Classification of Disease ; K-ABC: Kaufman
Assessment Battery for Children ; Ql : quotient intellectuel ; TDAH : trouble déficit de I’attention/hyperactivité ;
NEPSY Il : Developmental Neuropsychological Assessment, 2nd Edition ; WAIS : Wechsler Adult Intelligence
Scales ; WASI : Wechsler Abbreviated Scales of Intellegience ; WISC Ill ou IV : Wechsler Intelligence Scale for
Children 3rd or 4th Edition ; WPPSI : Wechsler Preschool and Primary Scales of Intelligence. D’apres Lin et al.,
2017.

eme

VIL.3.2 Effets des morphiniques

Les opioides sont utilisés fréguemment chez le nouveau-né comme agents
analgésiques puissants. Les morphiniques les plus utilisés en réanimation néonatale
actuellement sont la morphine, le sufentanil, et le fentanyl (Carbajal et al., 2015). Le
rémifentanil, utilisé depuis quelques années, semble de plus en plus avoir une place au sein
de l'arsenal thérapeutique de I’analgésie du nouveau-né (Kamata et Tobias, 2016). La
morphine est I'agent opiacé le plus évalué chez I’Animal et chez ’'Homme. Comme pour les
antagonistes du récepteur NMDA ou les agonistes du récepteur GABA, le mode d’action des
morphiniques suggere qu’ils pourraient avoir un impact potentiel sur le développement
cérébral. En effet, la liaison d’'un morphinique avec un récepteur opioide p va entrainer
I'activation d’un récepteur couplé a une protéine G, entrainant une diminution de 'AMP
cycliqgue. L’activation du récepteur couplé aux protéines G modifie également les flux
ioniques en diminuant l'influx calcique a l'origine d’une diminution du relargage pré-
synaptique des neurotransmetteurs. Les opioides entrainent également une
hyperpolarisation des neurones post-synaptiques par la majoration de I'efflux potassique,
conduisant a une diminution de la transmission des neurotransmetteurs. Par ces
mécanismes, le message nociceptif est inhibé et la perception douloureuse est modifiée
(Rang et al.,, 2016). L'action des morphiniques sur le relargage des neurotransmetteurs
pourrait avoir un impact sur le développement du cerveau immature car I'activité neuronale
basale est impliquée dans la synaptogenése et la différenciation neuronale (Schuurmans et
al., 2015), mais cet impact n’a pas encore été clairement établi.

Chez I’Animal, certaines études ne montrent pas d’effet des opiacés. Par exemple,

Massa et collaborateurs ne démontrent pas de modification de I'arborisation dendritique ou
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de I'apoptose au niveau du cortex frontal chez le raton aprés exposition postnatale a la
morphine entre P7 et P20 (Massa et al., 2012). En revanche, d’autres études précliniques
mettent en avant des effets des opioides potentiellement déléteres sur le cerveau
immature :

- I'exposition prénatale a la morphine altéere la migration neuronale et la survie des
neurones embryonnaires (Harlan et Song, 1994) ;

- en cas d’exposition chronique a la morphine chez le raton entre P1 et P7, une
induction de I'apoptose au niveau cortical et amygdalien (Bajic et al., 2013) ainsi
que des effets neurotoxiques (Mao et al., 2002 ; Emeterio et al., 2006) ont été mis
en évidence ;

- la composition protéique de I'hippocampe semble également modifiée apres des
injections quotidiennes de morphine entre P3 et P7 : les concentrations en GABA,
taurine et myo-inositol sont diminuées et les concentrations en glutathion et en
phospho-éthanolamine sont augmentées (Traudt et al., 2012) ;

- les concentrations cérébrales en neurotrophines (BDNF, et Nerve growth factor,
NGF) et en enzymes anti-oxydantes sont également diminuées aprés
administration de morphine chez le raton (Schrott et al., 2008 ; Rozisky et al.,
2013; Nunes et al., 2016) ;

- l'activité de certaines nucléotidases (notamment la Nucleoside triphosphate
diphosphohydrolase, NTPDase) semble également altérée aprés exposition
néonatale a la morphine (Rozisky et al., 2010, 2012) ;

- une altération du comportement nociceptif a I'dge adulte (hyperalgésie en cas
d’exposition a la chaleur et/ou allodynie) est observée en cas d’exposition
chronique a la morphine chez le raton entre P8 et P14 (Rozisky et al., 2011 ;
Nunes et al., 2016).

Alors que les études précédemment citées n’évaluent que I'impact du morphinique
seul sur le cerveau immature, certaines équipes de recherche se sont attachées a évaluer
I’effet d’un morphinique en situation de procédure douloureuse ou stressante. En effet, en
clinique, I'administration d’un opiacé n’est indiquée qu’en cas de perception douloureuse
chez le patient. Lors de procédures douloureuses (injections répétées chez le raton),

déléteres pour le cerveau en développement, I'administration de morphine réduit le
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processus apoptotique induit par la douleur (Diihrsen et al., 2013). De fagon similaire, en
situation de stress induit chez la Souris, I'expression de certains genes est augmentée au
niveau de |'hippocampe (comme ceux liés a la réponse au stress ou a la synthése des
récepteurs NMDA). Mais cet effet semble en partie réversible en cas d’administration de
morphine pendant la situation de stress (Juul et al., 2011). Les morphiniques semblent donc
avoir un impact potentiellement délétere sur le cerveau immature de I’Animal, mais lorsque
I’'administration des opiacés a lieu en condition de douleur ou de stress cet effet pourrait
étre contrebalancé par le bénéfice lié a la diminution de la perception douloureuse et/ou
stressante.

Chez 'Homme, I'effet de I'exposition néonatale aux morphiniques chez le prématuré
a notamment été évalué lors de I'essai randomisé controlé NEOPAIN (Anand et al., 1999).
L’administration continue de morphine n’a pas montré d’effet délétere sur le devenir
neurologique a court terme (hormis pour le sous-groupe des prématurés nés entre 27 et 29
SA), alors que I'administration de bolus de morphine était associée a une recrudescence
d’hémorragie intracérébrale, de leucomalacie périventriculaire ou de déces (Anand et al.,
2004). L’hypotension associée a I'administration en bolus a été incriminée pour expliquer ces
atteintes neurologiques, mais cette hypothése reste controversée (Hall et al., 2005 ;
Perlman, 2005 ; Anand et Hall, 2006). Simons et collaborateurs ont mis en évidence lors d’un
autre essai randomisé controlé en double aveugle une diminution de lincidence des
hémorragies intracérébrales en cas d’exposition a la morphine chez le prématuré (Simons et
al., 2003). Les effets a long terme de I'exposition aux morphiniques sur le développement
neurologique sont peu étudiés jusqu’a présent. Il n’existe pas d’essai randomisé contrélé
élaboré pour analyser cette problématique. Cependant, des études rétrospectives, des
études épidémiologiques prospectives ou des études ancillaires se sont intéressées a
I'impact a long terme d’une exposition néonatale aux opiacés. Ainsi, dans le cadre d’un suivi
de cohorte, I'exposition a la morphine est associée une majoration des troubles moteurs a
huit mois d’age corrigé. Cette association n’est pas retrouvée a 18 mois et n’intéresse pas les
troubles cognitifs (Grunau et al., 2009). MacGregor et collaborateurs n‘ont pas mis en
évidence de différence significative en termes de Ql, de troubles moteurs ou de troubles du
comportement a I'age de cing ans, mais il existe une tendance vers un meilleur devenir

neurodéveloppemental pour ces trois parametres en cas de traitement néonatal par
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morphine (MacGregor et al., 1998). A contrario, une étude de suivi a rapporté une
diminution du Ql a cing ans si les enfants avaient été exposés a la morphine, mais cette
différence disparaissait aprés ajustement avec un score de propension. L'effet délétere du
morphinique persistait seulement pour l'analyse visuelle du test d’évaluation utilisé
(Revision Amsterdam Child Intelligence Test, RAKIT) (de Graaf et al., 2011). Lors de
I’évaluation de cette méme cohorte a 8-9 ans, il n’a pas été démontré d’effet délétere de
I’exposition néonatale a la morphine en termes d’intelligence, de troubles moteurs ou du
comportement ; un impact bénéfique de la morphine sur les fonctions exécutives de la vie
quotidienne a méme été mis en évidence (de Graaf et al., 2013). Les résultats du suivi a cing
ans de la cohorte EPIPAGE 1 ne retrouvent pas d’association entre |'utilisation d’agents
analgésiques/anesthésiques pendant la période néonatale et la survenue de troubles
neurologiques (Rozé et al.,, 2008). Par ailleurs, une petite proportion des enfants de la
cohorte NEOPAIN (n=14 en cas d’exposition a la morphine, n= 5 en cas d’exposition au
placebo) a été évaluée entre cing et sept ans (Ferguson et al., 2012). Il n’y avait pas de
différence significative entre les deux groupes pour le Ql et les troubles du comportement.

Au niveau de I'imagerie cérébrale, une diminution du volume du cortex orbito-frontal
et subgénual a I'IRM a été observée au terme corrigé (41SA) chez des prématurés exposés a
la morphine, associée a des troubles du comportement a I'dge de deux ans, mais ces
anomalies ne persistaient pas a I'age de sept ans (Steinhorn et al., 2015). Une diminution du
volume cérébral global et de certaines régions spécifiques a été également décrite a I'age de
10 ans chez des enfants ayant participé a I'étude de Simons et ayant été exposés a la
morphine, sans atteinte neurocognitive associée (Simons et al., 2003 ; van den Bosch et al.,
2015). Enfin, I'exposition au fentanyl chez des prématurés semble corrélée a la survenue
d’hémorragie cérébelleuse ainsi qu’a une diminution du diametre du cervelet a terme, sans
effet sur le neurodéveloppement a I’dge de deux ans (McPherson et al., 2015). De la méme
maniére, une diminution de la croissance du cervelet est retrouvée en cas d’exposition a la
morphine chez des prématurés, associée a des troubles moteurs et cognitifs a 18 mois
(Zwicker et al., 2016).

In fine, I'exposition néonatale aux morphiniques semble donc affecter le
développement cérébral, mais la relevance clinique de cet effet reste controversée dans la

littérature.
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VIL.4  Le rémifentanil

Le rémifentanil est le plus récent opioide de synthése, dérivé de la pipéridine, et
utilisé en pratique clinique depuis les années 1990 aux Etats-Unis. La modification de sa
structure par l'incorporation d’une liaison ester permet son hydrolyse par des estérases
plasmatiques et tissulaires non spécifiques. Contrairement aux autres morphiniques, son
élimination est donc indépendante de la fonction rénale et hépatique (Dershwitz et al., 1996
; Hoke et al., 1997). Son principal métabolite, le GR90291, se lie également aux récepteurs
opioides mais sa puissance est bien plus faible que celle du rémifentanil (1/4600éme, (Hoke et
al., 1997)). La configuration moléculaire et le métabolisme rapide du rémifentanil se
traduisent par un profil pharmacocinétique et pharmacodynamique unique, adapté a

I'utilisation chez le nouveau-né.

VII.4.1 Propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques, spécificités du

nouveau-né

Le métabolisme du rémifentanil est donc dépendant d’estérases aspécifiques
tissulaires et plasmatiques, et non de la fonction hépatique et/ou rénale du patient
(Dershwitz et al., 1996 ; Hoke et al., 1997). Les études de pharmacocinétique chez I'adulte
mettent en évidence un faible volume de distribution, un délai d’action rapide de 1 a 2
minutes, une clairance rapide et une demi-vie d’élimination courte entre 3 et 10 minutes
(Egan et al., 1993 ; Glass, 1995 ; Kapila et al., 1995 ; Davis et al., 1999 ; Glass et al., 1999 ;
Ross et al.,, 2001 ; Egan et al.,, 2004). Chez I'enfant et le nouveau-né, le volume de
distribution semble plus important et la clairance plus rapide que chez I’adulte, mais la demi-
vie est similaire a celle de I'adulte (Davis et al., 1999 ; Ross et al., 2001 ; Rigby-Jones et al.,
2007 ; Sam et al., 2009). Chez le prématuré, une seule étude de pharmacocinétique in vitro a
été jusqu’alors entreprise (Welzing et al., 2011). Le rémifentanil était mélangé a du sérum de
sang de cordon de 40 patients nés entre 24 et 41 SA, avec une concentration finale de 50
ug/L. La demi-vie médiane du rémifentanil était de 143 minutes + 47 minutes (minimum 76
minutes, maximum 221 minutes) chez les prématurés et de 188 minutes + 58 minutes (120
minutes, 208 minutes) chez les nouveau-nés a terme. Le rémifentanil étant dégradé par des
estérases tissulaires et plasmatiques, la durée de la demi-vie du rémifentanil in vitro dans du

sérum observée dans cette étude n’est pas comparable a celles observées in vivo sur des
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échantillons de sang total. En revanche, cette étude met en évidence la présence d’une
activité des estérases non spécifiques quel que soit le terme de naissance par la présence du
GR90291, métabolite du rémifentanil, de maniére croissante dans le temps. Afin d’affiner les
propriétés pharmacocinétiques du rémifentanil chez le prématuré, d’autres études
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques sont nécessaires. Concernant les données
pharmacodynamiques, le rémifentanil a une forte affinité pour les récepteurs aux opiacés y,
mais également une affinité plus faible pour les récepteurs k et § (Egan et al., 1993 ; Glass et
al.,, 1999 ; Egan et al., 2004). La puissance du rémifentanil est approximativement égale a
celle du fentanyl, 15 a 60 fois supérieure a celle de I'alfentanil et environ un dixieme de la
puissance du sufentanil (Egan et al., 1993 ; Patel et Spencer, 1996 ; Glass et al., 1999). Les
effets secondaires habituellement décrits sont ceux des morphiniques, notamment les
bradycardies, les hypotensions, les rigidités thoraciques, les nausées et les vomissements

(Welzing et Roth, 2006).

VII.4.2 Exposition du feetus au rémifentanil

L'utilisation du morphinique lors d’une césarienne sous anesthésie générale ne
débute habituellement qu’aprés le clampage du cordon afin de ne pas exposer le foetus au
morphinique, et ainsi éviter au nouveau-né une imprégnation morphinique avec une
potentielle dépression respiratoire a la naissance. En effet, les morphiniques traversent la
barriére placentaire et I'administration de morphine chez la mere entraine une exposition du
foetus puis du nouveau-né (Johnson et al.,, 1997). Compte tenu des caractéristiques
pharmacocinétiques du rémifentanil, en particulier sa demi-vie courte, les pratiques ont
évolué et I'analgésie maternelle avant le clampage du cordon a été proposée. En effet, si le
rémifentanil, comme les autres morphiniques, passe la barriere placentaire, son
métabolisme et son élimination semblent plus rapides chez le nouveau-né exposé (Kan et al.,
1998 ; Ngan Kee et al., 2006 ; Coonen et al., 2010). Depuis quelques années, des essais ont
évalué I'impact de I'administration de rémifentanil avant clampage du cordon au cours d’une
anesthésie générale lors d’une césarienne sur I'état respiratoire du nouveau-né. Plusieurs
études, dont une méta-analyse, ne retrouvaient pas d’effet significatif du rémifentanil sur le
score d’APGAR ou le recours a une ventilation mécanique en salle de naissance (Behdad et

al.,, 2013 ; Bakhouche et al., 2015 ; Li et al., 2015 ; Shaylor et al., 2016 ; Hu et al., 2017 ;
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Zhang et al., 2017). En revanche, Noskova et collaborateurs avaient mis en évidence, en cas
d’exposition anténatale au rémifentanil, un score d’APGAR plus bas a 1 minute, mais
équivalent a 5 minutes, ainsi qu’un recours plus fréquent a la stimulation tactile pour
diminuer les apnées, sans impact sur le recours a une ventilation mécanique (Noskova et al.,

2015).

L'utilisation du rémifentanil s’est également étendue a |’analgésie pendant le travail,
en remplacement de I'anesthésie locorégionale (Devabhakthuni, 2013 ; Ohashi et al., 2016).
Son utilisation parait aussi efficace et slire que les autres modes d’analgésie du travail pour
la mere et pour le nouveau-né. Le pH au cordon, le score d’APGAR et le recours a une
ventilation mécanique en salle de naissance sont équivalents aprés une analgésie
systémique par du rémifentanil ou aprés une anesthésie péridurale (Leong et al., 2011 ;
Schnabel et al., 2012 ; Lin et al., 2014 ; Liu et al., 2014b ; Freeman et al., 2015 ; Jelting et al.,
2017 ; Lee et al., 2017 ; Logtenberg et al., 2017 ; Weibel et al., 2017).

L'exposition feetale au rémifentanil semble donc étre sans retentissement sur
I’adaptation a la vie extra-utérine et les effets sur le nouveau-né sont minimes ou inexistants
dans la littérature. L'étude REAGI (numéro EudraCT 2013-001850-83), menée au CHU de
Rouen entre 2014 et 2016, a permis l'inclusion de 52 patientes nécessitant une anesthésie
générale pour une césarienne en urgence avant 37 SA. Elles ont été randomisées en double
aveugle pour recevoir du rémifentanil ou un placebo dées I'induction. L’état du nouveau-né a
la naissance et le devenir neurologique a 2 ans de I'enfant ont été comparés. Les résultats de
cette étude, permettront d’évaluer les effets d’une imprégnation foetale au rémifentanil a

court terme et a I'age de deux ans.

VII.4.3 Utilisation chez le nouveau-né

a Dans quels cas utiliser le rémifentanil ?

Chez le nouveau-né et I'enfant, le rémifentanil est principalement utilisé au cours
d’interventions chirurgicales comme analgésique. Comparé a l'inhalation d’isoflurane ou
d’halothane, I'administration de rémifentanil chez des nouveau-nés a terme pour une
pylorotomie semble avoir un effet analgésique meilleur, sans effet délétere au niveau

hémodynamique et respiratoire (Ben Khalifa et al., 2009). Le délai pour I'extubation et le
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recours aux antalgiques en période post-opératoire étaient semblables en cas d’exposition
au rémifentanil ou aux gaz halogénés (Davis et al., 2001 ; Galinkin et al., 2001). Une étude
rétrospective concernant 65 enfants ayant nécessité une anesthésie générale par
rémifentanil et sévoflurane pour une chirurgie digestive a mis en évidence la nécessité de
doses plus importantes de rémifentanil pour les nourrissons (<2ans) que pour les nouveau-
nés a terme ou pour les nouveau-nés prématurés (Michel et al., 2008). En effet, les
posologies de rémifentanil avaient tendance a étre dégressives au cours de l'intervention
chez les nouveau-nés alors qu’elles étaient augmentées progressivement chez les
nourrissons. L’extubation était effective environ 10 minutes apres I'arrét du rémifentanil. Un
essai randomisé controlé en double aveugle a évalué I'effet du rémifentanil versus placebo
lors de la tunnelisation d’une dérivation ventriculo-péritonéale chez des nourrissons
anesthésiés au préalable avec de l'isoflurane et du protoxyde d’azote (Chambers et al.,
2002). Le rémifentanil permettait une analgésie efficace, et la durée de ventilation trachéale
ainsi que le délai de transfert en salle de réveil étaient comparables au groupe placebo.
Concernant l'utilisation du rémifentanil lors d’une intervention chirurgicale chez les grands
prématurés, une série de cas ne retrouvait pas de complication chez des patients de 26 et 27
SA pesant respectivement 400 et 580 grammes a 7 jours de vie, pour des laparotomies en
cas d’entérocolite ulcéro-nécrosante (Sammartino et al., 2011). Il faut noter que I'utilisation
d’un analgésique avec un métabolisme rapide comme celui du rémifentanil lors d’une
intervention chirurgicale pourrait entrainer le recours a d’autres analgésiques en période
post-opératoire immédiate (Kamata et Tobias, 2016). Dans les unités de réanimation
néonatale, le rémifentanil peut également étre utilisé pour 'analgésie et la sédation des
nouveau-nés nécessitant une ventilation mécanique invasive (Stoppa et al., 2004 ; Pereira e

Silva et al., 2005 ; e Silva et al., 2008 ; Giannantonio et al., 2009 ; Welzing et al., 2012).

En dehors de I'administration prolongée lors d’une anesthésie générale liée a un acte
chirurgical ou d’une sédation pour ventilation mécanique, le rémifentanil peut étre utilisé
chez le nouveau-né lors de procédures invasives douloureuses de courte durée. En cas de
traitement par laser pour une rétinopathie du prématuré, le rémifentanil, associé a du
midazolam, est efficace et sans complication chez des patients intubés (Sammartino et al.,
2003 ; Demirel et al., 2014). Un essai randomisé controlé en double aveugle a permis

également d’évaluer I'efficacité et I'innocuité du rémifentanil (versus glucosé 5%) a faible
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dose lors de la pose d’un cathéter central (cathéter épicutanéo-cave) chez des grands
prématurés quel que soit le mode de ventilation (invasive ou non invasive) (Lago et al.,
2008). Cinquante-quatre nouveau-nés ont été inclus, 27 dans chaque groupe (terme de
naissance moyen 29 SA dans le groupe controle, 28 SA dans le groupe rémifentanil ; poids de
naissance moyen 1144 g dans le groupe controle, 1108 g dans le groupe rémifentanil). Parmi
eux, 36 patients étaient ventilés par CPAP nasale et 18 étaient intubés. Les scores de
douleurs étaient significativement diminués dans le groupe rémifentanil et aucun effet

délétere hémodynamique ou respiratoire n’a été relevé.

La sédation/analgésie en vue d’une intubation endotrachéale n’est pas consensuelle
en néonatologie et de nombreux protocoles sont utilisés en fonction des habitudes locales.
Une sédation/analgésie efficace durant la laryngoscopie permet un confort du patient, une
meilleure stabilité cardio-respiratoire ainsi que des meilleures conditions d’intubation pour
I'opérateur (Cook-Sather et al., 1998 ; Shah et Ohlsson, 2002). L’efficacité et la sécurité du
rémifentanil utilisé lors d’'une laryngoscopie ont été mises en évidence dans plusieurs essais

randomisés controlés (Tableau 3).
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Nombre

atropine 20 pg/kg

ves Terme de .. . Groupe , ,
Références de . Groupe rémifentanil P Résumé
patients naissance contréle
Essai randomisé
Pereira e Rémifentanil 1 pg/kg sur 1 Morphine 150 con.tr.ole. l\/’l.ellleurejs
. Entre 28 et . . pg/kg et conditions d’intubation
Silva et al., 20 minute et midazolam 20 .
34 SA midazolam 20 dans le groupe
2007 ne/kg - i
ug/kg rémifentanil. Pas d’effet
secondaire.
Essai randomisé
contrélé. Pas de
Rémifentanil 3 pg/kg sur 1 | Fentanyl 2 ug/ke, différence pour le taux
Choong et Entre 25 et i succinylcholine Lo
30 min et de réussite
al, 2010 305A 2me/kg et d’intubation. Meilleures
Atropine 20 pg/kg ine 2 k :
atropine 20 ug/kg conditions dans le
groupe rémifentanil
Essai randomisé
Penido Rémifentanil 1 pg/kg sur 1 Rémifentanil 1 .colntrole. Pas de
Entre 28 et . . ug/kg sur une différence entre les
etal., 20 minute et midazolam 200 ) S
34 SA Ik minute et deux groupes (I'objectif
2011 He/ke propofol 2 mg/kg était de comparer
propofol et midazolam)
Essai randomisé
contrélé. Meilleures
. . conditions d’intubation
Rémifentanil 1 ug/ke, Atropine 10 pg/kg dans le groupe
Norman et Entre 25 et Glycopyrrolate 5 pg/kg, . . o
28 . N et morphine 0,3 induction a séquence
al., 2011 28 SA thiopental 2 8 3mg/kg et :
succinylcholine 2 mg/kg me/kg rapide. Troubles
hémodynamiques plus
importants dans le
groupe morphine.
Essai randomisé
Rémifentanil 1 pug/kg, . s o
At 10 k trolé. Altérat
Norman et Entre 25 et Glycopyrrolate 5 pg/kg, ropine ) he/ke contro e, erz:\ on
28 . N et morphine 0,3 prolongée de I'EEG
al., 2013 28 SA thiopental 2 8 3mg/kg et
succinylcholine 2 mg/kg me/kg dans le groupe
morphine.
Essai randomisé
Morphine 100 contrélé. Non
Avino et al., 71 > 28 SA Rémifentanil 1 pg/kg et ug/kg, midazolam infériorité du
2014 - atropine 20 pg/kg 50 pg/kg et rémifentanil versus

morphine. Pas d’effet
secondaire.

Tableau 3 : Essais randomisés controlés évaluant une sédation/analgésie par rémifentanil en vue
d’une intubation endotrachéale chez le prématuré.
EEG : électro-encéphalogramme, SA : semaine d’aménorrhée. D’apres Kamata et Tobias, 2016.

Enfin le développement des techniques d’administration mini-invasive de surfactant

chez le prématuré dans les années 2010 (c’est a dire la méthode INSURE (pour Intubation,

Surfactant, Extubation) qui nécessite une extubation précoce aprés I'administration du

surfactant (Verder et al.,, 1994), et la méthode LISA (pour Low Invasive Surfactant
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Administration) qui consiste a placer un cathéter en position trachéale puis a administrer le
surfactant en ventilation spontanée avec un support ventilatoire non invasif (Kribs et al.,
2007)) a suscité I’élaboration de nouveaux protocoles de sédation/analgésie nécessitant des
molécules dont le délai d’action et I’élimination sont rapides. Compte-tenu de ses propriétés
pharmacologiques, le rémifentanil s’avere un candidat potentiel pour ce type de procédure
(de Kort et al., 2013). Welzing et collaborateurs ont, lors d’'une étude pilote, évalué la
prémédication par rémifentanil lors des procédures INSURE pour 21 prématurés entre 29 et
32 SA (Welzing et al., 2009). Une dose unique de 2 pg/kg de rémifentanil permettait
d’obtenir une sédation suffisante pour 81% des patients, et 19% avaient nécessité
I’'administration d’'une deuxieme dose. L’intubation était réussie lors du premier essai pour
71% des patients et les conditions d’intubation étaient bonnes ou excellentes pour tous les
nouveau-nés. Aucune rigidité thoracique n’était mentionnée. Un essai randomisé contrélé a
comparé l'effet du rémifentanil (2 pg/kg sur deux minutes) a un placebo (sérum
physiologique) (Badiee et al., 2013). L'utilisation du morphinique apportait une analgésie de
qualité sans effet délétére hémodynamique. Une rigidité thoracique pour 4 patients (20%),
et des apnées d’'une durée moyenne de 8,7 minutes + 5,2 minutes pour 16 patients ont été
observées dans le groupe rémifentanil. Une étude observationnelle récente sur 14 patients a
mis en évidence un taux élevé de rigidité thoracique (43%), mais les doses administrées
étaient élevées (jusqu’a 5 pg/kg), et I'administration était tres rapide (30 secondes) (de Kort

et al., 2017).

b Aquelle posologie ?

Les posologies utilisées sont tres variables en fonction de I'indication et du support
ventilatoire du patient. En ventilation non invasive, des doses minimes sont nécessaires afin
d’éviter les pauses respiratoires. Lago et collaborateurs proposent de débuter a 0,03
ug/kg/min pour la pose d’un cathéter central chez un prématuré en CPAP (continuous
positive airway pressure). En cas de ventilation mécanique, une analgésie de qualité peut
étre obtenue par le rémifentanil avec des posologies moyennes plutét basses allant de 0,1
ug/kg/min (Giannantonio et al., 2009) a 0,25 pg/kg/min (Welzing et al., 2012), avec des
posologies extrémes entre 0,075 pg/kg/min et 0,5 pg/kg/min. En cas d’intubation, un bolus

de 1 a 3 pg/kg sur une minute est proposé (Choong et al., 2010 ; Avino et al., 2014). Une
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administration continue plus longue pourrait étre proposée afin de réduire les risques de
rigidité thoracique. Pour I'administration de surfactant par méthode mini-invasive, des bolus
de 1 a 2 pg/kg ont été évalués (Welzing et al., 2009 ; Badiee et al., 2013 ; de Kort et al.,
2017).

¢ Quels sont les potentiels effets déléteres ?

Comme les autres morphiniques, le rémifentanil est dépresseur respiratoire ce qui
nécessite des précautions d’utilisation en cas de ventilation non invasive (recherche de la
dose minimale efficace notamment). Les effets hémodynamiques liés au rémifentanil sont
également semblables a ceux des autres morphiniques. Les épisodes de bradycardie ou
d’hypotension artérielle observés dans les études cliniques sont rarement cliniquement
significatifs. Dans une étude, méme avec un bolus relativement important (5ug/kg), la
diminution de la fréquence cardiaque était seulement de 9 battements par minute et la
diminution de la pression artérielle de 12% par rapport aux valeurs de base (Ross et al.,
2001). La rigidité thoracique est connue comme étant un effet secondaire des morphiniques
de synthése, notamment en cas de forte dose et d’administration rapide, mais peut
également survenir en cas de doses plus faibles (Dewhirst et al., 2012). Cet événement peut
étre compliqué d’hypoxémie avec bradycardie ainsi que de difficultés ventilatoires. Dans les
études précédemment citées évaluant I'effet du rémifentanil pour une intubation, des bolus
de 3, 2 et 1 ug/kg entrainaient une rigidité thoracique respectivement dans 13% (2/15), 10%
(4/40) et 6 % (2/36) des cas (Choong et al., 2010 ; Badiee et al., 2013 ; Avino et al., 2014).
Cependant, d’autres études ne retrouvent pas de rigidité thoracique avec des protocoles
similaires (Welzing et al., 2009). Enfin, les phénomenes de tolérance et d’hyperalgésie
induite par les morphiniques entrainent une augmentation des doses administrées pour
atteindre le niveau d’analgésie souhaité (Vinik et Kissin, 1998 ; Guignard et al., 2000 ;
Crawford et al., 2006 ; Anand et al., 2010). Débuter I'administration du rémifentanil a faible
dose puis titrer selon le seuil d’analgésie désiré, administrer le morphinique en continu et

éviter les bolus rapides permettrait de réduire la survenue de ces effets secondaires connus.
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VIL.4.4 Interactions avec le récepteur NMDA (modéle d’hyperalgésie induite par

les morphiniques)

L’hyperalgésie induite par les morphiniques (HIM) est un phénomeéne connu depuis la
fin du 19°™ siécle, initialement décrit lors d’observations d’injections abusives de morphine
dans une série de cas de 9 patients (Allbutt, 1880). L'HIM se traduit par une hypersensibilité
a un stimulus douloureux observée lors d’une administration chronique d’opiacés. Le
traitement supposé soulager la douleur du patient est alors a l'origine d’'une sensation
douloureuse exacerbée. Tous les morphiniques peuvent étre impliqués dans la survenue
d’une HIM, notamment le rémifentanil (Rivosecchi et al., 2014). Depuis les observations
historiques, de nombreux de travaux de recherche ont permis d’élaborer des hypothéses sur
les mécanismes cellulaires et moléculaires potentiellement impliqués (Yi et Pryzbylkowski,
2015 ; Roeckel et al., 2016). Ce processus multifactoriel semble impliquer une des isoformes
du récepteur W. Protéine possédant sept domaines transmembranaires (7TM) couplée a une
protéine G, le récepteur p est encodé par le ggne OPRM1. Chez 'Homme, trois isoformes
ont été décrites: 7TM (MOR1), 6TM (MOR1K) et 1TM (Pasternak et Pan, 2013). L'isoforme
MOR1K est tronquée dans son extrémité N-terminale et ne possede pas de domaine
extracellulaire ni de premier domaine transmembranaire. Les deux variants d’épissage
MOR1 et MOR1K présentent une activité antagoniste : alors que I'activation du récepteur
canonique MOR1 inhibe I'activité cellulaire via I’activation d’une protéine Gai/o, I'activation
du récepteur MOR1K induit une excitation cellulaire via I’activation d’une protéine Gas (Gris
et al., 2010). Ainsi, en condition de répression de I'expression de MOR1K chez la Souris,
I'hyperalgésie attendue par I'administration chronique de morphine n’est pas observée
(Oladosu et al.,, 2015). L'effet analgésique des morphiniques est donc dépendant du
récepteur MOR 7TM, alors que l'isoforme MORK1 semble impliquée dans le phénomene
d’hyperalgésie. Le récepteur NMDA semble également jouer un role dans la survenue de
I’'HIM (Mitra, 2008 ; Silverman, 2009 ; Yi et Pryzbylkowski, 2015 ; Roeckel et al., 2016). En
pratique clinique, I'utilisation de kétamine, antagoniste du récepteur NMDA, participe a la
prévention de I'HIM (Joly et al., 2005 ; Forero et al., 2012). Chez la Souris, I'injection d’un
antagoniste ou d’un bloqueur du récepteur NMDA, respectivement le D-AP5 (D-2-Amino-5-
phosphonopentanoic acid) ou le sulfate de magnésium, permet de diminuer I'hyperalgésie

(Ahmadi et al., 2014). Par ailleurs, I'enregistrement électrophysiologique de I'activité des
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récepteurs NMDA de neurones dorsaux de la moelle épiniére de Rat en culture met en
évidence une activation de ces récepteurs en cas de traitement par du rémifentanil,
activation dépendante des récepteurs p et o (Zhao et Joo, 2008). Simonnet et Riva suggérent
que la stimulation du récepteur p par un morphinique induit I’activation du récepteur NMDA
par I'intermédiaire d’une cascade de phosphorylation par des protéines kinases (Simonnet et
Rivat, 2003 ; Figure 33). Plus précisément, la phosphorylation des sous-unités GIuN1
(Rodriguez-Muiioz et al., 2012 ; Anderson et al., 2015 ; Zhang et al., 2015) et GIuN2B (Kato et
al., 2007 ; Gu et al., 2009 ; Liu et al., 2014a ; Zhao et al., 2017) semble étre impliquée dans le
phénoméne d’HIM. Enfin, la protéine kinase C participe a la phosphorylation du récepteur
NMDA en cas d’exposition aux opiacés (Rodriguez-Mufioz et al., 2012 ; Zhao et al., 2012 ;
Song et al., 2015).

Opioide/ Stimulation
Rémifentanil nociceptive

Récepteur
NMDA (GIuN2B)

Inhibition de Hvoeraleésie
la douleur yp &

Figure 33 : Interactions entre le récepteur NMDA et les morphiniques.

Mécanismes décrits dans la survenue de I'hyperalgésie post opératoire. L’activation des récepteurs p par
I'administration de morphiniques entraine la phosphorylation et l'activation du récepteur NMDA
induisant '’hyperalgésie, via une cascade de phosphorylation. D’apres Simonnet et Rivat, 2003 et Gu et al,,
20009.

En ce qui concerne le rémifentanil, commercialisé et utilisé en pratique clinique sous
le nom d’Ultiva® (Glaxo SmithKline) ou sous forme générique (rémifentanil, Mylan), il

contient dans ses excipients de la glycine, agoniste du récepteur NMDA. Pour les deux
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formes commercialisées, 50 UM de rémifentanil sont associés a environ 3,6 mM de glycine.
Le role propre de la glycine est donc primordial a prendre en compte dans |'effet global du
rémifentanil. Une étude électrophysiologique (patch-clamp) a exploré en 2005, les effets du
chlorhydrate de rémifentanil avec et sans son excipient, la glycine, sur |'activation du
récepteur NMDA (Guntz et al., 2005). Une activation du récepteur était induite en présence
de glycine, et cet effet était significativement augmenté lorsque le rémifentanil était associé

a la glycine.

VIL.4.5 Impact du rémifentanil sur la mortalité cellulaire au sein du cerveau

immature murin (premiére partie des travaux réalisés au laboratoire Inserm

U1245)

L'existence d'un lien entre le rémifentanil et le récepteur NMDA a donc motivé

I'étude des effets du rémifentanil sur les phénomeénes de mort cellulaire dans le cerveau
immature en utilisant un modeéle murin ex vivo de tranches cérébrales organotypiques
(Tourrel et al., 2014). Les expérimentations ont été réalisées avec la forme commerciale du
rémifentanil, 'Ultiva® (Glaxo SmithKline) utilisée en pratique clinique et, chez le souriceau
agé de 2 jours car les lésions cérébrales induites a ce stade sont comparables a celles des
cerveaux humains prématurés (24 semaines d’aménorrhée, (Marret et al., 1995b ; Gressens
et al., 1996)). La mort cellulaire par nécrose ou apoptose a été respectivement quantifiée par
I'analyse de I'activité lactate deshydrogénase (LDH) et de I'activité caspase-3. Le rémifentanil
(50 uM) ne modifiait pas I'activité LDH par rapport a un groupe contrdle. En revanche, le
rémifentanil inhibait significativement I'activité caspase-3. En immunohistochimie, il a été
observé que le rémifentanil navait pas d’effet sur la nécrose, alors qu’une diminution du
marquage caspase-3 clivée était detectée dans les couches superficielles du cortex. Par
ailleurs, la proportion des noyaux pyknotiques dans les couches superficielles était diminuée
en présence de rémifentanil, ce qui suggere l'implication de la voie intrinséque
(mitochondriale) de I'apoptose (diminution de I'activité caspase 9 et 3, absence d’effet sur
I'activité caspase-8). Cet effet anti-apoptotique était conforté par la diminution de
I’expression de la protéine pro-apoptotique Bax et un effet bénéfique du rémifentanil sur
I'intégrité mitochondrale. Par ailleurs, le rémifentanil permettait la phosphorylation de la

sous-unité GIuN2B corticale et I'action anti-apoptotique du rémifentanil était abolie en
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présence d’antagoniste de GIuN2B et d’inhibiteurs de protéines kinases. L'effet anti-
apoptotique du morphinique semblait donc impliquer la sous-unité GIuN2B du récepteur

NMDA.
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Protéger le cerveau du nouveau-né prématuré est un défi auquel le néonatologiste
est confronté au quotidien. L'amélioration globale des soins aux prématurés a permis
I'amélioration de la morbi-mortalité des nouveau-nés et également la prise en charge
réanimatoire aux limites de la viabilité (a partir de 23 SA). Cependant, la naissance
prématurée peut avoir des retentissements sur la trajectoire neurodéveloppementale de
I’enfant, a I'origine de troubles moteurs et/ou cognitifs parfois graves. Au cours de ce travail
de thése, nous nous sommes intéressés a I’évaluation clinique et préclinique d’interventions
médicamenteuses pouvant s’intégrer dans le cadre de stratégies de neuroprotection du

prématuré.

I Le sulfate de magnésium administré avant la naissance a-t-il un

effet aI'age scolaire ?

La prévention des complications neurologiques du prématuré débute avant la
naissance. En cas de menace d’accouchement prématuré, le transfert de la femme enceinte
dans un centre de niveau lll permet d’améliorer le devenir global de I'enfant. Assurer a la
fois la sécurité de la parturiente et la bonne vitalité foetale est alors la priorité des
obstétriciens. La préparation de I'éventuelle naissance prématurée débute également avec
la corticothérapie anténatale et I'administration intraveineuse de sulfate de magnésium. En
effet, depuis les années 2000, cing essais randomisés controlés internationaux ont permis de
mettre en évidence un effet neuroprotecteur a I'dge de deux ans d’une administration
anténatale de sulfate de magnésium en cas de menace d’accouchement prématuré. Parmi
ces études, I'essai francais Premag, piloté par Stéphane Marret, avait permis l'inclusion de
688 nouveau-nés, dont 606 avaient été évalués a I'age de deux ans (Marret et al., 2007,
2008). L'objectif de cette premiere partie de thése était d’évaluer a I'age scolaire le devenir
neurologique des enfants inclus dans cet essai. Nous avons émis |I’"hypothése que I'exposition
anténatale au sulfate de magnésium améliorait le devenir neurologique de I'enfant a I'dge
scolaire et n’entrainait pas d’effet délétere a long terme. En effet, une méme molécule
pourrait potentiellement avoir un effet double sur le cerveau immature : a la fois bénéfique
et néfaste. Par ailleurs, I’évaluation neurologique a I’dge scolaire apporte des informations
complémentaires et plus détaillées que I'examen a deux ans. Pour cela, un questionnaire a
été concu a partir de grilles d’évaluation déja existantes (questionnaire EPIPAGE 1, SDQ), et
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envoyé aux parents. Le critere de jugement principal était un critéere composite
déces/trouble moteur. Les critéres de jugement secondaires étaient la survenue de troubles
des apprentissages, de troubles cognitifs, de troubles du comportement, de troubles

psychiatriques et de déficits neurosensoriels.
II Quels sont les effets du rémifentanil sur le cerveau du souriceau ?

Pendant la grossesse et au cours des premiers mois de vie, le cerveau en
développement est exposé a diverses substances médicamenteuses, notamment a des
agents anesthésiants dont la potentielle neurotoxicité est souvent mise en cause (Jevtovic-
Todorovic et al., 2003). Le rémifentanil est un morphinique de synthése dont |'utilisation en
période périnatale est en plein essor. En effet, compte tenu de ses propriétés
pharmacologiques, le rémifentanil est un morphinique de choix pour une anesthésie
générale lors d’'une césarienne en urgence, pour I'analgésie du travail en cas de contre-
indication a I'anesthésie péridurale ou également en cas de sédation/analgésie du nouveau-
né. L'absence d’évaluation de ce morphinique sur le cerveau en développement a incité
notre équipe a évaluer son action sur le cerveau du souriceau. Des premiers travaux du
laboratoire ont permis de mettre en évidence ex vivo un effet anti-apoptotique du
rémifentanil impliquant la voie mitochondriale de I'apoptose (Tourrel et al., 2014). L'objectif
de cette deuxieme partie de thése était d’évaluer in vivo le retentissement d’une exposition
au rémifentanil sur le cerveau lésé par une injection intracorticale d’iboténate chez le
souriceau a P2. Nous avons émis I'hypotheése que I'effet anti-apoptotique observé ex vivo
pouvait se traduire par un effet protecteur in vivo en contexte lésionnel. Apres avoir mis au
point le modéle (mode d’administration du rémifentanil, posologie adéquate, évaluation des
effets cardio-respiratoires), la premiére partie du travail a consisté a analyser |'effet du
morphinique sur la taille des lésions induites par I'iboténate. Des mécanismes
potentiellement impliqués dans I'effet du rémifentanil ont été évalués, notamment I'étude
de I'apoptose, de la production des dérivés réactifs de I'oxygéne et de I'astrogliose apres
exposition au rémifentanil ou a un placebo. Enfin, les conséquences fonctionnelles de
I’exposition au morphinique ont été appréciées par des tests comportementaux jusqu’a I'age

adulte.
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L'amélioration de la prise en charge des enfants prématurés a permis la diminution
de la morbi-mortalité périnatale. Cependant, les complications neurologiques liées a une
naissance prématurée sont encore fréquentes et a I'origine de déficits neuromoteurs et/ou
cognitifs parfois séveres. La protection du cerveau immature est donc un enjeu majeur de la
médecine néonatale actuelle. Une des stratégies neuroprotectrices possible est
I'administration anténatale de sulfate de magnésium en cas de menace d’accouchement
prématuré. Il a en effet été démontré au travers de cing essais randomisés controlés et de
six méta-analyses de ces essais que I'exposition au sulfate de magnésium avant la naissance
prématurée était associée a une réduction du risque de paralysie cérébrale et de retard de
développement a 2 ans. 688 feetus avaient été inclus dans I'essai randomisé francais
Premag, dont 352 avaient été exposés au sulfate de magnésium. Le suivi a deux ans de la
cohorte avait permis la mise en évidence d’un effet protecteur, mais non significatif, du

magnésium sur les anomalies motrices et cognitives. (Marret et al., 2007, 2008).

L’objectif de cette étude était d’évaluer le devenir neurologique a I’age scolaire de

la cohorte frangaise Premag par un questionnaire rempli par les parents.
Nous avons cherché a répondre aux questions suivantes :

1. U'impact bénéfique du sulfate de magnésium sur le devenir neuromoteur observé a 2 ans

est-il également présent a I’age scolaire ?

2. Uexposition anténatale au sulfate de magnésium a-t-elle un impact sur le devenir cognitif,
les troubles du langage, les troubles des apprentissages, les troubles du comportement, les

troubles psychiatriques et les déficits sensoriels a long terme ?

3. Existe-t-il des effets déléteres de I'exposition anténatale au sulfate de magnésium a I'dge

scolaire ?
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Dans cet article, nous avons mis en évidence en cas d’exposition anténatale au

sulfate de magnésium :

134

une amélioration du devenir moteur ;

I'absence d’effet sur les devenirs sensoriels et cognitifs, les troubles du langage, de
I'alimentation et du sommeil ;

une diminution des troubles du comportement, notamment I’hyperactivité ;

une amélioration du devenir scolaire ;

un meilleur ressenti parental de la santé des enfants ;

I'absence d’effets délétéres.
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School-Age Outcomes following a Randomized Controlled Trial of
Magnesium Sulfate for Neuroprotection of Preterm Infants

Clément Chollat, MD"%, Maya Enser, MD®, Estelle Houivet, MSc”, Delphine Provost, MD®, Jacques Bénichou, MD, PhD",
Loic Marpeau, MD*°, and Stéphane Marret, MD, PhD "+

In a French randomized trial, children at school-age demonstrated no evidence of harm from fetal exposure to
MgSO, before very preterm birth. Motor dysfunction/death, qualitative behavioral disorders, cognitive difficulties,
school grade repetition, and education services were decreased in the children exposed to MgSO,, although the
differences were not significant. (J Pediatr 2014;165:398-400).

he development of strategies for fetal neuroprotec-

tion is a key issue in modern perinatal medicine.

To date, 5 randomized controlled trials, including
the French PREMAG trial,"” have demonstrated a neuro-
protective effect of prenatal exposure to MgSO,.' ° A
meta-analysis of these 5 trials found that prenatal MgSO,
treatment significantly reduced the risk of cerebral palsy
(CP) at age 2 years.”

The mechanism of the protection conferred by MgSO, re-
mains unclear. Theoretically, MgSO, has multiple beneficial
effects related to its reduction in neural and endothelial cell
dysfunction, but it has potentially deleterious effects as
well.5 ! Therefore, we followed up the French PREMAG
cohort to evaluate the children for any long-term deleterious
effects of MgSO,, and to assess developmental and psycho-
motor outcomes at school-age.

Methods

Between December 2009 and April 2012, we contacted the
families of all surviving children from the French PREMAG
cohort. This protocol was approved by the Comité Consulta-
tif sur le Traitement de I'Information en Matiere de Re-
cherche dans la Santé of the French Ministry of Health
(17.12.2009) and the Commission Nationale de I'Informa-
tique et des Libertés (CNIL) (19.04.2010).

The overall objective was to assess the impact of prenatal
exposure to MgSO, on the neurologic outcome of children
at school-age. The primary outcome was a composite of
death and motor outcome. The secondary outcomes were
composites of learning/cognitive disabilities and special edu-
cation services, behavioral and psychiatric disorders, and
health and neurosensory deficits.

Parents completed a 48-item questionnaire of neuropsycho-
motor development items, including the long-term follow-up
etude épidémiologique sur les petits ages gestationnels ques-
tionnaire,'” and the Strengths and Difficulties Questionnaire
(SDQ)."” We developed outcome indicators from the ques-
tionnaire to assess motor deficits, cognitive deficits/learning

CP Cerebral palsy
SDQ Strengths and Difficulties Questionnaire
398

disabilities, psychiatric disorders, and overall deficiencies
(Table I; available at www.jpeds.com).

Statistical Analyses

All statistical analyses were by intention to treat. A general lo-
gistic model using generalized estimating equations to ac-
count for twins or triplets was used to compare the MgSO,
and the placebo groups. Comparisons of outcomes were
adjusted for stratification variables, gestational age,
singleton/multiple pregnancy, socioeconomic variables, sex,
and birth weight residual. The birth weight residual was esti-
mated by linear regression of birth weight on gestational age,
to eliminate the colinearity between the 2 variables. ORs and
corresponding 95% ClIs were estimated. Statistical signifi-
cance was defined as P < .05. These analyses were performed
with SAS version 9.2 (SAS Institute, Cary, North Carolina).

Results

At school-age, 185 children were lost to follow-up (26.9%),
and 431 children were assessed, at a mean age of 11 years
(range, 7-14 years). Long-term outcomes were available for
503 children, including those who had died (Figure;
available at www.jpeds.com). Overall characteristics of
children and mothers were broadly similar in the 2 groups;
however, the MgSO, group included more boys and had a
lower mean birth weight (Table II; available at www.jpeds.
com). The main characteristics of participants and families
lost to follow-up, except for prenatal corticosteroid
exposure, were also similar in the two groups (Table III;
available at www.jpeds.com).

No children died between age 2 years and school-age. The
rates of at least one motor or cognitive impairment, behavioral

From the 'Department of Neonatal Pediatrics and Intensive Care, Rouen University
Hospital; 2Region INSERM Team 28 “NeoVasc”, Laboratory of Microvascular
Endothelium and Neonate Brain Lesions, Institute for Biomedical Research, Rouen
University; and Departments of *Anesthetics and Intensive Care, “Biostatistics, and
5Obstetrics and Gynecology, Rouen University Hospital, Rouen, France

This follow-up study was funded by the European Regional Development Fund and
the Upper-Normandy region. The authors declare no conflicts of interest.

Registered with ClinicalTrials.gov: NCT00120588.

0022-3476/$ - see front matter. Copyright © 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.
http:/dx.doi.org/10.1016/j.jpeds.2014.04.007
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Table IV. Primary and secondary outcomes of death, motor impairment, cognitive deficity, health, and other
MgSO0, group, Placebo group, Unadjusted OR OR adjusted for patient
Outcome n/N (%) n/N (%) (95% CI) characteristics (95% CI)* P value
Mortality and neurologic outcome
Death and/or motor deficit 138/252 (54.8) 147/249 (59.0) 0.81 (0.56-1.2) 0.79 (0.53-1.17) 24
Death and/or cognitive deficits 173/252 (68.7) 175/249 (70.3) 0.93 (0.63-1.34) 0.89 (0.59-1.33) 57
Death and/or psychiatric disorder 104/252 (41.3) 117/251 (46.6) 0.84 (0.58-1.22) 0.80 (0.54-1.20) .29
Death and/or motor and/or cognitive 200/252 (79.4) 211/249 (84.7) 0.71 (0.44-1.15) 0.68 (0.41-1.11) 16
deficits and/or psychiatric disorder
Neuromotor deficits'
Severe CP 7/218 (3.2) 9/211 (4.3) 0.85 (0.58-1.26) 0.92 (0.62-1.36) 66
Mild to moderate CP 23/218 (10.5) 24/211 (11.4)
No CP, other motor disorder 74/218 (33.9) 76/211 (36.0)
None identified 114/218 (52.4) 102/211 (48.3)
Cognitive deficits/learning disabilities'
Severe 15/218 (6.9) 22/211 (10.4) 0.88 (0.60-1.29) 0.89 (0.60-1.33) 58
Moderate 124/218 (56.9) 115/211 (54.5)
None identified 79/218 (36.2) 74/211 (35.1)
Associaton of motor and cognitive
deficits'
Motor only 18/218 (8.3) 29/211 (13.8) 0.88 (0.61-1.27) 0.94 (0.64-1.38) .76
Cognitive only 53/218 (24.3) 57/211 (27.0)
Motor and cognitive 86/218 (39.5) 80/211 (37.9)
None 61/218 (27.9) 45/211 (21.3)
Behavioral and psychiatric disorder
Moderate 70/218 (32.1) 79/213 (37.1) 0.87 (0.57-1.32) 0.84 (0.54-1.32) 45
None identified 148/218 (67.9) 134/213 (62.9)
Overall deficits
Severe 19/218 (8.7) 27/211 (12.7) 0.71 (0.47-1.08) 0.73 (0.47-1.11) 14
Moderate 147/218 (67.4) 146/211 (68.5)
None identified 52/218 (23.9) 40/211 (18.8)
Learning and cognitive disabilities and
special education services
Language disorder” 19/67 (28.3) 19/60 (31.6) 0.85 (0.37-1.96) 0.80 (0.31-2.05) .65
Schooling
Regular school and classroom 200/212 (94.3) 198/210 (94.3) 0.9 (0.38-2.17) 1.18 (0.46-3.03) .73
Specialized class room 7/212 (3.3) 8/210 (3.8)
Specialized institution 4/212 (1.9) 4/210 (1.9
Repeated grades" 9/212 (4.2) 17/210 (8.1) 0.5 (0.22-1.16) 0.44 (0.19-1.06) .07
Specific education assistance! 16/211 (7.6) 21/207 (10.1) 0.73 (0.36-1.45) 0.72 (0.34-1.54) 40
Home education services 7/207 (3.4) 18/207 (8.7) 0.37 (0.15-0.9) 0.42 (0.16-1.06) .07
Health
Hospital admissions 102/216 (47.2) 116/204 (56.9) 0.69 (0.47-1.03) 0.66 (0.44-1.01) .05
Asthma 42/214 (19.6) 57/210 (27.1) 0.67 (0.42-1.08) 0.7 (0.43-1.15) .16
Health as assessed by parents
Excellent or good 210/218 (96.3) 194/210 (92.3) 0.38 (0.15-0.95) 0.4 (0.15-1.09) .07
Fair or poor 8/218 (3.7) 16/210 (7.6)
Sleep disorder** 25/213 (11.7) 14/214 (6.5) 1.85(0.91-3.7) 1.52 (0.7-3.33) .29
Eating disorder** 17/212 (8.0) 22/210 (10.5) 0.67 (0.33-1.35) 0.66 (0.33-1.35) .26
Neurosensory deficiencies' "
Hearing deficiency 9/218 (4.1) 14/211 (6.6) 0.60 (0.26-1.43) 0.61 (0.25-1.49) 28
Visual deficiency 105/218 (48.2) 98/211 (46.5) 1.06 (0.72-1.56) 0.99 (0.66-1.49) .97 )

Values are n/M (%).
Values are n (%) unless stated otherwise.
Percentages may not sum to 100 because of rounding.

*OR adjusted for gestational age, singleton/multiple pregnancy, socioeconomic variables, sex, and birth weight (using the residual of the linear regression of birth weight on gestational age).

tDeficits are defined as in Table I.
1These data are for 503 children (431 followed at 11 years and 72 who died).
§Language disorder was defined as treatment by a speech-language pathologist.

9Repeated grades was defined as a 2-year delay compared with a normal age for a given grade.

||Specific assistance was defined as use of special education services and home care.

**Sleep and eating disorders were defined as moderate or severe difficulties as assessed by parents.
ttHearing deficiency was defined as poor hearing (as assessed by parents) or wearing a hearing aid; visual deficiency was defined by poor vision (as assessed by parents) and wearing glasses.

disorder, and death were lower in the MgSO, group; however,
no differences were statistically significant (Table IV).
Neuromotor deficits did not differ significantly between the
MgSO, and placebo groups, but fewer children in the
MgSO, group had no CP or any motor disorder. The rates
of language disorders were distributed similarly between the
two groups. The percentage of children who repeated at least
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two school grades was lower in the MgSO, group than in
the placebo group (4.2% vs 8.1%), as was the prevalence of
those requiring home education services (3.4% vs 8.7%),
with differences that approached significance (P = .07). The
overall SDQ score for behavioral and psychiatric disorders
was better in the MgSO, group (abnormal or borderline
behavior, 24.3% vs 32.9%; P = .17). The prevalence of
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hyperactivity was lower in the MgSO, group, but not
significantly so (22.5% vs 26.3%; P = .71) (Table V;
available at www.jpeds.com). Parents of the MgSO, group
perceived their children’s health to be better compared with
parents of the placebo group, but again the difference was
not significant.

Discussion

We assessed the long-term effect of prenatal exposure to
MgSO, in the French PREMAG cohort of children born pre-
term before 33 weeks’ gestation. Our long-term follow-up re-
vealed no detrimental effects of prenatal MgSO, exposure.
Although the differences between the MgSO,4 and placebo
groups were not statistically significant, the average reduc-
tions in neurologic outcomes are of potential clinical signif-
icance. These observations are strengthened by the reduced
grade repetition, less need for specific assistance at school,
fewer specific educational and home care needs, and better
parental perception of health.

These results should be qualified in the light of this study’s
limitations. The mean age of the children assessed was 11 years,
but the range was 7-14 years, owing to a 6-year inclusion
period and a data collection time of 2 years. The study’s statis-
tical power is low, owing to the relatively small number of chil-
dren included in long-term follow-up and the high number
lost to follow-up (26.9%); however, characteristics of respon-
dents and nonrespondents were similar. Our study was based
on mail surveys with questionnaires completed by parents.
Such surveys are simple, inexpensive, and reliable tools for
long-term cohort assessment,*'” but they likely underesti-
mate the rate of cognitive/learning disabilities.

Although the rates of neuromotor disabilities were not
significantly different between our two study groups, the re-
sults of our long-term study are consistent with those of a
meta-analysis that found lower rates of CP at 18-24 months af-
ter such exposure.” Even if not statistically significant, there
was an improvement in cognitive/learning/behavioral disabil-
ities. In particular, there was a decrease in grade repetition, less
need for specific assistance at school, fewer specific education
needs, and higher SDQ score. These results allow us to assume
that the promising short-term results observed at age 2 years
are very likely sustained at school-age, and, equally important,
strongly suggest that the beneficial effects of MgSO, observed
at 2 years are not counterbalanced by later deleterious effects. m

We are grateful to Nathalie Mestre for technical assistance, JoAnn
Cahn for editorial assistance, Nikki Sabourin-Gibbs for linguistic sup-
port, Catherine Léveque for administrative support, and members of
the initial PREMAG Trial Group. We are indebted to the women
and their children who participated in this study.

Submitted for publication Dec 11, 2013; last revision received Mar 14, 2014;
accepted Apr 3, 2014.
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573 Women were randomized

9 Excluded
Enrollment | (Enrolled in centers that included <5

women)

’ 564 Women analysed ‘

l

A {_ Allocation | v
286 Women assigned to receive MgSO4

+ Received allocated intervention (n=266 )

+ Did not receive allocated intervention (n= 20)

278 Women assigned to receive placebo
+ Received allocated intervention (n= 257 )
+ Did not receive allocated intervention (n=21)

352 Fetuses alive at randomisation 336 Fetuses alive at randomiosation

N

Years Follow-Up

A

5 were Lost to follow-up 5 were Lost to follow-up

34 deaths before 2 years

38 deaths before 2 years

i

213 had adequate data for analysis of the
composite primary school-age outcome

Follow-up

i ‘ School-age

218 had adequate data for analysis of the
composite primary school-age outcome

95 were lost to follow up

80 were lost to follow up
+ 90 have not been found

+ 78 have not been found

+ 5 Declined to participate + 2 Declined to participate

Figure. Prenatal MgSO, exposure for neuroprotection trial participant flow at the school-age follow-up.
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Table I. Classification of deficits

Classification Description

Neuromotor deficits

Severe CP* CP, unable to walk or walks only with aid
Mild to moderate CP CP, but walks without aid
No CP, other No CP but dyspraxia or motor coordination

disorder
Neither CP nor motor disorder identified

motor disorder’
None identified
Cognitive deficits/learning

disabilities
Severe Special school/class
Moderate Has repeated a grade and/or receives/needs

special support at school, has schooling
difficulties, language disorder’

Mainstream class appropriate for age without any
special support

None identified

Association of motor and
cognitive deficiencies
Motor only Severe or moderate CP or other disorder without
cognitive deficit/learning disability

Severe or moderate cognitive deficit/learning
disability without motor deficit

Motor deficit and cognitive deficit/learning

Cognitive only

Motor and cognitive

disability
None No motor or cognitive deficit identified
Psychiatric disorder
Severe Autism, pervasive development disorders,
treated with risperidone
Moderate Hyperactivity or attention deficit disorder or

methylphenidate medication or overall SDQ
>17 or SDQ hyperactivity subscale >7 or
conduct disorder as reason for a visit to a
psychiatrist or a psychologist at age 11y
None identified None of the above

Overall deficits

Severe At least 1 of severe CP, severe cognitive deficit/
learning disabilities, severe psychiatric
disorder

Moderate At least 1 of moderate CP, other motor disorder,

moderate cognitive deficit or moderate
psychiatric disorder
None identified None of the above

\, 7
*CP defined as being unable to walk, or walking only with aid, or treated with botulinum toxin
infusion or tenotomy.

TOther motor disorders were defined as coordination disorders, difficulties in cycling, drawing,
cutting with scissors, playing with construction toys or puzzles, washing him/herself, dressing
or tying shoes, receiving psychomotor or ergotherapy sessions.

fLanguage disorders were defined by treatment by a speech-language pathologist at the time
the questionnaire was received.

400.e2

{ N\
Table II. Characteristics of the children and their
families

MgS0, Placebo
group group
Characteristics (n =218) (n=213) Pvalue
Children
Gestational age, wk, mean (SD) 29.9 (2.0) 301 (1.9 31
<27 21 (9.6) 6 (7.5) 43
27-29 70 (32.1) 68 (31.9) .96
30-32 127 (58.3) 129 (60.6) .63
Singleton birth, n (%) 139 (63.8) 143 (67.1) .46
Birth weight, g, mean (SD) 1397 (24) 1476 (25) .02
Male sex, n (%) 117 (53.7) 38.5) .02

82 (
Prenatal corticosteroid 208 (95.4) 204 (95.8) .85
exposure, n (%)

Reasons for preterm birth, n (%)

Preterm labor 39 (17.9) 61 (28.6) .06
Preterm premature rupture 82 (37.9) 67 (31.5)
of membranes
Chorioamnionitis 58 (26.6) 58 (27.2)
Prepartum hemorrhage 28 (12.8) 22 (10.3)
Other 11 (5.0) 5(2.3)
Age at long-term follow-up, 134.0 (17.1) 134.4 (5.6) .76

mo, mean (SD)

Families
Maternal age at birth, y, 29.5(5.3) 29.5 (4.9) 94
mean (SD)
Matemal educational
level, n (%)
Did not finish high school 3(1.4) 2 (1.0) .08
or equivalent
Completed high school or 59 (27.7) 80 (38.5)
equivalent
Some college or university 48 (22.5) 51 (24.5)
University graduate 103 (48.4) 75 (36.1)
Unknown 5(2.3) 5(2.3)
Family arrangement, n (%)
Single parent 46 (21.1) 46 (21.6) .22
Two-parent family 162 (74.3) 151 (70.9)
Shared custody 9 (4.1) 942
Foster care 1(0.4) 5.3
Other or unknown 0(0) 3(1.4)
\ J

Data are for the 431 children with adequate information at the reception of the questionnaire.
Percentages may not sum to 100 because of rounding.

Chollat et al
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Table III. Main characteristics of the participants and
those lost to follow-up

Lost to
Participants follow-up
Characteristics (n=431) (n=185) Pvalue

Male sex, n (%) 248 (57.5) 104 (56.2) .76
Gestational age, wk, mean (SD) 29.8(22) 29522 .85

<27 wk, n (%) 37 (8.6) 12(6.5) .38

27-29 wk, n (%) 138 (32.00 69(37.3) .20

30-32 wk, n (%) 256 (59.3) 104 (56.2) .46
Singleton birth, n (%) 282 (65.4) 120 (64.9) .89
Prenatal corticosteroid exposure, n (%) 412 (95.6) 164 (88.6) .001

Reason for preterm birth, n (%)

Preterm labor 100 (23.2) 42 (22.7) .76
Preterm premature rupture 149 (34.6) 71 (38.4)
of membranes
Chorioamnionitis 116 (26.9) 41 (22.2)
Prepartum hemorrhage 50 (11.6) 24 (15.5)
Other 6(3.7) 7(3.8)
Prenatal MgS0, exposure, n (%) 218 (50.6) 100 (54.1) .59
CPat2y, n (%) 38 (8.8) 14 (7.6) .61
\ 7
Data are for the 616 children alive at 2 years (including 10 children lost to follow-up at 2 years)
with adeq information. P ges may not sum to 100 because of rounding.
*CP was assessed among 606 children. Ten children were lost to follow-up at 2 years, 5 ineach
group.

{ N\
Table V. SDQ
MgS0, (n = 218), Placebo (n = 213), Unadjusted OR adjusted for patient
Scale n (%) n (%) OR (95% Cl) characteristics (95% CI)* Pvalue

Emotional Symptoms Scale
Normal 133 (61.0) 126 (59.2) 1.14 (0.65-2) 1.51 (0.85-2.7) .16
Borderline + abnormal 85 (39) 87 (40.9)

Conduct Problem Scale
Normal 162 (74.3) 161 (75.6) 1.14 (0.73-1.79) 1.43 (0.89-2.33) 14
Borderline + abnormal 56 (25.7) 52 (24.4)

Hyperactivity Scale
Normal 169 (77.5) 157 (73.7) 0.83 (0.53-1.31) 0.9 (0.56-1.47) 7
Borderline + abnormal 49 (22.5) 56 (26.3)

Peer Problems Scale
Normal 160 (73.4) 151 (70.9) 0.91 (0.59-1.41) 0.92 (0.57-1.45) 7
Borderline + abnormal 58 (26.6) 62 (29.1)

Prosocial Scale
Normal 205 (94.0) 201 (94.4) 1(0.99-1.01) 1.22 (0.49-3.03) .66
Borderline + abnormal 13 (6) 12 (5.6)

Total Difficulties Score
Normal 165 (75.7) 143 (71.8) 0.70 (0.45-1.09) 0.72 (0.45-1.15) a7
Borderline + abnormal 53 (24.3) 70 (32.9)

\ Vv

*OR adjusted for gestational age, singleton/multiple pregnancy, socioeconomic variables, sex, and birth weight (using the residual of the linear regression of birth weight on gestational age).

School-Age Outcomes following a Randomized Controlled Trial of Magnesium Sulfate for Neuroprotection 400.e3
of Preterm Infants

140









RESULTATS

IT Neuroprotective Effects of Remifentanil against Excitotoxic Brain

Damage in Newborn Mice

Clément Chollat, Maryline Lecointre, Matthieu Leuillier, Isabelle Remy-Jouet, Jean-Claude Do
Rego, Lénaig Abily-Donval, Yasmina Ramdani, Patricia Compagnon, Bertrand Dureuil,

Stéphane Marret, Bruno José Gonzalez, Sylvie Jégou, Fabien Tourrel.
Soumis en ao(t 2017 a Anesthesiology.

La mise en place de stratégies de neuroprotection du cerveau immature est
essentielle pour diminuer chez I'enfant les complications neurodéveloppementales liées une
naissance prématurée. L'efficacité de certaines interventions a déja été démontrée,
notamment pour I'administration anténatale de sulfate de magnésium ou la mise en place
de soins de développement. Le choix des agents anesthésiques a administrer aux nouveau-
nés fait partie intégrante de ces stratégies neuroprotectrices. En effet, certaines molécules
comme la kétamine ou le propofol peuvent avoir des effets déléteres sur le cerveau
immature et la trajectoire développementale de I'enfant (Creeley et al., 2013 ; Lecointre et
al., 2015). Nous avions démontré en 2014 que le rémifentanil, morphinique de synthése,
exercait ex vivo un effet anti-apoptotique sur le cortex cérébral immature (Tourrel et al.,
2014). Dans la suite de ces travaux, nous avons évalué in vivo I'impact du rémifentanil sur le
cerveau immature, dans un contexte de lésion induite par Iiboténate, agoniste

glutamatergique.

Le but de cette étude était d’évaluer dans un modeéle néonatal murin les
conséquences de I'effet anti-apoptotique du rémifentanil précédemment mis en évidence
ex vivo sur le développement des Iésions excitotoxiques induites et sur le développement

fonctionnel du souriceau.
Nous avons cherché a répondre aux questions suivantes :

1. L'effet anti-apoptotique mis en évidence ex-vivo se traduit-il in vivo par un effet

neuroprotecteur sur la taille des lésions induites par I'iboténate ?

2. Par quels mécanismes le rémifentanil protege-t-il des Iésions cérébrales ?
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3. Les effets observés in vivo du rémifentanil sur la vitalité cellulaire cérébrale ont-ils un

impact sur le comportement de la Souris jusqu’a I’dge adulte ?

Dans cet article, nous avons mis en évidence que le rémifentanil administré chez le

souriceau lésé était associé a :

- une franche réduction de la taille de la lésion cérébrale induite par I'iboténate ;

- une diminution de l'astrogliose réactionnelle, de la production de ROS et de I'activité
caspase ;

- une amélioration de [l'activité locomotrice entre P6 et P12 (géotaxie négative et
agrippement) ;

- un effet anxiolytique a P18 chez les femelles.
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Abstract

Background: Remifentanil, a synthetic opioid used for analgesia in cesarean section or in
neonatal intensive care, exerts an anti-apoptotic activity on immature mice brain in ex vivo
experiments. A model of neonatal brain injury by intracortical ibotenate injection was used to
evaluate the impact of remifentanil in vivo.

Methods: Postnatal day-2 (P2) mice received three intraperitoneal injections of remifentanil
(500 ng/g over a 10-min period) or saline followed by an intracortical injection of ibotenate
(10 pg). Cerebral reactive oxygen species (ROS) production, cell death, in situ labeling of
cortical caspase activity, astrogliosis, and the lesion size were determined at various time
points after ibotenate injection. Finally, behavioral tests were performed until P18.

Results: In injured neonatal brain, remifentanil significantly decreased ROS production,
cortical caspase activity, DNA fragmentation, and cortical GFAP levels. The size of the
ibotenate-induced lesions was significantly reduced after remifentanil treatment. Performance
of negative geotaxis (P6-8) and grasping reflex (P10-12) were improved in the remifentanil
group. At P18, remifentanil-treated females spent more time in the open field center than
control, suggesting less anxiety.

Conclusions: /n vivo, exposure to remifentanil exerts a neuroprotective effect on the
developing mouse brain that is associated with a reduction of brain lesion size and prevention

of some behavioral deficits.
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Introduction

Better protecting the developing brain of very preterm infants remains a daily challenge for all
specialists in perinatal care. Despite improvement of neonatal mortality and morbidity,'~ very
preterm infants remain vulnerable and at risk of developing neurological impairments.*”’
Hypotheses about the genesis of these deficits include a combination of environmental and/or
genetic factors inducing or modulating brain lesions in preterm newborns.*” To limit the
occurrence of such events, implementing strategies of neuroprotection during brain

10-14
1.1

development is essentia Evaluating the benefit/risk balance for each potentially

deleterious drug administered to the brain, such as anesthetics, is one of those stra‘[egies.lsf17
Fetuses and preterm newborns are exposed to general anesthesia during cesarean delivery or
in neonatal intensive care when sedation and analgesia is recommended.'® ' The role of these
agents remains extremely controversial. On the one hand, management of pain is essential for
the premature newborn, as the lack of pain care could lead to neurological complications such
as behavioral or cognitive disorders.”*** On the other hand, anesthetics, including opioids,

have been implicated as being potentially deleterious.”>

In animal studies, opioid exposure
is associated with alterations of neuronal proliferation and degeneration, as well as behavioral
changes.”” In some human studies, morphine exposure is associated with early alterations in
cerebral structure and with short-term neurobehavioral problems.*®

Among opioids used in neonatology, remifentanil has attractive pharmacokinetic
properties: it is a synthetic ultrashort-acting opioid, potent p-opioid receptor agonist,
metabolized by nonspecific plasma and tissue esterases, and, consequently, unaffected by
renal or liver function.® It is used for general anesthesia for cesarean delivery or analgesia for
invasive procedures as tracheal intubation for the newborn.**>® Remifentanil has been shown
to activate the glutamatergic N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor through a p-opioid

- 37-40
receptor-initiated cascade.”’
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receptor can lead to excitotoxic or anti-apoptotic effects, depending on the cortical layers.”"!
Using an ex vivo model of brain slices from postnatal day 2 mice (P2), we previously showed
that remifentanil exerts an anti-apoptotic activity without necrotic effect, involving both
opioids and NMDA receptors (NMDA-R), and the intrinsic mitochondrial-dependent
apoptotic pathway.*? To clarify the effects of remifentanil on the immature injured brain, a
well-defined rodent model of neonatal brain lesion by intracortical injection of the NMDA-R

43,44

agonist ibotenate was used to evaluate the impact of remifentanil in vivo. This excitotoxic

model can reproduce some aspects of perinatal brain lesions observed in human preterm

45-48
neonates.

In this study, we investigated the effects of remifentanil exposure in P2 mice in
the context of excitotoxicity on (1) brain reactive oxygen species (ROS) production, cell

death, astrogliosis, and size of ibotenate-induced lesion and (2) sensorimotor development and

motor performance from the neonatal period.
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Materials and Methods

Animals

NMRI (Naval Medical Research Institute) mice (Janvier, Le Genest Saint Isle, France) were
housed under controlled conditions with a 12-h light/dark cycle at 21 + 1°C with free access
to food and tap water. Animal manipulations were performed in accordance with the
European Communities Council Directives (86/609/EEC), the French National legislation
(ethical approvals no. 01316.02 and 01680.02), and were under the supervision of authorized
investigators (SJ, ML authorizations no. A76-34 and A76-13 from the Ministere de
I’Agriculture et de la Péche). Females were individually housed and inspected daily for
pregnancy and delivery. The day of birth was considered as postnatal day 0 (P0). In all litters
included, P2 male and female pups (2.26-2.35g) were randomly assigned to each

experimental group.

Determination of the effective dose of remifentanil for inducing sedation in P2 pups

The clinically used remifentanil formulation, Ultiva® (containing 3.7 mM glycine per 50 pM
remifentanil), was purchased from GlaxoSmithKline (Rueil-Malmaison, France) and diluted
in NaCl 0.9%. P2 pups received three intraperitoneal (ip) injections of Ultiva (20 ul/g) over a
10-min period or the same volume of NaCl. Three doses of Ultiva were used to evaluate the
effective dose for inducing sedation, with each Ultiva injection containing 50, 250, or 500 ng
of remifentanil. The sedation time was measured, using the righting reflex test performed after
the last injection of remifentanil. Control mice were injected with NaCl. When a neonate is
placed in the supine position, it immediately turns over in a righting reflex to restore its
normal prone position. The pups were placed supine on a plane surface and their mean time to
return to a normal prone position during two consecutive trials was recorded (cut-off: 60 sec).

The righting reflex was assessed until 30 min after the last injection. Between tests, pups
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stayed with their dams. The behavioral test to measure sedation time was carried out during
the first part of the light phase (between 09:00 and 11:00 h). Nineteen to 22 P2 pups from

seven litters were included in each experimental group.

Determination of plasma remifentanil concentrations

Only P2 pups ip injected with 3 x 500 ng/g of remifentanil were used. At 5 min after the last
injection, trunk blood from five pups was collected, pooled in a heparinized tube, and
immediately maintained on ice until remifentanil measurement. The quantification of
remifentanil from 14 plasma pools was investigated by combining reverse-phase high-
performance liquid chromatography analysis with tandem mass spectrometry. See

Supplemental Digital Content 1 for the methods used in this study.

Quantification of physiological parameters

Ventilation and heart rates

The remifentanil (remi) and NaCl groups were compared to a third group of untreated pups.
Pups were maintained in a cotton nest and filmed for 5 min. Two investigators unaware of the
experimental group (CC and FT) counted the number of breaths within 30 sec. Three counts
were performed by pup and 7-9 pups were used for each experimental group.

Heart rate was monitored for 5 min immediately after the last injection of remifentanil or
NaCl, and nine pups were used per experimental group. Electrocardiogram recordings were
taken using subcutaneous surgical steel needle electrodes (29-gauge, 12-mm length) taped to
the pup’s foot pads. The signal was acquired at a 1000-us rate by using PowerLab data
acquisition system and biopotential amplifiers operated with LabChart 8.0 software (AD
Instruments Ltd, Oxford, UK), and data were analyzed using the electrocardiogram module of

LabChart Pro 8.0 software (AD Instruments Ltd).
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Blood gas analysis

Pups were decapitated immediately after the last injection, and trunk blood (mix of venous
and arterial blood) from seven pups was collected and pooled in heparinized capillary tubes.
Blood gas (pCO,, pO,) and pH were measured immediately from eight blood pools using a

clinical blood gas analyzer (ABL800 Flex, Radiometer, Brea, CA, USA).

Ibotenate administration: model of excitotoxic brain lesions

Intracortical (ic) injection of ibotenate was performed at P2 pups immediately after the last ip
injection of remifentanil (500 ng/g; Ibo/remi group) or NaCl (Ibo/NaCl group). In some
experiments, a third group of unlesioned and untreated pups was added (unlesioned group).
As previously described,”*"" injection was given under a warming lamp using a 26-gauge
needle mounted on a Hamilton syringe microdispenser device. Details of the experiments are
given in Supplemental Digital Content 1. Pilot injection tests were done with the

CellTracker™ Red (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) to standardize the injection protocol.

Measurement of ROS production by electron paramagnetic resonance spectroscopy
The production of ROS was evaluated using electron paramagnetic resonance spectroscopy as

described before.”' See Supplemental Digital Content 1 for the methods used in this study.

In situ labeling and quantification of cortical caspase activity

See Supplemental Digital Content 1 for the methods used in this study.

Cleaved caspase-3 immunohistochemistry

See Supplemental Digital Content 1 for the methods used in this study.
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Fragmented DNA detection by enzyme-immunoassay

See Supplemental Digital Content 1 for the methods used in this study.

GFAP immunohistochemistry and western blot

See Supplemental Digital Content 1 for the methods used in this study.

Determination of lesion size
Two investigators blinded to the treatment groups (CC and FT), determined the lesion size in

each brain. See Supplemental Digital Content 1 for the methods used in this study.

Behavioral assessments of neonate mice sensorimotor development
The measures of sensorimotor development were assessed by negative geotaxis and
suspension tests according to methods described by Altman and Sudarshan.’® See

Supplemental Digital Content 1 for the methods used in this study.

Juvenile mouse behavior in the open field test

See Supplemental Digital Content 1 for the methods used in this study.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using PRISM (Graphpad, San Diego, CA, USA). The data
were plotted as mean £SEM. Differences between groups were assessed by Mann—Whitney
U-test or Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test. Occurrence rates
of cyst lesions and survival rates between experimental groups were performed using Fisher’s

exact test. For behavioral experiments, the statistical analysis was performed using two-way
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ANOVA followed by Bonferroni’s post-test. Tests used for each experiment, the number of
independent experiments, and p values are summarized in Supplemental Digital Content 2. A
target sample size of 56 pups, equally distributed (n=28 in each group), was calculated to
detect a 30% reduction of the size of ibotenate-induced lesion, with a type I error (two-sided)
of 5% and a power of at least 90 %. The other sample sizes were estimated based on previous

experiments.***'"* A p value < 0.05 was considered statistically significant.
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Results

Remifentanil anesthesia, pharmacokinetics, and physiological responses

Neonatal exposure to remifentanil affected the righting reflex latency (Figure 1A). Following
remifentanil administration at doses 250 and 500 ng/g, the pups spent significantly more time
on their back as compared to the control pups (p < 0.0001) and the pups administered with the
50 ng/g dose of remifentanil (»p < 0.0001). As compared to the control group, the pups
injected with the lower dose of remifentanil (50 ng/g) exhibited only low sleepiness, with no
significant increase of latency time to restore a normal prone position. From 10-min post-
injection, pups injected with 500 ng/g spent significantly more time to turn over as compared
to pups injected with 250 ng/g remifentanil (p < 0.01 and p < 0.05 at 10 and 15 min,
respectively), indicating a dose-dependent effect of remifentanil on sedation. At 30 min after
remifentanil injection (250 or 500 ng/g), pups showed righting reflex latency time equivalent
to NaCl-treated mice, indicating that animals recovered rapidly from anesthesia (Figure 1A).
There was no mortality during and after anesthesia. Considering these results, the highest
tested dose of remifentanil (500 ng/g) was used in the following steps of the study. At 5 min
after the last injection (500 ng/g), the plasmatic concentration of remifentanil measured by
combining high-performance liquid chromatography analysis with tandem mass spectrometry
was 10.03 = 0.35 nmol/L (n = 14).

Remifentanil exposure led to a significant decrease of respiratory frequency as compared
to untreated and NaCl-treated pups (Figure 1B, p < 0.01 and p < 0.05 respectively). Blood
gases measured following remifentanil administration revealed respiratory acidosis (Figures
IC, D, p < 0.01). Conversely, pO2 values were not significantly different between
remifentanil and NaCl-treated pups (Figure 1E). Without anesthesia, heart rate values were in
an acceptable range (485.9 + 36.1 bpm).” Remifentanil significantly reduced heart rate

compared to NaCl (p < 0.05; Figure 1F).
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Remifentanil protects the neonatal brain against ibotenate-induced damage

Cleaved caspase-3 immunohistochemistry and CellTracker probe were used to visualize the
injection site of ibotenate (Figures 2A—C). At 10 min after lesion induction (M10), an
excessive production of ROS was detected in brains from the Ibo/NaCl group as compared to
the unlesioned group (p < 0.01). The production of ROS was more pronounced 5 h after
lesion (HS; p < 0.01). Conversely, in the Ibo/remi group, a weak increase of ROS was
measured at M10 (p < 0.05) and at HS post-lesion, and ROS production was not significantly
different from that of the unlesioned group (p = 0.0513; Figure 2D).

At H5, ic ibotenate injection induced a large increase of caspase activity around the lesion
site (Figures 2E, G). Remifentanil administration significantly reduced cortical caspase
activity induced by ibotenate (p < 0.05; Figures 2F, G).

Cleaved caspase-3 immunohistochemistry performed at P3 showed that ic ibotenate
injection induced a widespread apoptotic signal in the ipsilateral hemisphere (Figures 2H1, 2).
The immunolabeling was particularly dense in the cortex around the injection site and in the
striatum. Conversely, the apoptotic immunolabeling observed in the ibotenate-treated
hemisphere of the remifentanil group appeared weaker (Figures 211, 2).

Nucleosomal DNA fragmentation and histone release is a characteristic of the apoptotic
process. Quantitative analysis on P3 of DNA fragmentation showed that ic ibotenate injection
potently increased cell death in the ipsilateral hemisphere as compared to the unlesioned
group (p < 0.0001; Figure 2J). Remifentanil administration significantly decreased ibotenate-
induced DNA fragmentation in the injected hemisphere (p < 0.05; Figure 2J).

One day after ic ibotenate injection, a decrease of cortical thickness was observed and a
destructive cyst of white matter was already present (Figure 3A1). GFAP immunodetection

was used to examine the astroglial reactivity. In the ipsilateral hemisphere to the lesion of an
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Ibo/NaCl pup, GFAP positive astrocytes were found in the cortex, striatum, and thalamus,
with the higher signal being observed in the interior zone bordering the lateral ventricle
(Figures 3A1, 2). In the ipsilateral hemisphere of Ibo/remi pups, the immunolabeling appeared
much weaker than in Ibo/NaCl pups (Figures 3B1, 2). Evaluation of the immunolabeled area
in the interior zone bordering the lateral ventricle revealed a drastic decrease of astroglial
reactivity in the Ibo/remi group (Figure 3C, p < 0.05). Western blot analysis showed a
significant decrease in GFAP cortical levels after remifentanil treatment (Figure 3D, p <
0.05).

Mouse pups injected at P2 with ic ibotenate and ip NaCl developed cortical lesion
shrinkage of the white matter together with the formation of cysts at P7 (Figure 3E).
Remifentanil exposure produced a reduction of the ibotenate-induced cortical lesion size (up
to 67%, p < 0.001; Figure 3F), in both males and females (p < 0.01 and p < 0.05,
respectively). Similarly, in the Ibo/remi group, the occurrence of cystic lesions in white matter
was lower than in the Ibo/NaCl group (51% vs. 62%; data not shown), although this decrease
was not statistically significant, based on Fisher’s exact test (p = 0.4553).

Survival rate at 5 h post-injection with ibotenate was higher in the Ibo/remi group as
compared to the Ibo/NaCl group (Table 1, p < 0.01). The survival rate in males at 5 h post-
injection was significantly higher in the Ibo/remi group as compared to the Ibo/NaCl group (p
< 0.01), whereas no difference was observed in females. At 5 days post-lesion, although the
survival rate was higher in the Ibo/remi group than in the Ibo/NaCl group, especially in males,

no significant difference was observed in a test of contingency (Fisher’s exact test).
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Effect of remifentanil treatment on sensorimotor development of P2 lesioned and
unlesioned pups

From P2 to P12, body weight showed a significant increase in the male Ibo/remi pups as
compared to the Ibo/NaCl pups (p = 0.0001). The body weight gain of female pups until P12
was not significantly different between these groups (p = 0.1414; Supplemental Digital
Content 3, Supplementary Figures 1A, B). To determine if the neuroprotective effects of
remifentanil positively affect sensorimotor development, negative geotaxis (P6-8) and
grasping reflex (P10-12) tests were used. Two-way ANOVA revealed that male and female
pups lesioned and exposed to remifentanil more rapidly rotated at 180° than NaCl-treated
pups (p < 0.001) and showed performance close to that of the unlesioned pups (Figures 4A,
B). The analysis for the grasping reflex/grip strength showed a higher latency before falling
for male remifentanil-treated pups (Figure 4C, p < 0.001), which exhibited a similar
performance to that of unlesioned pups. Until P11, the unlesioned females showed poor
performances in grasping reflex (Figure 4D). At P12, the latency times before falling of
unlesioned females were close to those of unlesioned males (Figures 4C, D). At this age,
females lesioned and treated with remifentanil exhibited higher latency times than NaCl-
treated females, although the remifentanil effect did not reach statistical significance (Figure
4D).

The impact of remifentanil treatment was also investigated in unlesioned male and female
pups. A two-way ANOVA did not reveal a significant difference in body weights between the
experimental groups from P2 and P12 (Supplemental Digital Content 3, Supplementary
Figures 1C, D). The measurements of performances in negative geotaxis (P6—8; Figures 5A,
B) and suspension (P10-12; Figure 5C, D) tests did not show any difference between the

remifentanil and NaCl groups.
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Impact of neonatal remifentanil exposure on the locomotor activity in young mice

To determine whether neonatal remifentanil exposure in a lesional context leads to a lasting
effect, an open field test was conducted to assess locomotor activity before weaning (P18). At
P18, body weight of mice did not differ between the Ibo/remi and Ibo/NaCl groups, in both
males and in females. In males, no significant difference was found between the Ibo/remi and
Ibo/NaCl groups concerning the distance covered during 30 min in the entire compartment
(Figure 6A) or the time spent in the center during the first 5 min after the habituation period
(Figure 6B). Although lesioned females injected with remifentanil at P2 covered a distance
similar to that of NaCl-injected females in the entire compartment (Figure 6C), they spent
significantly more time in the open field center than controls (p < 0.001; Figure 6D). These
data suggest that lesioned females exposed to remifentanil in the neonatal period were less
anxious than NaCl-treated mice. In unlesioned mice, the distance covered in the entire open
field during 30 min (Figures 7A, C) and the time spent in the center zone (Figures 7B, D) did

not differ between remifentanil- and NaCl-treated animals, regardless of sex.

157



RESULTATS

Discussion

The present study provides the first experimental support for a neuroprotective effect of
remifentanil against excitotoxic perinatal brain lesions. In our mouse model, remifentanil
treatment decreased ROS production, cell death, and astrogliosis induced by ic ibotenate
injection at P2, leading to a reduction of brain lesion sizes in male and female pups. In
addition, remifentanil positively affected sensorimotor development of the lesioned pups. In
the longer term, juvenile lesioned females exposed to remifentanil are less anxious.

From a clinical point of view, the dose of 500 ng/g remifentanil administered to mouse
neonates seems high for neonates (in humans, it ranges from 1 to 5 pg/kg for bolus
intravenous administration).”*>*>". This dose appears to give the most relevant clinical effect,
evaluated by the loss of righting reflex. Drug metabolism and pharmacokinetics are different
between humans and mice, and discrepancies between effective doses are commonly
observed. For example, ketamine and midazolam doses required to induce anesthesia in mice

58,59

neonates are 10 to 30 times the anesthesia-inducing doses for human infants. Moreover,

the pups’ plasmatic level of remifentanil was 10 nmol/L, similar from human remifentanil

concentrations (from 10 to 100 nmol/L).**®!

Bradypnea, apnoea, bradycardia, and hypotension are common clinical side effects

1.62

observed with remifentanil.” One consequence of bradypnea is respiratory acidosis with

hypoxemia and hypercapnia. In our study, there was no significant hypoxemia, but a trend
was observed. Hypoxemia is associated with poorer neurological outcome and death in very
preterm infants.*® The significant hypercapnia observed in the remifentanil group could

have a proper effect on brain lesions. In preterm neonates, the absence of capnia control is

163,66 67-69 In

controversia and is implicated in the occurrence of neurological disorders.

immature rodent brain, hypercapnia causes cell damage and microvascular degeneration by

inducing nitrative stress.””’!
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were associated with less brain damage than hypocapnia (26 mmHg) in immature rats.’”
Although the pCO2 value in remifentanil-treated group is statistically higher than in the NaCl-
treated group (45 mmHg vs. 35 mmHg, respectively), it ranges between normal and mild
hypercapnia. So, the impact of mild hypercapnia in remifentanil group appears negligible on
our model. It was not possible to evaluate blood pressure on pups. Hemodynamic effect of
remifentanil was only evaluated by the heart rate. In human, bradycardia is associated with
hypotension.”” As remifentanil-treated pups have a decreased heart rate, it is reasonable to
assume that it was associated with hypotension. In very preterm infants, mild isolated
hypotension does not seem to affect neurological development.”’” Remifentanil respiratory
and hemodynamics side effects should have at worst a deleterious impact on brain injury
induced by ic ibotenate.

In immature mice, the ibotenate-induced cerebral lesions mimic some aspects of the

developmental lesions observed in human preterm neonates.***

Following ibotenate
injection, the brain of the newborn undergoes a series of cellular and molecular impairments,
ranging from inflammatory changes such as microglial activation, reactive gliosis, and ROS
and cytokine production within a few hours of the insult to neuronal loss within a few days.”®"
% Ibotenate administered at P2 in mice induced cortical neuronal death and produced
periventricular white matter cystic lesions.*>** Excitotoxic neuronal cell death in the neonate
rodent was previously described to involve apoptotic and necrotic mechanisms.®' In this
context, our data showed that, within the first hours post-lesion, remifentanil treatment
decreased the ROS production and caspase-3 activity in the lesioned hemisphere. At 1 day
post-lesion, a decrease of caspase-3 immunoreactive signal and apoptotic cell death was
observed in brain from a remifentanil-treated pup, leading to a significant reduction of the

lesion size observed at P7. Altogether, our data support a protective effect of remifentanil

against neonatal excitotoxic brain injury, probably involving an anti-apoptotic action.* Our
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data are consistent with recent studies showing a neuroprotective effect of remifentanil
against transient focal brain ischemia in adult rodents.?***

The mechanisms underlying the neuroprotective action of remifentanil have been poorly
investigated. Inflammation is increasingly recognized as being a critical contributor to injury
outcome in the immature brain.** During an excitotoxic challenge, leucocyte infiltration,
microglial activation, and reactive astrogliosis participate in brain inflammation, triggering
release of many neurotoxic compounds such as free radicals and cytokines.”*** We found
that remifentanil alleviates brain ROS production and astrogliosis induced by ibotenate
injection, suggesting that the opioid could modulate the neuroinflammation. In adult rat,
remifentanil preconditioning has been shown to alleviate brain damage of cerebral ischemia
reperfusion and to reduce expression of TNF-o and ROS production as well release of

86,87

cytochrome C and caspases-3 and -9 activities. Furthermore, in vitro data have

demonstrated that remifentanil inhibits neutrophils migration® and cytokine production by

human activated neutrophils.®

All these data support an anti-inflammatory effect of
remifentanil in neonatal brain lesions.

We also investigated whether a functional neuroprotective effect of remifentanil could be
found in developing mice. In lesional conditions, remifentanil injection at P2 counterbalanced
the behavioral deficits observed in the negative geotaxis test in males and females and in the
grip test, especially in males. The tests used evaluate the motor activity and sensory
development.” In rodents, delayed sensorimotor reflexes during development may result from
hypomyelination of the subcortical white matter.”” In addition, 5 days after the injection of
ibotenate, the size of the lesion was significantly decreased in the remifentanil-treated mice.
Taken together, these data suggest that remifentanil, by protecting the cortical structure and

the white matter, preserved motor and proprioceptive integrative centers. Similarly, results

obtained with the geotaxis tests support that the functional link between the sensorimotor
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cortex and the thalamic nuclei that integrate the vestibular system information is preserved,
thus allowing the perception of rotation and vertical orientation. In the grip test, the effect of
the lesion is only detectable at P12 in females, but does not reach significance. This result can
be explained by muscle development of the upper limbs in females being less important than
in males. Gripping performance in females is therefore poorer than in males, and this is
particularly noticeable at P10 and P11. Consequently, a protective effect of remifentanil could
be more difficult to reveal in the female group, whereas it was significant in males. The open
field test performed at P18 did not reveal motor deficit in the injured mice of both sexes,
whether treated or not with remifentanil. These results are consistent with the very strong
cerebral plasticity described in rodents, particularly during the synaptogenesis period
occurring within the first three postnatal weeks.”' Such plasticity was shown to result in a
marked compensation of motor impairments induced by the lesion.”> However, because in the
open field mice are placed in a new environment, this test is also indicative of anxiety that can
be evaluated by the time spent in the center of the device in the first minutes. Our results
showed that females injured and treated with remifentanil spent more time in the central area
than injured animals that received NaCl, suggesting a less anxious state of remifentanil-
treated animals. Interestingly, this effect was also observed in males but only during the first 2
min. The involvement of opiate receptors in the regulation of emotional states, including
anxiety, has been previously shown.”

The present study provides the first evidence that the anti-apoptotic effects of
remifentanil on the developing mouse brain which were previously shown ex vivo are also
found in vivo in a neonatal model of excitotoxic lesions. This neuroprotective effect of
remifentanil is associated with a reduction of brain lesion size and prevention of several
behavioral deficits occurring during the first 18 days of life. Further experiments are being

planned to better understand the mechanisms involved in this neuroprotective effect.
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Figure legends

Fig 1: Effect of remifentanil exposure on postural righting reflex latency time and
physiological parameters in P2 neonates. (A) Time differences needed to turn over and
return to prone position between remifentanil-treated and control P2 mice. Pups received three
injections of remifentanil (50, 250, or 500 ng/g) or NaCl 0.9% and each test was performed
for 5 min. ***p<0.001, ****p < 0.0001 vs. NaCl, ee p < 0.01, eeee p < (0.0001 vs.
remifentanil (50 ng/g), #p < 0.05, ##p < 0.01 vs. remifentanil (250 ng/g) (two-way ANOVA,
Bonferroni post-test). (B) Respiratory frequency evaluated during a 1-min period in untreated,
remifentanil- (3 x 500 ng/g), and NaCl-treated P2 mice. **p < 0.01 vs. untreated, *p < 0.05 vs
NaCl (Kruskal-Wallis test). (C—E) Blood gas analyses (pH, pO,, and pCO,) performed in
remifentanil- (3 x 500 ng/g) and NaCl-treated P2 mice. **p < 0.01 (Mann—Whitney test). (F)
Effect of remifentanil anesthesia on heart rate in P2 pups. Representative electrocardiogram
tracing from P2 mice injected with remifentanil (3 x 500 ng/g) or saline (left panel).
Quantification of heart beats recorded during 1 min in remifentanil and control groups (right
panel) *p < 0.05 (Mann Whitney test). All values are expressed as mean = SEM. Number of

animals is indicated in parentheses.

Fig. 2: Effect of remifentanil exposure on ibotenate-induced ROS production and cell
death in neonate mice brain. (A—C) Photomicrograhs illustrating the intracortical site
injection at P2. (A) Visualization of cleaved caspase-3 immunoreactivity in P2 brain 5 h after
intracortical injection of saline. Arrow indicates the injection site in P2 cortex. (B)
CellTracker Red (CT-red) was used to retrieve the depth of injection site. Note the cavity
induced by the injection (*). (C) Overlay of A and B. Scale bar 400 um. (D) The ROS
production was assessed at 10 min and 5 h post-lesion by electron paramagnetic resonance
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spectroscopy in brain ipsilateral hemisphere of Ibo/NaCl and Ibo/remi groups and compared
to ROS production in unlesioned group. ## p < 0.01, # p < 0.05 vs. unlesioned group (Mann—
Whitney test). (E-G) Effect of remifentanil exposure (3 x 500 ng/g) on in situ caspase
activity in P2 cortex 5 h after ic ibotenate injection. Visualization of FITC-VAD-FMK signal
in cortex of (E) NaCl- or (F) remifentanil-treated P2 pups and injected with ic ibotenate. Note
a stronger FITC-VAD-FMK signal around the site of injection in the cortex of Ibo/NaCl pup
(E) as compared to Ibo/remifentanil pup (F). Scale bar 200 pm. (G) Remifentanil exposure
significantly decreased in situ caspase activity (FITC-VAD-FMK signal) in ibotenate-injected
pups (Ibo/remi). *p < 0.05 vs. Ibo/NaCl group (Mann—Whitney test). (H, I) Cleaved-caspase-
3 immunoreactivity visualized on P3 in two frontal successive brain sections from (H1-2)
NaCl- or (I1-2) remifentanil-treated pups and injected with ic ibotenate. Note that the
apoptotic signal in the injected side of the brain was weaker in the remifentanil-treated pup.
Scale bar 100 um. (J) Quantitative analysis on P3 of DNA fragmentation in brain extracts
from NaCl- or remifentanil-treated pups injected with ic ibotenate on P2 as compared to
unlesioned P3 pups. ## p < 0.01, #### p < 0.0001 vs. unlesioned group (Kruskal-Wallis test),
* p < 0.05 vs. Ibo/NaCl group (Mann—Whitney test). Values are expressed as mean = SEM.

Number of animals is indicated in parentheses.

Fig. 3: Effect of remifentanil exposure on reactive astrogliosis and lesion size induced by
ibotenate injection. (A, B) GFAP immunolabeling performed at P3 in frontal brain sections
from (A1-2) NaCl- or (B1-2) remifentanil-treated pups and injected with ic ibotenate at P2. In
the ipsilateral hemisphere of a NaCl-treated pup (Ibo/NaCl), significant red GFAP
immunostaining was visualized in the cortex (cx), thalamus (Th), striatum (Str), and areas
bordering the lateral ventricle (LV) (Al-2). In brain from a remifentanil-treated pup

(Ibo/remi), the GFAP signal appeared weaker (B1-2). White arrows mark sites of ibotenate
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injection performed at P2. Asterisks indicate white matter cysts. In Ibo/NaCl slice, blood
autofluorescence occurred in cyst. Arrowheads indicate GFAP immunolabeling observed
under the lateral ventricle. Scale bars: 500 um (A1, B1) and 50 um (A2, B2). (C) Quantitative
analysis of GFAP immunostaining detected in interior area bordering the lateral ventricle
(illustrated in A2 and B2 by arrowheads). * p < 0.05 vs. Ibo/NaCl group (Mann—Whitney
test). (D) Quantification by western blot of GFAP protein expression in cortical extracts from
P3 Ibo/NaCl and Ibo/remi pups. Representative immunoblots from cortical extracts are
shown. Densitometric measurements were normalized for B-actin. Values are expressed as
mean + SEM. * p < 0.05 vs. Ibo/NaCl group (Mann—Whitney test). (E) Cresyl violet-stained
section showing brain lesion induced by ibotenate injected at P2 and studied at age P7. Arrow
points to the neuronal loss in cortical layers II-VI and star indicates the white matter lesion
(cyst). LV, lateral ventricle. Scale bar 1 mm. (F) Effect of remifentanil exposure on lesion
size induced by ic ibotenate at P2 and studied at P7. The neuroprotective effect of
remifentanil against neonatal excitotoxic damage is significant in both male and female pups.
*p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001 vs. Ibo/NaCl group (Mann—Whitney test). Values

represent the mean + SEM. Number of animals is indicated in parentheses.

Fig. 4: Effect of remifentanil exposure on sensorimotor performances of mice neonates
injected with ibotenate at P2. (A, B) Quantification of negative geotaxis reflex in male (A)
and female (B) neonates. Time necessary to rotate 180° was measured at P6 to P8 in
unlesioned pups and ibotenate-injected pups exposed or not to remifentanil at P2. (C, D)
Quantification of the grasping reflex in male (C) and female (D) neonates. Time latency
before failing on the wire suspension test was measured at P10 to P12. Values are expressed

as mean £ SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 Ibo/remi vs. Ibo/NaCl, #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p <
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0.001 Ibo/NaCl vs. untreated (two-way ANOVA test, Bonferroni post-test). Values represent

the mean length of the lesions + SEM. Number of animals is indicated in parentheses.

Fig. 5: Effect of remifentanil exposure at P2 on sensorimotor performances of
unlesioned mice neonates. (A, B) Quantification of negative geotaxis reflex in male (A) and
female (B) neonates. Time necessary to rotate 180° was measured at P6 to P8 in untreated
pups and pups exposed or not to remifentanil at P2. (C, D) Quantification of the grasping
reflex in male (C) and female (D) neonates. Time latency before failing on the wire
suspension test was measured at P10 to P12. No differences were found (two-way ANOVA).

Values are expressed as mean = SEM. Number of animals is indicated in parentheses.

Fig. 6: Effect of remifentanil exposure in neonatal period on spontaneous motor activity
of P18 juvenile mice lesioned with ibotenate at P2. (A, B) Quantification over 30 min of the
total distance covered in the entire compartment (A, C) and the time spent in the center zone
by (B, D) males (A, B) and females (C, D). Animals were ic injected with ibotenate and
exposed or not to remifentanil at P2 and studied at P18. Displacements were measured for
three consecutive periods of 10 min. The time spent in the center was measured for the first
five consecutive periods of 1 min. Comparison of experimental groups was performed using a
two-way ANOVA analysis. Values are expressed as mean = SEM. Number of animals is

indicated in parentheses.

Fig.7: Effect of remifentanil exposure in neonatal period on spontaneous motor activity
of P18 juvenile unlesioned mice. (A, B) Quantification over 30 min of the total distance
covered in the entire compartment (A, C) and the time spent in the center zone by (B, D)

males (A, B) and females (C, D). Animals were injected with remifentanil or NaCl at P2 and
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studied at P18. Displacements were measured for three consecutive periods of 10 min. The
time spent in the center was measured for the first five consecutive periods of 1 min. No

differences were found (two-way ANOVA). Number of animals is indicated in parentheses.

Supplemental Digital Content 3, Fig. 1: Weight intake in male and female pups from P2
to P12. (A, B) Weight intake in male (A) and female (B) pups lesioned with ibotenate at P2
and injected with ip NaCl (Ibo/NaCl) or remifentanil (Ibo/remi). (C, D) Weight intake in
unlesioned male (C) and female (D) pups injected at P2 with NaCl or remifentanil.
Comparison of experimental groups was performed using a two-way ANOVA. Values are

expressed as mean £ SEM. Number of animals is indicated in parentheses.
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Supplemental Digital Content 1

Materials and Methods

Determination of plasma remifentanil concentrations

Only P2 pups ip injected with 3 x 500 ng/g of remifentanil were used. At 5 min after the last
injection, trunk blood from five pups was collected, pooled in a heparinized tube, and
immediately maintained on ice until remifentanil measurement. The quantification of
remifentanil from 14 plasma pools was investigated by combining reverse-phase high-
performance liquid chromatography analysis with tandem mass spectrometry. After
precipitation of plasma in methanol, samples were centrifuged (14 000 rpm, 5 min) and
supernatants were analyzed on a 0.21 X 50 mm Alltima HP C18 HL, 3 pm (Grace, Epernon,
France) at a constant flow rate (200 pl/min). The mobile phase consisted of a gradient
established over 5 min with 0.2% formic acid and 2 mM ammonium formate in acetonitrile.

The concentration of remifentanil was determined using a calibration curve.

Ibotenate administration: model of excitotoxic brain lesions

Ibotenic acid was purchased from Tocris Bioscience (Bristol, UK) and diluted in 0.1 M
phosphate buffered saline (PBS) containing 0.02% acetic acid. Intracortical (ic) injection of
ibotenate was performed on P2 pups immediately after the last ip injection of remifentanil
(500 ng/g) (Ibo/remi group) or NaCl (Ibo/NaCl group). In some experiments, a third group of
unlesioned and untreated pups was added (unlesioned group). As previously described,”
injection was given under a warming lamp using a 26-gauge needle mounted on a Hamilton
syringe microdispenser device. The needle was inserted 2 mm under the external surface of
scalp skin in the frontoparietal area of the right hemisphere, 2 mm from the middle in the

lateral-medial plane, and 2 mm anterior from the sagittal suture in the rostro-caudal plane.
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Two 1-ul boluses each containing 5 pg of ibotenate were injected 30 sec apart. After the
procedure, the pups were returned to their dams. Pilot injection tests were done with

CellTracker™ Red (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) to standardize the injection protocol.

Measurement of ROS production by electron paramagnetic resonance spectroscopy

The production of ROS was evaluated using electron paramagnetic resonance spectroscopy as
described by Kohlhauer et al.* P2 pups were sacrificed at 10 min and 5 h post-lesion. At the
same time, unlesioned P2 pups from the same litters were used. Five to seven pups from three
litters were included in each group. Brains from Ibo/NaCl and Ibo/remi groups were rapidly
dissected and a frontal section bracketing the ibotenate injection site was dissected. An
equivalent section was dissected from brain of unlesioned pups. Tissues were frozen in liquid
nitrogen and kept at —80°C until analysis. Tissues were homogenized (Polytron, Montreal,
Canada) in Krebs/HEPES buffer (pH 7.4) and incubated at 37°C for 60 min in the same buffer
containing chelators deferoxamine (25 mM) and diethyldithiocarbamate (5 mM), and spin
probe CMH (1-hydroxy-3-methocarbonyl-2,2,5,5-tetramethyl pyrrolidine hydrochloride; 500
mM; Noxygen, Hamburg, Germany). Then, samples were introduced into an insulin syringe,
frozen in liquid nitrogen, and kept at —80°C until electron paramagnetic resonance
measurement. Spectra of the oxidized product of CMH (CM°) were recorded at 77 K in a
liquid nitrogen-cooled Dewar, using an MS400 spectrometer (Magnettech, Berlin, Germany)
with the following acquisition parameters: microwave power 20 mW; microwave frequency
9.5 GHz; modulation amplitude 5 G; modulation frequency 100 kHz; gain 500; team sweep
time 60 sec; one scan. Intensity of the spectra was expressed in arbitrary units (AU) per

milligram of protein.
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In situ labeling and quantification of cortical caspase activity

For in situ labeling, caspase activity was visualized using the CaspACE FITC-VAD-FMK in
situ marker from Promega (Charbonniéres les Bains, France). This fluorescent caspase
inhibitor enters cells and is cleaved by activated caspases releasing the fluorescent FITC
group. P2 pups from Ibo/NaCl and Ibo/remi groups were sacrificed at 5 h post-lesion. Six
pups from three litters were included in each group. Brains were rapidly dissected to isolate
the cerebral hemisphere. Meninges covering the brain were carefully removed and the brain
was immediately placed into ice-cold artificial cerebrospinal fluid (aCSF) containing (in
mM): NaCl, 125; KCl, 3; CaCl,, 2; NaH,PO4, 1.2; NaHCOs, 26; D-glucose 10; pH 7.4.
Frontal sections (250 um) were cut at 4°C by using a vibratome VT1000S (Leica, France).
For each pup, two slices immediately adjacent to the site of ic injection were collected and
incubated with 10 uM CaspACE FITC-VAD-FMK for 20 min at 37°C in a humidified
incubator under controlled atmosphere of 5% CO,/95% air. Then, slices were washed three
times with warm aCSF and fixed overnight in 4% PFA in PBS. Labeling was visualized with
a Leica DMI 6000B microscope. Green signal visualized at the excitation and emission
wavelengths 485 and 520 nm, respectively, was acquired and saved in TIFF format using the
Metamorph image analysis station (Roper Scientific, Lisses, France). A region of interest
(ROI) around the site of injection was defined and the proportion of labeled area was

determined by image segmentation with the Metamorph analysis software.

Cleaved caspase-3 immunohistochemistry

P2 pups from Ibo/NaCl and Ibo/remi groups were sacrificed at 24 h post-lesion. For each P3
pup, two frontal slices (250 um) immediately adjacent to the site of ic injection were cut as
previously described. Brain slices were fixed with 4% PFA, incubated overnight at 4°C with

rabbit antibodies directed against cleaved caspase-3 (#9661, Cell Signaling Technology,
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Boston, MA, USA), and diluted (1:200) in PBS containing 1% bovine serum albumin and
0.1% Triton X-100. Sections were then rinsed twice with PBS for 20 min and incubated with
the same incubation buffer containing an Alexa Fluor® 488 donkey anti-rabbit IgG
(Invitrogen). The specificity of the immunoreaction was controlled by substituting the

primary antibodies by PBS.

Fragmented DNA detection by enzyme-linked immunosorbent assay

The presence of fragmented DNA after cell death was assessed by measuring the cytoplasmic
histone-associated DNA using a specific two-sided enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) with an anti-histone primary antibody and a secondary anti-DNA antibody according
to the manufacturer’s instructions (Cell Death Detection ELISA™ S, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). P2 pups from Ibo/NaCl and Ibo/remi groups were sacrificed at 24 h
post-lesion. At P3, brains from Ibo/NaCl, Ibo/remi, or unlesioned pups from the same litters
were rapidly dissected. Sixteen pups from four litters were included in each group. From each
right hemisphere, a frontal section (2-mm thickness) from either side of ibotenate injection
site was dissected for cell death detection ELISA assay. An equivalent section was dissected
from brain of unlesioned pups. Brain tissue was homogenized in 1 ml of lysis buffer and
incubated for 30 min at room temperature. After centrifugation to remove nuclei and cellular
debris, the cytoplasmic fractions were diluted 1:2 (vol:vol) with lysis buffer. Then, 20 ul from
each sample were transferred to a 96-well plate precoated with anti-histone antibody to which
80 pul immunoreagent mix were added. After incubation and washes, the wells were treated
with the chromogen 2,2’-azinobis (3-ethylbinzothiazoline) sulfonic acid as a substrate. The
color intensity was read at 405 nm, while that at 490 nm was used as a blank. The optical

density of each sample was normalized by each sample’s protein concentration.
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GFAP immunohistochemistry and western blot

For immunohistochemistry, five pups from Ibo/NaCl and Ibo/remi groups were sacrificed 24
h later. Brains were immediately fixed in 4% formalin for 7 days and embedded in paraffin.
Glial fibrillary acidic protein (GFAP, a marker of astrocytes) immunostaining was performed
on 7-um-thick slices using successively a goat anti-GFAP (sc-6170, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA; dilution 1:200) and an Alexa Fluor 594 donkey anti-goat
IgG (A-11058, Invitrogen; dilution 1:400). The specificity of the immunoreaction was
controlled by substituting the primary antibody by PBS.

Red signal was acquired and saved in TIFF format using the Metamorph image analysis
station. For each animal, ROI in the interior zone bordering the lateral ventricle of ibotenate-
injected hemisphere was defined and the proportion of labeled area was determined by image
segmentation with the Metamorph analysis software.

For western blot analysis, 13 pups from Ibo/NaCl and Ibo/remi groups and from four
litters were sacrificed 24 h later. Cortex from the ibotenate-injected hemisphere was rapidly
dissected and total proteins were extracted using 250 pl lysis buffer containing 1%
phosphatase inhibitor and 1% protease inhibitor. After centrifugation of the homogenates
(15000 xg, 4°C, 15 min), the supernatants were used for western blot. Protein extracts (75 pg)
were suspended in Laemmli buffer (100 mM Hepes, pH 6.8, 10% B-mercaptoethanol, 20%
SDS) and heated for 5 min. They were then loaded on 15% SDS-polyacrylamide gel and
electroblotted on nitrocellulose membrane. Commercial markers (BioRad, Marnes la
Coquette, France) were used as molecular weight standards. Membranes were incubated in
blocking solution (5% milk in Tris buffered saline containing 0.1% Tween 20) at room
temperature for 1 h, then overnight with goat anti-GFAP (sc-6170; 1:1000). After incubation
with the corresponding secondary antibodies coupled with peroxidase (donkey anti-goat, sc-

2033, Santa Cruz Biotechnology; dilution 1:10000), proteins were visualized using enhanced
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chemiluminescence ECL Plus immunoblotting (BioRad). To check equal protein loading,
membranes were stripped and reprobed with mouse [-actin antibodies (A5441, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA; 1:5000). The intensity of the immunoreactive bands was

quantified using a blot analysis system (BioRad), and data were expressed as GFAP/B-actin.

Determination of lesion size

Thirty-two Ibo/NaCl and 32 Ibo/remi pups from eight litters were sacrificed by decapitation 5
days after ic ibotenate injection. Brains were immediately fixed in 4% formalin for 7 days and
embedded in paraffin. Coronal sections (7-um thick) were cut and stained with cresyl violet to
determine the maximal extent of the lesion. Previous reports have shown an excellent
correlation between the maximal radial, lateral-medial, and fronto-occipital diameters of
ibotenate-induced lesions.”® Therefore, sectioning the entire brain in the coronal plane
provided an accurate and reproducible determination of the maximal fronto-occipital diameter
of the lesion, which was used as an index of lesion size. Two investigators blinded to the

treatment groups (CC and FT) determined the lesion size in each brain.

Behavioral assessments of neonate mice sensorimotor development

In the first set of experiments the effect of remifentanil was evaluated in the lesional model,
and in a second set the proper effect of remifentanil was evaluated in unlesioned pups. A third
group of untreated P2 pups was included in both sets of experiments. Pups from seven litters
were experimental subjects (11-20 pups per experimental group). Males and females were
randomly assigned to the different groups. The measures of sensorimotor development were
assessed by negative geotaxis and suspension tests according to methods described by Altman
and Sudarshan.” The pups were weighed and tested between 09:00 and 11:00 h. Negative

geotaxis is a postural reaction bringing the animal in the upright position when it is placed
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downward. The animals were placed on a 20° tilted plane, with their head facing down, and
the mean time to realize a full rotation of 180°, face up, was measured in each group. The
negative reflex was assessed from P6 to P8. For the suspension test, a nylon thread was
suspended 15 cm above a soft surface. Pups were gently held and their forepaws were brought
into contact with the thread to provoke a grasping reflex. The mean time the pups were able to
hold onto the thread with their forepaws was recorded. Grasping reflex/grip strength was

measured from P10 to P12.

Juvenile mouse behavior in open field

P2 lesioned (Ibo/NaCl and Ibo/remi groups) and unlesioned (NaCl and remi groups) pups
were observed for exploratory and locomotor activity at P18. All tests were performed
between 09:00. and 13:00 h. Total distance travelled in an open field during a 30-min period
was recorded using an automated image analysis system (Ethovision XT9.0, Noldus
Information Technologies, Vageningen, The Netherlands). Animals were isolated for 10 min
in individual cages before being placed in the experimental device (40 x 40 x 30 cm) and
behavior was videotaped for later analysis. When mice are introduced in the open field, they
are inclined to explore mainly the peripheral zone of the apparatus. This tendency to remain
close the wall, called thigmotaxis, was shown to be selectively sensitive of the action of
anxiolytic drugs and is considered as an index of anxiety in rodent.® After a 5-min period of
habituation, thigmotaxis was assessed by the time spent in the central area of the open field
(30 x 30 cm) during five successive 1-min periods. Four animals could be tested in parallel,

and male and female mice were tested separately.
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. n independents p value
Experiments Test .
experiments *p<0_05; **p<0_01; ***p<0_001’ ****p<0_0001
At 0 min
remi 500 ng/g vs NaCl p= ***%*
remi 250 ng/g vs NaCl p= ***%*
remi 500 ng/g vs remi 50 ng/g p= eee*
remi 250 ng/g vs remi 50 ng/g p= *e*
At S min
remi 500 ng/g vs NaCl p= #***
_ remi 250 ng/g vs NaCl p= ****
Rightine reflex Two-way ne Zg_rziiNSa(flr’l / remi 500 ng/g vs remi 50 ng/g p= *ee*
lagtenc§ time ANOVA, n= 19 remi 250 ngg/gé remi 250 ng/g vs remi 50 ng/g p= *e*
(Fig. 1A) Bonferroni n= 22 remi 500 ng/ ’ At 10 min
& post-test - &/8 remi 500 ng/g vs NaCl p= ****
remi 250 ng/g vs NaCl p= ****
remi 500 ng/g vs remi 50 ng/g p= eeee
remi 250 ng/g vs remi 50 ng/g p=0.0074 -
remi 500 ng/g vs remi 250 ng/g p= 0.0053 ##
At 15 min
remi 500 ng/g vs NaCl p= ****
remi 250 ng/g vs NaCl p= 0.0002%**
remi 500 ng/g vs remi 250 ng/g p= 0.0181#
l:neosggjz(r)l?sl Kruskall- =7 remi vs untreated p= 0.0015**
(Fig, 1B) Wallis test - remi vs NaCl p= 0.0134*
B;r‘:;’ld Sgiass Mann g Fig. 1C p= 0.0047 **
(Fig. 1 é’_D_E) Whitney test - Fig 1D p= 0.0074 **
Heart rate Mann _ _ %
(Fig. 1F) Whitney test n=9 p=00142
unlesioned n=7 At10 min
- i - *k
ROS production Mann At10 minn=6 Ibo/NaCl.vs unle519ned p=0.0047 %
(Fig. 2D) Whitnev test At 5 hours n=5 Ibo/remi vs unlesioned p= 0.0303
& y - At 5 hours
Ibo/NaCl vs unlesioned p= 0.0025 **
in situ caspase
. Mann _ _ «
(?:Citngl%’) Whitney test n=6 p=0.0411
Mann Mann Whitney test
DNA . Ibo/remi vs Ibo/NaCl p= 0.0275 *
. Whitney test .
fragmentation and Kuskall- n=16 Kuskall-Wallis test
(Fig. 2]) Wallis test Ibo/NaCl vs unlesioned p= ####
Ibo/remi vs unlesioned p= 0.0014 ##
Quantitative
. Mann _ _ «
analEIFsilé 03fC(;FAP Whitney test n=>5 p=0.0159
WB GFAP Mann _ _ «
(Fig. 3D) Whitney test n=13 p=0.0355
Ibo/remi vs Ibo/NaCl (both gender)
Size lesi n=32 p=0.0003 ***
ize lesion .
Ibo/NaCl: o'=14; Ib Ibo/NaCl
induced by Mann o/Na _12? O/I‘eI;_l ‘(/)SOO(l)é *i ()
11()Foiter;z;c)e Whitney test Ibo/remi: '=15; ¢ Ibo/remi vs Ibo/NaCl (%)
& =17 p=0.0420 *
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. n independents p value
Experiments Test .
experiments *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001, ****p<0.0001
Two-way ANOVA p <0.001
P6
Negative Two-wa Ibo/NaCl vs unlesioned p= 0.0405 #
geotaxis of male ANOVAy P7
mice with Bonferro,ni n=20 Ibo/NaCl vs unlesioned p= 0.0369 #
ibotenate ost-test Ibo/remi vs Ibo/NaCl p= 0.0335 *
(Fig. 4A) p P8
Ibo/NaCl vs unlesioned p= 0.0097 ##
Ibo/remi vs Ibo/NaCl p= 0.0078 **
Two-way ANOVA p <0.001
Negative Two-wa P6
geotaxis of ANOVAy Ibo/NaCl vs unlesioned p= 0.0002###
female mice Bonferro'ni n=17 Ibo/remi vs Ibo/NaCl p= 0.0021**
with ibotenate ost-test P7
(Fig. 4B) p Ibo/NaCl vs unlesioned p= 0.0005 ###
Latency before Two-way
falling of female | - gy, Two-way ANOVA p= 0.0054
mice with . n=20
. Bonferroni
ibotenate post-test
(Fig. 40)
Latency before
falling of female Two-way
: - ANOVA, Two-way ANOVA p=0.5160
mice with . n=17
. Bonferroni
ibotenate post-test
(Fig. 4D)
Negative _
geotaxis of male Two-way unltlr:glti(i 11_311 Two-way ANOVA p=0.3988
mice unlesioned ANOVA remi n: 13
(Fig. 5A) -
Negative
geotaxis of Two-way untreated n=15 Two-way ANOVA p= 0.2944
female mice NaCln=15
unlesioned ANOVA remin=16
(Fig. 5B)
Latency before _
falling of female Two-way un;r;gfi(i ri;ll Two-way ANOVA p=0.9683
mice unlesioned ANOVA romi n: 13
(Fig. 5C) "
Latency before _
falling of female Two-way un;r;calti(i 2;15 Two-way ANOVA p=0.9608
mice unlesioned ANOVA romi n: 16
(Fig. 5D) -
Spontaneous
motor activity at Fig. 6A Distance covered
P18 in males Two-way n=20 Two-way ANOVA p=0.7491
with ibotenate ANOVA - Fig. 6B Time spent in the center
(Fig. 6A-B) Two-way ANOVA p=0.2646
Spontaneous
motor activity at Fig. 6C Distance covered
P18 in females Two-way n=18 Two-way ANOVA p=0.0693
with ibotenate ANOVA - Fig. 6D Time spent in the center
(Fig. 6C-D) Two-way ANOVA p=0.0054
m(S)It)(())rn;iItli(\e/(i)tl; Sat Fig. 7A Distance covered
P18 in males Two-way NaCln=10 .TWO_W.ay ANOVA.p= 0.8358
unlesioned ANOVA remin=12 Fig. 7B Time spent in the center
(Fig. 7 A-B) N Two-way ANOVA p=0.1413
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Experiments

Test

n independents
experiments

p value

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001, ****p<0.0001

Spontaneous
motor activity at
P18 in females
unlesioned
(Fig. 7 C-D)

Two-way
ANOVA

NaCl n=15
remin=13

Fig. 7C Distance covered
Two-way ANOVA p=0.3415
Fig. 7D Time spent in the center
Two-way ANOVA p=0.6986

Weight intake in
male with
ibotenate

(Supplementary

Fig. 1A)

Two-way
ANOVA

Two-way ANOVA p< 0.0001

Weight intake in
female with
ibotenate
(Supplementary
Fig. 1B)

Two-way
ANOVA

Two-way ANOVA p=0.1414

Weight intake in

male unlesioned

(Supplementary
Fig. 1C)

Two-way
ANOVA

n=13

Two-way ANOVA p= 0.8242

Weight intake in
male with
ibotenate

(Supplementary

Fig. 1D)

Two-way
ANOVA

n=15

Two-way ANOVA p= 0.4938
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A B
Two-way ANOVA Ibo/NaCl (21) Two-way ANOVA Ibo/NaCl (17)
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DISCUSSION & PERSPECTIVES

L’essor de la néonatologie a permis de repousser les limites de prise en charge du
nouveau-né prématuré et d’améliorer la qualité des soins lors de I’hospitalisation. Ces
progrés ont permis la diminution de la morbi-mortalité néonatale du prématuré (Stoll et al.,
2015). La prématurité reste néanmoins pourvoyeuse de nombreuses complications chez
I’enfant en devenir, notamment au niveau cérébral. La mise en pratique de stratégies de
neuroprotection du cerveau immature est par conséquent un enjeu considérable pour la
médecine néonatale du 21°™ siecle. L’origine des lésions cérébrales liées a la prématurité
étant multifactorielle, une approche holistique est donc nécessaire pour améliorer le devenir
neurologique du prématuré. En effet, si une seule intervention a visée neuroprotectrice ne
semble pas suffisante, I'association de plusieurs interventions pourrait permettre la
diminution des séquelles neurodéveloppementales. Parmi ces interventions, I'administration
anténatale de sulfate de magnésium en cas de menace d’accouchement prématuré est une
action simple dont I'efficacité a été démontrée (Oddie et al., 2015). Une autre approche est
de limiter la prescription de médicaments possiblement délétéres pour le
neurodéveloppement. La potentielle neurotoxicité des agents anesthésiques sur le cerveau
immature oblige le néonatologiste a évaluer la balance bénéfice/risque de chaque molécule
et de prescrire I'anesthésique le moins toxique chez le nouveau-né. L’évaluation des agents
anesthésiques chez I’Animal et chez 'Homme est donc essentielle pour améliorer les
pratiques en néonatologie et, in fine, la trajectoire neurodéveloppementale des enfants nés

prématurés.

Les travaux entrepris au cours de cette these s’inscrivent dans le cadre de I'effort de
recherche pour la neuroprotection du prématuré et comportent une partie de recherche
clinique et une partie de recherche fondamentale. Nous avons évalué a I’adge scolaire les
enfants inclus dans l'essai randomisé contr6lé Premag et ayant été exposés avant
I’'accouchement au sulfate de magnésium ou a un placebo. Nous avons également analysé in
vivo 'effet du rémifentanil, morphinique de synthése utilisé en période périnatale, sur le

cerveau immature de souriceaux en contexte lésionnel.
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I Devenir a I'dge scolaire d’enfants nés prématurés exposés au
sulfate de magnésium en anténatal a visée neuroprotectrice (essai

randomisé controlé Premag)

L'impact neuroprotecteur de I'exposition au sulfate de magnésium sur le cerveau
immature a été évalué chez I'’Animal par de nombreuses études précliniques et chez
'Homme par des études observationnelles et cing essais randomisés contrdlés
multicentriques. Ces essais randomisés ont fait I'objet de méta-analyses (Conde-Agudelo et
Romero, 2009 ; Costantine et al., 2009 ; Doyle et al., 2009a, 2009b ; Oddie et al., 2015 ; Zeng
et al.,, 2016) concluant également a un effet bénéfique sur le devenir neurologique de

I'enfant a deux ans.

Six cent quatre-vingt-huit foetus avaient été inclus dans I'essai randomisé frangais
Premag, dont 352 avaient été exposés au sulfate de magnésium. Le suivi a deux ans de la
cohorte avait permis la mise en évidence d’un effet protecteur, mais non significatif, du
magnésium sur les anomalies motrices et cognitives. En effet, la diminution des anomalies
motrices approchait de la significativité (p = 0,06), et les critéres combinés (décés associé au
retard moteur ou a la paralysie cérébrale ou au retard cognitif) étaient moins fréquents dans
le groupe MgS0O, que dans le groupe placebo (Marret et al., 2007, 2008).

Le suivi a long terme des enfants inclus dans |’essai Premag s’avérait nécessaire :

- d’une part afin de s’assurer de I'absence d’effet délétére du sulfate de magnésium
chez I'enfant exposé. En effet, I'action d’'une molécule sur le cerveau en développement
peut avoir des effets multiples, a la fois bénéfiques mais aussi déléteres. Par exemple, il a été
démontré au sein de notre équipe de recherche que le NMDA avait un effet double sur le
cortex immature de souris dgées de 2 jours: pro-nécrotique dans les couches neuronales
profondes (les plus matures) et anti-apoptotique dans les couches superficielles (les plus
immatures) (Desfeux et al., 2010).

- d’autre part afin d’évaluer leur devenir neurologique. En effet, la mise en évidence
de troubles moteurs mineurs et de troubles cognitifs est plus fiable a 10 ans qu’a 2 ans et
affirmer I'absence de paralysie cérébrale a 2 ans peut s’avérer difficile.

Le suivi a long terme de la cohorte Premag a donc permis d’analyser le devenir

neurologique des enfants nés prématurés avant 33 SA et exposés au sulfate de magnésium
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en période anténatale. Les devenirs sensoriel et cognitif, les troubles du langage, de
I'alimentation et du sommeil ne semblent pas modifiés par I'exposition anténatale au
magnésium a I'age scolaire. En revanche, le devenir moteur est meilleur, les troubles du
comportement, notamment les syndromes d’hyperactivité, sont diminués, les difficultés
scolaires sont moins importantes et les parents ont un meilleur ressenti de la santé de leur
enfant dans le groupe sulfate de magnésium.

Ce travail représente le premier suivi a long terme d’une cohorte d’enfants exposés
au magnésium en période anténatale (Chollat et al., 2014), le suivi de la cohorte ACTOMgSO,
a été publié secondairement en 2014 (Doyle et al., 2014a). Aucun effet délétere sur le
développement neurologique, qui aurait pu s’opposer au bénéfice démontré a 2 ans, n’a été
retrouvé. Une tendance neuroprotectrice du magnésium a été mise en avant, confortant
ainsi I'analyse des données périnatales et du suivi a 2 ans. L’évaluation a 10 ans révele
également un effet bénéfique sur la survenue de troubles du comportement et le devenir
scolaire. Ces éléments rassurants sont des arguments supplémentaires pour promouvoir au

mieux |"utilisation du sulfate de magnésium dans les situations d’accouchement prématuré.

B Limites del’étude

Les résultats de I'étude doivent toutefois étre nuancés, car le suivi a long terme de la

cohorte Premag présente certaines limites.

L1.1 Limites liées a I’étude initiale

Tout d’abord, la puissance statistique est une des limites importantes de I'essai
Premag. Du fait des difficultés a maintenir un niveau de recrutement élevé, I'inclusion des
patientes a été suspendue six ans apres le début de I'essai (juillet 1997-juillet 2003), alors
qgue seules 564 meres avaient été incluses permettant la randomisation de 688 fcetus, soit
62% de la taille cible de I'effectif (1162 patients). Seuls les enfants nés de méres ayant eu
une menace d’accouchement prématuré, avec ou sans rupture des membranes, avaient été
inclus; les maladies vasculaires étaient un critére de non-inclusion dans un souci
d’homogénéité d’effectif et afin de restreindre I'étude aux patients les plus a risque de
développer des troubles neurologiques. En incluant ces patientes, la taille de |'effectif aurait

pu étre augmentée. En effet, les maladies vasculaires liées a la grossesse sont la cause
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principale des naissances prématurées avant 33 SA, représentant un tiers des naissances
prématurées (Larroque et al., 2003).

De plus, le nombre de sujets nécessaires avait été calculé pour détecter une
diminution de 50% du risque d’anomalies sévéres de la substance blanche a I'’échographie
transfontanellaire, définies par la présence de leucomalacie périventriculaire kystique, d'une
hémorragie périventriculaire parenchymateuse ou d’une lésion porencéphalique, (critére de
jugement principal de I'étude). Il a été prouvé que le taux de leucomalacies cavitaires a
franchement diminué depuis les années 1990 (van Haastert et al., 2011), alors que les
Iésions diffuses de la substance blanche ont tendance a augmenter (Back, 2006). Compte
tenu de cette évolution des lésions cérébrales, le nombre de sujets nécessaires pour le
critére de jugement principal est donc probablement sous-estimé. Par ailleurs, I'évaluation
échographique ne permet pas de visualiser correctement les formes diffuses de la maladie
de la substance blanche et la corrélation anomalie sévere de la substance blanche (comme
définie dans I'essai initial) /survenue de paralysie cérébrale est mauvaise. En effet, dans cet
essai, seule moins de la moitié des enfants atteints de paralysie cérébrale présentait une
anomalie sévere de la substance blanche diagnostiquée par une échographie
transfontanellaire. L’évaluation systématique du parenchyme cérébral par IRM lors d’essais
de neuroprotection pourrait améliorer le dépistage des anomalies de la substance blanche.

La puissance de I'essai pour le suivi a long terme (critére de jugement principal :
paralysie cérébrale) est seulement de 14%. Pour obtenir une puissance de 80%, avec un
risque alpha de 5% il aurait fallu évaluer 2122 patients par groupe soit un effectif global de
4244 patients, c’est a dire un échantillon dix fois plus important.

Par ailleurs, les patientes ont été incluses pendant 6 ans alors que le suivi a long
terme s’est déroulé sur 2 ans. Il existe donc une hétérogénéité de I'age des enfants lors de la
réponse au questionnaire (entre 7 ans et 9 mois et 14 ans et 4 mois). Cette longue durée
d’inclusion peut aussi étre a l'origine d’un biais de sélection. En effet, les pratiques
obstétricales et néonatales évoluent, et les prises en charges des patients ont pu étre
différentes entre le début et la fin de la période d’inclusion, modifiant potentiellement le
devenir développemental des patients. Toutefois, la randomisation a 'inclusion permet de

minimiser ce biais.
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Enfin, le protocole Premag prévoyait une injection unique de quatre grammes de
sulfate de magnésium alors que les autres études évaluant |'effet neuroprotecteur du
magnésium proposaient une dose d’entretien d’un gramme par heure pendant 12 heures
aprés la dose de charge initiale. S’il existe un effet-dose du sulfate de magnésium sur le
devenir neurologique, I'impact bénéfique attendu du sulfate de magnésium pourrait étre

moins important en cas de dose de charge unique comme dans |'essai Premag.

L1.2 Limites liées au questionnaire

L’évaluation neurologique des patients par questionnaire présente un avantage
logistique et financier certain en comparaison a une évaluation médico-psychologique lors
d’une consultation hospitaliére. || permet également de s’affranchir de la collaboration
active des 13 centres ayant inclus des patients. Organiser une consultation, convaincre des
pédiatres qui n’avaient probablement pas participé a I'étude initiale, et monopoliser un
« espace » de consultation au sein de programmes souvent surchargés auraient été des
contraintes inhérentes au suivi médical a long terme.

Mais I'utilisation d’un questionnaire rempli par les parents comporte des limites. Les
diagnostics élaborés a partir du questionnaire sont moins précis que ceux résultant d’'une
consultation. Plusieurs éléments peuvent fausser les réponses au questionnaire comme la
barriere de la langue et/ou de I'écriture, la mauvaise compréhension des questions, le
regard subjectif des parents et la véracité des réponses. Néanmoins, les questionnaires
parentaux ont I'avantage d’étre des outils simples, peu colteux et fiables pour évaluer le
suivi a long terme des enfants (Wilson et al., 2000 ; Bortolus et al., 2002 ; Riley, 2004 ;
Flamant et al., 2011).

Par ailleurs, le questionnaire avait été initialement élaboré pour un suivi a I'age de 10
ans. Les outils utilisés pour la création de la grille sont validés pour des tranches d’age
précises : le K-ABC pour les enfants de 2 ans et demi a 12 ans et demi, le WISC-IV de 6 ans a
14 ans, le SDQ de 3 a 16 ans et le questionnaire de suivi EPIPAGE 1 concernait les enfants de
8 ans. Certains patients suivis ne sont pas exactement dans la cible. Afin de valider le
questionnaire sur la tranche d’age concernée (7 ans et 9 mois — 14 ans et 4 mois), il aurait
fallu tester la grille aupres d’un échantillon témoin d’enfants nés a terme et ne présentant

pas de trouble neurodéveloppemental.
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Enfin, le questionnaire est propre a I'étude francaise. Compte tenu du manque de
significativité de I’étude, il aurait été judicieux de combiner les données de I'étude
australienne et néo-zélandaise a celles de I'étude francaise dans le cadre d’une méta-
analyse, comme cela avait déja été fait pour le suivi a deux ans (Doyle et al. 2009). Mais
comme le suivi a long terme de la cohorte ACTOMgSO,4 repose sur une évaluation clinique et
celui de la cohorte francaise sur un questionnaire parental, une telle méta-analyse n’est pas
possible. Un questionnaire commun au suivi des cohortes Premag et ACTOMgSO, aurait été

un outil précieux pour une étude internationale de qualité.

L1.3 Limites liées aux perdus de vue

Malgré les nombreuses démarches mises en ceuvre pour retrouver les patients de la
cohorte, 26,9 % des patients étaient perdus de vue a I’'age scolaire, et 'effectif étudié est
donc restreint a 431 patients. Le biais de perdus de vue est a considérer dans I'analyse des
données. L'absence de différence significative des caractéristiques générales des patients
suivis et perdus de vue permet néanmoins d’affirmer que les perdus de vue sont
comparables aux patients suivis, notamment en termes d’exposition au sulfate de
magnésium. En revanche, la réduction de la taille de I’échantillon entraine une diminution de
la puissance statistique du test. Pour optimiser le suivi, et ainsi réduire le nombre de patients
perdus de vue, I'anticipation de I'étude a long terme aurait été pertinente. Mentionner le
suivi a 10 ans dans le protocole de recherche clinique initial et en informer les parents a
I'inclusion, anticiper les changements d’adresse des familles en les contactant régulierement
pour s’assurer des bonnes coordonnées postales... auraient été des modalités a envisager

lors de I’élaboration de I’étude initiale.

L1.4 Limites liées a la représentativité du groupe contréle

Afin d’extrapoler les résultats obtenus au sein de la cohorte Premag a la population
générale, les taux des déficits neurologiques du groupe contrdle doivent étre représentatifs
des taux de la population générale des enfants nés prématurés avant 33 SA entre 1997 et
2003. Le groupe controle a alors été comparé a la cohorte EPIPAGE 1. Deux mille trois cent
quatre-vingt-deux enfants nés entre 22 et 32 semaines d’aménorrhée, issus de 9 régions
francaises en 1997 ont été inclus dans la cohorte EPIPAGE 1 et 1817 ont été suivis a 5 ans

(Larroque et al.,, 2008). Les taux de paralysie cérébrale, de déficit sensoriel et de
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redoublement sont moins élevés dans la cohorte EPIPAGE 1 que dans le groupe placebo de
la cohorte Premag. En revanche, les taux d’enfants atteints de troubles du comportement,

d’hyperactivité ou les types de scolarisation sont comparables (Tableau 4).

Premag
EPIPAGE 1
Placebo MgSO,
Paralysie cérébrale 9 15,5 13,3
Déficit sensoriel
Visuel 3 46 48,2
Auditif <1 6,6 4,1
Trouble du comportement (SDQ)
Score global 20 20,2 16,5
Hyperactivité 17 20,2 17,4
Scolarité

Redoublement 18 25,5 17,6
Classe ordinaire 95 94,3 94,3
Classe spécialisée 3 3,8 3,3
Institut spécialisé 2 1,9 1,8

Tableau 4 : Comparaison des devenirs neurologiques et scolaires des cohortes EPIPAGE 1 et Premag
Les valeurs sont exprimées en %. D’apres Larroque et al. 2008 et Chollat et al., 2014.

Les critéres composites, créés a partir des réponses au questionnaire, peuvent étre
mis en cause et entrainer une surestimation des taux de survenue des troubles
neurologiques dans la cohorte Premag :

-pour la paralysie cérébrale, le critere composite s’appuie sur une graduation
fonctionnelle du handicap, adoptée notamment pour la cohorte EPIPAGE 1 : incapacité de
marcher, marche avec aide et marche sans aide. L'absence de doublon et de patient
comptabilisé dans plusieurs groupes a été vérifiée. Il existe donc une proportion plus
importante d’enfants atteints de paralysie cérébrale dans la cohorte Premag a 10 ans que

dans la cohorte EPIPAGE 1 a 8 ans.
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- pour le déficit auditif, I'étude EPIPAGE 1 retient une perte auditive sévere de 70 dB
alors que pour Premag le critére comprend un critéere de jugement subjectif des parents
(question 10 : « Votre enfant entend-il bien ? »), et un critére objectif (question 11 : « Votre
enfant porte-t-il actuellement un appareil pour mieux entendre ? »).

- pour le déficit visuel, le critere est probablement surestimé dans I'étude Premag. Le
critére composite comprend tous les enfants porteurs de lunettes ou ayant une rééducation
orthoptique, alors que pour EPIPAGE 1 seuls les enfants avec une acuité visuelle bilatérale <
3/10 étaient classés comme présentant un déficit visuel. Ces limites sont inhérentes a la
nature méme du questionnaire, les parents ne pouvant pas fournir des informations
médicales aussi précises que la mesure d’acuité visuelle.

Le taux de redoublement est plus élevé dans la cohorte Premag, et cette
augmentation ne semble pas étre imputable au questionnaire.

La différence des taux de survenue des déficits neurologiques entre les cohortes
Premag et EPIPAGE 1 peut aussi étre expliquée par les différences de critéres d’inclusion des
essais. En effet, dans Premag, les femmes présentant une pathologie vasculaire liée a la
grossesse (prééclampsie, retard de croissance intra-utérin, HELLP syndrome ou hématome
rétroplacentaire) étaient exclues de I'essai. Les infections materno-foetales et les ruptures
prolongées des membranes sont donc plus représentées dans la cohorte Premag que dans
celle d’EPIPAGE 1. Les pathologies obstétricales vasculaires ne sont pas associées a la
survenue de paralysie cérébrale, contrairement au sexe masculin, a la chorioamniotite ou a
la rupture prolongée des membranes (Beaino et al., 2010). Les cohortes Premag et EPIPAGE
1 ne sont donc pas parfaitement comparables, notamment car les critéres d’inclusion sont
différents. Il existe un biais de sélection qui pourrait expliquer le moins bon devenir
neurologique du groupe contrble de la cohorte Premag par rapport a celui de la cohorte
EPIPAGE 1.

1.2 Inteéréts de | ’étude

Premag est la premiere étude qui évalue a long terme l'effet du sulfate de
magnésium, utilisé dans un but de neuroprotection, chez I'enfant né grand prématuré. En
effet, sur les cing essais évaluant I'effet de I'exposition anténatale au sulfate de magnésium

chez le grand prématuré, seuls les essais francais (Premag) et australien (ACTOMgSO,) ont
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bénéficié d’un suivi a long terme. Le suivi a 10 ans de la cohorte Premag est le premier a
avoir été finalisé et publié.

Un des points forts de I'étude est sa conception méme. En effet, Premag est une
étude prospective, randomisée, multicentrique, en simple aveugle et réalisée en intention
de traiter.

De plus, I'essai a permis le suivi d’enfants nés prématurément avant 33 semaines
d’aménorrhée, jusqu’a I'dge de 14 ans. Le devenir neurologique des enfants nés prématurés
est souvent évalué jusqu’a 8 ans, mais peu d’études évaluent les patients aprés I'dge de 10
ans. Par exemple, Moster et collaborateurs avaient évalué a I'age adulte une cohorte
d’enfants nés prématurés entre 1967 et 1983 (Moster et al., 2008) et un suivi a 11 ans avait
été programmé pour I'étude épidémiologique EPICure (enfants nés prématurément avant 26
semaines d’aménorrhée, en Grande-Bretagne et en Irlande, en 1995) (Johnson et al., 2009).

Les efforts mis en ceuvre pour retrouver les patients ont permis de minimiser le taux
de perdus de vue (seulement 26,9% pour le suivi a 10 ans). Pour I’étude EPICure, il existait
29% de perdus de vue a 11 ans (Johnson et al., 2009) et 35% a 8 ans pour EPIPAGE 1
(Larroque et al., 2011). Le taux de patients suivis est donc aussi un des atouts de I'étude.

Le suivi a long terme des enfants ne met pas en évidence d’effet délétere lié a
I'exposition anténatale au sulfate de magnésium, notamment sur le devenir cognitif,
comportemental, scolaire et sensoriel. L'effet bénéfique du sulfate de magnésium sur les
troubles moteurs, mis en évidence par les études randomisées, semble confirmé par le suivi
a long terme. Il semble méme exister un bénéfice sur les troubles du comportement,
notamment I’hyperactivité, et la scolarité des enfants.

Par ailleurs, il faut noter que parmi les patients suivis, dans le groupe MgS0O, le poids
de naissance est significativement diminué et la proportion de patients de sexe masculin est
significativement plus importante par rapport au groupe placebo. Ces facteurs sont connus
pour étre associés a un exces de déficits neurologiques et sont donc des facteurs de
confusion. Les comparaisons des déficits neurologiques ont été ajustées notamment sur le
poids de naissance, mais pas sur le sexe masculin. Ainsi, I'effet bénéfique du magnésium
pourrait donc étre sous-estimé dans cette étude. L'ajustement sur le sexe améliorerait peut-

étre la significativité de certains résultats.
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Les résultats de cette étude confortent |'effet neuroprotecteur de Iinjection
anténatale de sulfate de magnésium en cas de menace d’accouchement prématuré,
préalablement démontré par les essais randomisés et les méta-analyses. Le suivi a long
terme de la cohorte Premag est un élément supplémentaire en faveur de I'utilisation en

routine du sulfate de magnésium.

B Comparaison avec le suivi a I'dge scolaire de [’essai ACTOMgSO,

Lors de l'essai ACTOMgSO,;, 1062 femmes enceintes avait été initialement
randomisées, soit 1235 feetus. A I'age scolaire, 334 enfants exposés au sulfate de magnésium
et 335 enfants exposés au placebo ont pu étre évalués (Doyle et al.,, 2014a). Aucun effet
significatif du sulfate de magnésium n’a été mis en évidence sur le devenir neurologique,
notamment les troubles cognitifs, les troubles du comportement ou les troubles moteurs.
Comme pour le suivi a I'age scolaire de Premag, le taux de perdus de vue reste élevé (23%)
ce qui peut diminuer la puissance de I'essai. De maniere similaire, la caféine administrée
pour prévenir les apnées du nouveau-né prématuré les premieres semaines de vie réduisait
le taux de paralysie cérébrale et de retard de développement a 18 mois (Schmidt et al.,
2012), mais cet effet n’était pas retrouvé a 5 ans (Schmidt et al., 2012 ; Doyle et al., 2014c).
De facon générale, les facteurs sociaux et environnementaux influencent grandement le
développement de I'enfant et peuvent contribuer a la difficulté de confirmer I'effet a long
terme d’un traitement administré précocement. Il faut néanmoins rappeler que ni I'étude
Premag, ni ACTOMgSO, n’avaient un effectif suffisant pour démontrer une différence
significative a 2 ans sur la paralysie cérébrale. Seules les méta-analyses de I'ensemble des
essais randomisés avaient mis en évidence un effet bénéfique du sulfate de magnésium sur
la survie sans paralysie cérébrale. De plus, une diminution non significative de la mortalité a
été observée a I'age scolaire dans le groupe magnésium par rapport au groupe placebo (14%
versus 18%, p=0,08). Une méta-analyse des deux suivis prolongés aurait pu permettre
d’apporter des réponses supplémentaires, mais I'étude francaise s’appuyant sur des
guestionnaires parentaux et I'étude australienne et néo-zélandaise sur des observations
directes, il ne parait pas possible de combiner 'ensemble des données. Il faut également
souligner I'absence d’effet délétere retrouvé a I'dge scolaire en cas d’exposition au sulfate

de magnésium a la fois dans I'essai ACTOMgSO4 et dans I’essai Premag.

207



DISCUSSION & PERSPECTIVES

[.4  Utilisation du sulfate de magnésium en France et a [’étranger

En 2011, seulement 2% (21/1020) des nouveau-nés prématurés avant 27 SA et inclus
dans EPIPAGE 2 avaient bénéficié d’'une adminsitration anténatale de sulfate de magnésium
(Diguisto et al., 2017). Une enquéte européenne récente réalisée dans 11 pays et 119
maternités a mis en évidence que |I'utilisation de sulfate de magnésium a visée
neuroprotectrice avant 32 SA ne concernait que 23% des centres interrogés (7% de maniere
systématique et 16% de maniére occasionnelle) (Wolf et al., 2017). En 2015, nous avons
mené une enquéte d’utilisation du sulfate de magnésium a visée neuroprotectrice dans les
maternités de niveau 3 en France (Chollat et al., in press ; Annexe 1). Soixante pour cent des
maternités utilisaient le sulfate de magnésium a visée neuroprotectrice. Les protocoles
utilisés étaient hétérogénes, notamment au niveau des termes limites d’utilisation (3% <28
SA, 71% <33 SA, 18% <34 SA et 8% < 35 SA). Quatre-vingt-sept pour cent des centres
administraient une deuxieme cure si besoin et 92% des maternités interrogées utilisaient un
protocole avec une dose de charge de 4 grammes suivie d’une dose d’entretien de 1
gramme par heure pendant 12 heures au maximum. Cette enquéte a eu lieu avant les
nouvelles recommandations francaises de 2017. En effet, le College National des
Gynécologues Obstétriciens Frangais recommande depuis mars 2017 I'administration de
sulfate de magnésium en cas de menace d’accouchement prématuré avant 32 SA (Grade A)
(Sentilhes et al., 2017). Nous pouvons penser que la publication de telles recommandations
permettra une plus large utilisation du sulfate de magnésium dans les maternités francaises.

Avant la publication des recommandations francaises, des sociétés savantes
nationales avaient recommandé a partir de 2010 l'utilisation du sulfate de magnésium a
visée neuroprotectrice, notamment aux Etats-Unis, en Australie et en Nouvelle-Zélande, en
Belgique, en Irlande, en Angleterre et au Canada (American College of Obstetricians and
Gynecologists Committee on Obstetric Practice and Society for Maternal-Fetal Medicine,
2010 p.455 ; Antenatal Magnesium Sulphate for Neuroprotection Guideline Development
Panel et al., 2010 ; Magee et al., 2011 ; Royal College of Physicians of Ireland, 2013 ; Belgian
Health Care Knowledge Centre, 2014 ; American College of Obstetricians and Gynecologists
and Society for Maternal-Fetal Medicine, 2015 ; National Collaborating Centre for Women’s

and Children’s Health (UK), 2015). Les modalités d’administration varient selon les pays en
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ce qui concerne le terme maximal d’utilisation (de 29+6 SA a 33+6 SA), la durée de la dose
d’entretien (de 12 a 24 heures) et la possibilité d’'une deuxieme cure (seules les
recommandations australiennes, néozélandaises et irlandaises évoquent la possibilité d’une
cure supplémentaire). Enfin, les recommandations américaines ne précisent pas de modalité

spécifique et laissent le prescripteur se référer aux essais publiés dans la littérature (Tableau

5).
Terme
. Dose de
Date des maximum , . s
. et as charge Dose d’entretien 2éme cure
recommandations d’utilisation (gramme)
(SA) g
Australie et 1 gramme/ heure
Nouvelle- 2010 29+6 4 & Possible
h pendant 24 heures
Zélande
Belgique 2014 31+6 4 Lgramme/heure |\ s
g1 pendant 24 heures P
Canada 2011 31+6 4 1gramme/heure |\ e
pendant 24 heures
1 h
France 2017 31+6 4 gramme/ heure Non précisé
pendant 12 heures
Irlande 2013 31+6 4 1 gramme/heure Possible
. 29+6 voire 1 gramme/ heure (.
Royaume-Uni 2015 4 Non précisé
v 33+6 pendant 12 heures preci
Etats-Unis 2010 Modalités d’administration en fonction des essais randomisés controlés

Tableau 5: Protocoles d’administration du sulfate de magnésium a visée neuroprotectrice selon les
recommandations nationales

1.5 Effet-dose du sulfate de magnésium sur le cerveau immature

La dose optimale de sulfate de magnésium nécessaire pour obtenir un effet
neuroprotecteur n’est pas encore clairement définie. S’il n’existe pas d’essai clinique
comparant |'efficacité de différentes doses de sulfate de magnésium administré chez la
parturiente, les recommandations internationales actuelles semblent s’accorder sur
I'utilisation d’un protocole excluant I'administration de fortes doses. En général, les
protocoles proposés chez 'Homme comprennent une dose de charge de 4 grammes de
sulfate de magnésium suivie d’une dose d’entretien de 1 gramme par heure pendant 12
heures, soit 16 grammes au maximum. Des effets indésirables a type de vasculopathie
lenticulostriée ont été décrits chez le nouveau-né en cas d’administration de fortes doses de
sulfate de magnésium (environ 50 grammes de sulfate de magnésium en dose cumulée
(Mittendorf et al.,, 2005, 2006 ; Jacquemyn et al., 2015)). Afin d’explorer I'effet-dose du
sulfate de magnésium, nous avons évalué au laboratoire différentes posologies de
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magnésium et leurs effets sur la neuroprotection et sur la vascularisation cérébrale du
souriceau. L'effet du sulfate de magnésium sur I'hémodynamique cérébrale des foetus
humains a été également observé (Lecuyer et al., 2017 ; Annexe 2). Nous avons mis en
évidence chez la Souris que le sulfate de magnésium exercait un effet neuroprotecteur avec
des faibles et des fortes doses. En revanche un effet dose-dépendant sur la vascularisation
cérébrale a été démontré. A forte dose, le sulfate de magnésium semblait étre responsable
d’hypoperfusion cérébrale, d’altération de la viabilité endothéliale et de I’angiogenése
corticale. Les anomalies de la perfusion cérébrale observées chez la Souris nous ont incité a
évaluer ’hémodynamique foetale chez I’'Homme au niveau cérébral, apres l'injection de la
dose de charge de 4 grammes de sulfate de magnésium, soit une faible dose. Ces travaux de
recherche clinique ont été menés au CHU de Rouen. Le bolus de sulfate de magnésium ne
modifiait pas les parametres hémodynamiques au niveau de la circulation cérébrale du
foetus. Ce travail transversal semble conforter le choix de protocoles d’administration de

faibles doses de sulfate de magnésium pour la neuroprotection du feetus.

1.6 Perspectives

Si I'effet bénéfique du sulfate de magnésium administré en période anténatale sur le
cerveau des nouveau-nés est démontré, certains aspects restent toutefois a préciser. La
dose optimale de sulfate de magnésium a administrer, I'intérét d’'une dose de charge unique
ou répétée, ou celui d’'une dose d’entretien, la possibilité d’une deuxieme cure, l'intervalle
inter-cure, I'existence d’une fenétre thérapeutique d’utilisation ou I'dge gestationnel limite
d’injection ne sont pas encore bien définis. De méme, I'efficacité du sulfate de magnésium
en fonction de I'étiologie de la prématurité doit étre précisée. Les résultats d’'une méta-
analyse des données individuelles des patients (/ndividual Patient Data meta-analysis) des
cing essais randomisés contrélés existants, réalisée actuellement par le groupe AMICABLE,
apporteront probablement des éléments de réponse (AMICABLE Group, 2012).

Par ailleurs, une étude exposés/non exposés au sulfate de magnésium dans la
cohorte EPIPAGE 2 est en projet. Enfin une analyse de la morphologie cérébrale a I’age du
terme corrigé d’enfants prématurés a été réalisée sur un sous-échantillon d’enfants inclus

dans I'étude EPIPAGE 2 (projet complémentaire EPIRMEX). Nous projetons de comparer les
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imageries cérébrales d’enfants exposés en anténatal au magnésium a un groupe d’enfants

non exposés.
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I1 Effet neuroprotecteur du rémifentanil dans un modele murin de

Iésion excitotoxique néonatale

L'impact des agents anesthésiques, notamment des morphiniques, sur le cerveau en
développement est débattu et controversé depuis les années 2000 (Anand et al.,, 1999 ;
Jevtovic-Todorovic et al.,, 2003). Chez le prématuré, I'exposition aux anesthésiques est
fréquente : i) en période anténatale en cas d’anesthésie générale maternelle car les
anesthésiques franchissent la barriére placentaire (Laudenbach et al., 2009 ; Heesen et
Klimek, 2016), ii) en période post-natale lors de I'hospitalisation en réanimation néonatale
ou en soins intensifs néonataux dans le cadre de la prise en charge de la douleur (Carbajal et
al., 2015). Parmi les morphiniques disponibles, le rémifentanil semble étre un bon candidat
pour une utilisation néonatale, compte tenu de ses propriétés pharmacocinétiques (Penido
et al., 2010 ; Kamata et Tobias, 2016). Son utilisation chez le nouveau-né prématuré ou a
terme a été proposée pour la prise en charge de la douleur aiglie lors de gestes invasifs
comme une intubation endotrachéale, 'administration de surfactant par méthode mini-
invasive ou la pose de cathéter central (Lago et al., 2008 ; Welzing et al., 2009 ; Choong et
al.,, 2010 ; Norman et al., 2011 ; Avino et al., 2014). Le rémifentanil peut également étre
utilisé en administration continue pendant des périodes plus prolongées, lors d’interventions
chirurgicales (Galinkin et al., 2001) ou pour I'analgésie en cas de ventilation trachéale en
réanimation néonatale (Welzing et al., 2012). L'impact de ce morphinique sur le cerveau
immature n’avait pas encore été évalué jusqu’a nos premiers travaux en 2014. Nous avions
démontré ex vivo que le rémifentanil exergait une action anti-apoptotique sur le cerveau de
souriceau a P2, impliquant la voie intrinséque de I'apoptose. Cet effet semblait impliquer la
sous-unité GIuN2B du récepteur NMDA (Tourrel et al.,, 2014). Le potentiel effet
neuroprotecteur du rémifentanil mis en évidence dans le modéle ex vivo nous a incité a
évaluer in vivo I'impact du morphinique en contexte |ésionnel. Les lésions cérébrales induites
ont été obtenues par administration intracorticale d’iboténate, agoniste glutamatergique, a
P2 chez le souriceau. Les lésions obtenues par ce modéle sont comparables aux potentielles
Iésions cérébrales de type leucomalacie périventriculaire du prématuré a 24 SA (Marret et
al., 1995a, 1998 ; Volpe, 2009). Apres une mise au point du modeéle, nous avons évalué la

production cérébrale des dérivés réactifs de I'oxygene (reactive oxygen species, ROS), la
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mort cellulaire, I'astrogliose et la taille de la lésion induite par l'iboténate, apres
administration intrapéritonéale de rémifentanil ou de sérum physiologique. Des tests

comportementaux ont également été réalisés jusqu’a P18.
II.1 Quelle est la posologie de rémifentanil a administrer chez le souriceau ?

Chez 'Homme, I'analgésie par rémifentanil est généralement obtenue par titration
(bolus de 1 a 3 ug/kg par voie intraveineuse, répétés si besoin). En cas de nécessité d’analgésie
prolongée, une dose d’entretien continue peut-étre débutée (0,5 a 1 pg/kg/min) (Birkle et al.,
1996). Chez la Souris adulte, les protocoles de recherche utilisent des posologies variant de 40 a
80 ug/kg, par voie intraveineuse (Zongze et al., 2010 ; Seo et al.,, 2017). Compte tenu des
particularités physiologiques du souriceau a P2 et de l'impossibilité technique de I'abord
intraveineux a cet age, la premiére partie du travail a consisté a définir une posologie de
rémifentanil permettant une analgésie du souriceau comparable a celle obtenue chez I'Homme,
en administrant le morphinique par voie intrapéritonéale. L'effet du morphinique a été évalué
pour trois posologies différentes (50, 250 et 500 pg/kg) par un test de retournement. La dose de
500 pg/kg a été retenue car elle permettait une anesthésie plus efficace 10 minutes aprés la
derniere injection, sans surmortalité, et avec un retour a un comportement normal a 30 minutes.
L'effet sédatif ne différait pas selon le sexe (données non présentées). Le dosage plasmatique du
rémifentanil évalué a 10 nmol/L dans notre étude a conforté ce choix car il correspondait aux
taux plasmatiques mesurés chez I’'Homme, en pédiatrie (10 a 100 nmol/L, (Ross et al., 2001)). La
posologie utilisée dans notre étude peut sembler trés élevée (environ 100 fois la posologie
administrée chez 'Homme, 6 a 12 fois la posologie utilisée chez la Souris adulte). La voie
d’administration, la différence de métabolisme entre le souriceau et la Souris adulte et entre la
Souris et I'Homme peuvent expliquer la nécessité d’utiliser des doses élevées dans notre
modele. Par ailleurs, dans beaucoup d’expérimentations chez la Souris adulte, le rémifentanil est
associé a une benzodiazépine ou un gaz halogéné, permettant un effet synergique des agents
anesthésiques et entrainant une probable épargne morphinique. Enfin, il est habituel de devoir
utiliser des doses supérieures d’anesthésiques chez I’Animal par rapport a I’'Homme, comme
pour la kétamine (10 fois la dose utilisée chez 'Homme, (Lecointre et al., 2015)) ou le midazolam

(30 fois la dose utilisée chez I’'Homme, (Young et al., 2005)).
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I1.2 Impact du rémifentanil sur la survie du souriceau

La mortalité des souriceaux dans nos travaux peut étre expliquée d’'une part par
I'injection intracérébrale d’iboténate elle-méme, pouvant entrainer des Iésions
hémorragiques intracraniennes entrainant le déces, ou d’autre part par linjection
intrapéritonéale pouvant causer une hémorragie digestive potentiellement |étale.
L’administration de morphinique pourrait également théoriquement augmenter la mortalité
par la survenue de troubles respiratoires (apnées, bradypnées), ou par un défaut
d’alimentation des souriceaux causé par une sédation excessive. Enfin, la manipulation des
animaux pourrait aussi entraver la relation du souriceau avec sa mere, entrainant au final la
mort du rongeur nouveau-né (défaut d’allaitement par exemple). Dans notre étude,
I’exposition au rémifentanil était associée a une survie significativement améliorée 5 heures
apres la lésion (81% pour le groupe contrdle versus 97% pour le groupe rémifentanil, p
<0,01). Cet effet était présent chez les males (76% pour le groupe controle versus 100% pour
le groupe rémifentanil, p<0,01), alors que chez les femelles I’effet n’était pas statistiquement
significatif (85% pour le groupe contrdle versus 94% pour le groupe rémifentanil, p 0,43).
Cing jours apres la lésion, la survie des groupes placebo et rémifentanil n’était pas
significativement différente, méme s'il existait une tendance vers une amélioration de la
survie dans le groupe exposé au morphinique, particulierement chez les males (83% pour le
groupe controle versus 91% pour le groupe rémifentanil, p 0,3). L’exposition au rémifentanil
semblait donc améliorer la survie des souriceaux 5 heures aprés la lésion, et n’entrainait pas
de surmortalité 5 jours aprés. Les males présentaient une mortalité supérieure a celle des
femelles dans le groupe placebo (5 heures aprés la Iésion, la survie était de 76% pour les
males versus 85% pour les femelles, et 5 jours aprées la Iésion, la survie était de 83% pour les
males versus 90% pour les femelles). La surmortalité liée au sexe masculin est également
observée chez le prématuré humain (Kent et al.,, 2012 ; Peacock et al., 2012 ; Roy et al.,
2014). L'effet du rémifentanil sur la survie pourrait s’expliquer en partie par son effet
protecteur sur la taille de la Iésion induite par l'iboténate. Une anesthésie précédant
I'administration d’iboténate pourrait également améliorer le devenir du souriceau,
notamment car lors de la procédure d’injection, I'animal est endormi et donc moins agité

que le souriceau non sédaté. L'effet du rémifentanil sur la survie des souriceaux est
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probablement d’origine multifactorielle et les mécanismes ne sont pas encore clairement

établis.

I1.3 Effets du rémifentanil sur les paramétres cardio-respiratoires du

souriceau : impacts potentiels sur le cerveau immature.

Les bradypnées, les apnées, les bradycardies et les hypotensions artérielles sont des
effets indésirables observés habituellement chez 'Homme aprés une administration de
morphinique, notamment de rémifentanil (Chanavaz et al.,, 2005). Dans notre étude, la
fréquence respiratoire, la fréquence cardiaque et les gaz du sang ont été monitorés lors de
I’exposition au rémifentanil. Le monitorage de la saturation en oxygene et de la pression
artérielle n’a pu étre réalisé compte tenu des difficultés techniques rencontrées chez un
souriceau a P2, pesant en moyenne 2 grammes. Dans le groupe rémifentanil, il a été observé
une augmentation significative de la capnie, associée a une diminution non significative de la
pression partielle en oxygéne. Cette modification des paramétres ventilatoires est le reflet
d’une hypoventilation alvéolaire consécutive a une diminution de la fréquence respiratoire
induite par le morphinique. Chez le prématuré, I’hypoxémie prolongée est associée a un
devenir neurologique altéré et a une surmortalité (Janvier et al., 2004 ; Poets et al., 2015 ;
Askie et al., 2017). Quoique controversée (Omer et Molloy, 2017), I'hypercapnie
« permissive » est incriminée dans la survenue de troubles neurologiques chez le prématuré
(Fabres et al., 2007 ; Ambalavanan et al., 2015 ; Thome et al., 2015, 2017). Chez le rongeur
immature, une hypercapnie (60-70 mm Hg) entraine une mort cellulaire cérébrale associée a
une dégénérescence vasculaire corticale (Das et al., 2009 ; Honoré et al., 2010). Dans un
modele d’hypoxo-ischémie chez le Rat, une hypercapnie modérée (55 mm Hg) n’entrainait
pas de majoration des lésions cérébrales par rapport a une normocapnie (38 mm Hg). En
revanche, une hypercapnie (100 mm Hg) ou une hypocapnie (26 mm Hg) sévéres majoraient
les lésions cérébrales (Vannucci et al., 1995, 2001). Dans notre modeéle, I'impact de
I’élévation de la capnie dans le groupe rémifentanil par rapport au groupe controle (45
versus 35 mm Hg, respectivement) parait négligeable. Enfin, les souriceaux exposés au
rémifentanil présentaient une fréquence cardiaque diminuée par rapport au groupe
controle. Cette diminution peut étre associée a une diminution de la pression artérielle

comme décrite chez ’'Homme (Chanavaz et al., 2005). Chez le prématuré, une hypotension
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artérielle modérée isolée ne semble pas avoir d’'impact sur le développement neurologique
ultérieur (Dempsey et al., 2009 ; O’Shea et al., 2009 ; Barrington, 2011 ; Alderliesten et al.,
2014). Au regard de la littérature, les effets ventilatoires et hémodynamiques du

rémifentanil dans notre modele pourraient étre trés peu délétéres sur le cerveau immature.

1.4 Impact du rémifentanil sur la mort cellulaire neuronale en cas de lésion

induite par l’'iboténate : effet neuroprotecteur ?

Pour certains aspects, les |ésions cérébrales induites par I'iboténate chez le souriceau
sont comparables aux lésions observées chez le prématuré humain (Marret et al., 1995a ;
Gressens et al., 1996). En effet, I'iboténate entraine une série de modifications cellulaires et
moléculaires semblables a celles associées aux lésions cérébrales liées aux phénomenes
d’excitotoxicité périnatale. Un processus inflammatoire est observé au cours des premieres
heures suivant I'administration d’iboténate, marqué par une activation microgliale, une
astrogliose réactionnelle, une production de ROS et de cytokines inflammatoires
(Dommergues et al., 2000 ; Tahraoui et al., 2001 ; Kaindl et al., 2012). Il a également été
démontré que I'administration intracérébrale d’agoniste glutamatergique entraine une mort
cellulaire neuronale par des mécanismes d’apoptose et de nécrose (Portera-Cailliau et al.,
1997). Injecté a P2 chez la souris, I'iboténate induit une mort neuronale corticale associée a
des lésions kystiques de la substance blanche périventriculaire (Marret et al., 1995a ;
Gressens et al., 1996). Dans notre modele, apres une exposition au rémifentanil, la taille de
la lésion induite par l'iboténate était significativement réduite a P7 (jusqu’a 67% de
diminution, p<0,001). L'effet protecteur semblait plus prononcé chez les males (p<0,01),
comparé a I'effet retrouvé chez les femelles (p<0,05). De maniére similaire, une diminution
significative de I'activité caspase-3 était observée 5 heures aprés l'injection d’iboténate en
cas d’exposition préalable au rémifentanil. Vingt-quatre heures aprés la lésion induite par
I'iboténate, le signal caspase-3 clivée observé par immunohistochimie ainsi que la
fragmentation de I’ADN étaient diminués dans le groupe rémifentanil par rapport au groupe
controle. Ces effets potentiellement bénéfiques du rémifentanil pourraient expliquer en
partie la diminution significative de la taille de la |ésion induite par I'iboténate observée a P7.
Ces résultats obtenus in vivo sur la mort cellulaire sont en accord avec l'action anti-

apoptotique observée ex vivo au cours de nos premiers travaux (Tourrel et al., 2014). L’effet
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potentiellement neuroprotecteur du rémifentanil avait également été suggéré par des
études sur le rongeur adulte dans des modeéles d’ischémie cérébrale, ainsi qu’une action

anti-apoptotique (Park et al., 2011 ; Jeong et al., 2012 ; Hu et al., 2013).

I1.5 Réle du récepteur NMDA dans [’effet potentiellement neuroprotecteur

du rémifentanil

Les mécanismes a l|'origine de l'effet anti-apoptotique voire neuroprotecteur du
rémifentanil ne sont pas encore clairement établis. Il semble que le rémifentanil interagisse
avec le récepteur NMDA, via une cascade de phosphorylation, comme le suggéere le modele
d’hyperalgésie induite par les morphiniques (Simonnet et Rivat, 2003 ; Gu et al., 2009). Le
récepteur NMDA joue un rdéle central dans la transmission synaptique, la plasticité
synaptique, I'apprentissage et la mémoire (Hardingham, 2009). Cependant, la suractivation
du récepteur entraine une mort cellulaire par différents mécanismes, dont la mise en route
d’une cascade excitotoxique initiée par un influx calcique excessif (Lipton et Rosenberg, 1994
; Arundine et Tymianski, 2004). Le blocage du récepteur est également a |'origine d’'une mort
cellulaire excessive, notamment par apoptose, ainsi que d’effets a long terme comme la
survenue de troubles cognitifs (Dalmau et al., 2011 ; Sinner et al., 2015). La réponse des
neurones au glutamate ou au NMDA semble ainsi suivre une courbe de Gauss (en forme de
« cloche ») (Figure 34) : une activité trop importante ou trop réduite du récepteur peut étre
potentiellement délétére a la cellule, alors qu’une activité modérée pourrait étre bénéfique
a la vitalité cellulaire (Lipton et Nakanishi, 1999 ; lkonomidou et Turski, 2002 ; Hardingham
et Bading, 2003).
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Figure 34 : Impact de I'activité du récepteur NMDA sur la survie cellulaire

Des taux physiologiques de NMDA sont nécessaires pour promouvoir la survie cellulaire. L’activation
excessive (hyper ou hypo stimulation) entraine une mort cellulaire par nécrose et/ou apoptose. D’apreés
Hardingham et Bading, 2003.

L’activité physiologique du récepteur NMDA est donc nécessaire a la survie neuronale
et la modulation de I'activité du récepteur pourrait ainsi jouer un réle neuroprotecteur.
L’action neuroprotectrice ou excitotoxique du récepteur semble étre dépendante de
I'intensité du signal, de la localisation du récepteur NMDA (synaptique ou extra-synaptique)
ou de la composition du récepteur en sous-unités (Hardingham, 2009). L’action
neuroprotectrice du rémifentanil en contexte d’excitotoxicité pourrait étre en partie
expliquée par une action modulatrice de l'activité du récepteur, favorisant la survie
cellulaire. Par ailleurs, une méme concentration de NMDA peut exercer un effet double sur
le cortex immature de souriceau : a la fois excitotoxique sur les couches corticales profondes
et anti-apoptotique sur les couches corticales superficielles (Desfeux et al., 2010). Enfin, le
rémifentanil est associé a la glycine (3,6mM) comme excipient dans sa forme commerciale

(Ultiva). Nous avions démontré ex vivo que la glycine et le rémifentanil seuls n’avait pas
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d’effet propre sur la mort cellulaire, mais une fois associés, une diminution significative de
I'activité caspase-3 était observée (Tourrel et al., 2014). En fonction de sa concentration, la
glycine seule peut avoir des effets opposés : délétere en cas de doses faibles et
neuroprotecteur en cas de doses élevées (Yao et al., 2012). Un agoniste partiel du site de
liaison de la glycine au récepteur NMDA, GLYX-13, exerce également des propriétés
neuroprotectrices en cas de lésions ischémiques cérébrales en modulant la composition du
récepteur en sous-unités (diminution de |'expression de GIuN2B et augmentation de
I'expression de GIuN2A) (Zheng et al., 2017). L’action synergique du rémifentanil et de la
glycine sur le récepteur NMDA pourrait participer a I'effet neuroprotecteur observé au cours

de nos travaux, mais les mécanismes potentiellement impliqués restent a préciser.
I1.6 Inflammation, rémifentanil et neuroprotection

L'inflammation est impliquée dans la survenue de lésions cérébrales néonatales
(Hagberg et al., 2015). En situation d’excitotoxicité, I'activation microgliale, I'infiltration
leucocytaire et I'astrogliose réactionnelle participent a l'inflammation cérébrale et
provoquent la libération de composés neurotoxiques comme des cytokines ou des radicaux
libres (Marret et al., 1995a ; Hallenbeck, 1996 ; Tahraoui et al., 2001). L’injection
intracorticale d’iboténate est connue pour induire une astrogliose modérée et diffuse,
révélée par le marquage astrocytaire GFAP (Marret et al., 1995b). L’astrogliose réactionnelle
est marquée par l'activation des astrocytes et la modification de leur phénotype
morphologique et fonctionnel lors d’un épisode d’hypoxo-ischémie (Pekny et Nilsson, 2005).
Au cours de ce processus, les astrocytes sécrétent des cytokines et des chémokines,
participant ainsi a I'inflammation cérébrale (Dong et Benveniste, 2001). La microglie activée
sécréte également des facteurs inflammatoires qui peuvent activer les astrocytes
(notamment de type Al) et promouvoir la mort de neurones et d’oligodendrocytes
(Liddelow et al., 2017). Au cours de nos travaux, I'immunomarquage GFAP chez les animaux
|ésés était diminué dans la région périventriculaire dans le groupe rémifentanil. De méme, la
qguantification par western blot révélait une réduction de I'expression de la protéine GFAP au
niveau du cortex de I'"hémisphére lésé apres exposition au morphinique, suggérant une
diminution de l'astrogliose réactionnelle induite par l'iboténate. Par ailleurs, I'injection

intracorticale d’iboténate provoquait une augmentation de la production de radicaux libres
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au niveau de I'"hémisphéere lésé au bout de 10 minutes, et cette production se majorait 5
heures apres l'injection. Il a été démontré que la production de radicaux libres amplifie les
Iésions cérébrales induites par I'iboténate (Dommergues et al., 1998 ; Marret et al., 1999).
Lors d’une exposition au rémifentanil, la production de ROS était atténuée a 10 minutes et
devenait comparable a celle de cerveaux non lésés 5 heures aprés |'administration
d’iboténate. Au total, en condition d’excitotoxicité induite par I'iboténate, nous avons donc
mis en évidence une diminution de la production cérébrale de ROS et de |'astrogliose
réactionnelle aprés exposition au rémifentanil, suggérant ainsi une modulation de la
neuroinflammation par le morphinique. Cet effet sur I'inflammation a déja été observé chez
I’Animal adulte. En effet, chez le rongeur adulte en condition septique, le rémifentanil exerce
une action anti-inflammatoire traduite notamment par une diminution de I'expression des
interleukines 6 et 10 (Zongze et al., 2010), du TNFa, de NF-kB ainsi que de HMGB1 (High
Mobility Group Box 1), médiateur central dans la progression du sepsis (Seo et al., 2017). De
la méme maniére chez le Rat adulte en condition de stress induit par une chirurgie,
I’exposition au rémifentanil entraine une diminution du TNFa et de linterleukine 6
(Hasegawa et al., 2011). Enfin chez I'Homme, I'administration de rémifentanil atténue
I'activation des polynucléaires neutrophiles, ainsi que la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires comme le TNFa et les interleukines 6 et 8 (Hofbauer et al., 2000 ; Hyejin et
al., 2013). Le rémifentanil semble donc exercer une action anti-inflammatoire qui pourrait
participer a la protection du cerveau immature. Des travaux préliminaires ont été initiés au
laboratoire afin d’évaluer le profil des cytokines pro-inflammatoires aprés administration
d’iboténate en condition rémifentanil et placebo. Les expérimentations doivent étre

poursuivies afin de préciser |'effet du rémifentanil sur I'inflammation dans notre modéle.

I1.7 L’analgésie induite par le rémifentanil participe-t-elle a la protection du

cerveau immature ?

L'analgésie induite par l'injection de rémifentanil pourrait avoir un impact propre
bénéfique sur la vitalité neuronale des souriceaux. Dans notre modele, seuls les animaux
exposés au rémifentanil ont bénéficié d’une analgésie avant l'injection intracorticale
d’iboténate. L'administration d’iboténate est un geste invasif, considéré comme douloureux.

La douleur ressentie par les souriceaux est donc plus importante dans le groupe placebo, ce
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qui pourrait étre a I'origine d’'une aggravation des lésions induites par I'iboténate. En effet,
I’exposition précoce a des stimuli douloureux ou stressants chez le rongeur induit des
modifications neurobiologiques et comportementales a long terme (Ranger et Grunau,
2014). Peu d’études évaluent l'effet d’une douleur néonatale sur le cerveau en
développement a court terme. Cependant, il a tout de méme été démontré que la
stimulation douloureuse générée par une douleur inflammatoire chez le raton accentue
I’excitation neuronale et augmente la mort cellulaire dans certaines régions corticales et
sous-corticales, suggérant que la douleur pourrait avoir un effet délétére sur le cerveau
immature (Anand et al., 2007 ; Duhrsen et al., 2013). De maniére similaire, une douleur
inflammatoire chronique ou des stimulations douloureuses répétées peuvent engendrer une
apoptose neuronale et altérer 'expression de protéines nécessaires au développement du
cerveau du souriceau (Dihrsen et al., 2013). Ainsi dans notre modeéle, I'effet analgésique
propre du rémifentanil pourrait potentiellement protéger de I'effet délétére de la douleur
sur le cerveau immature. Afin de discriminer I'impact du rémifentanil de son effet
antalgique, il faudrait comparer l'action du morphinique sur le cerveau immature avec

d’autres analgésiques, dans un modele animal de douleur néonatale.

I1.8 L’exposition néonatale au rémifentanil a-t-elle un impact sur le

comportement du souriceau a court et a long terme ?

Afin de déterminer si I'effet neuroprotecteur du rémifentanil observé se traduisait
par un effet fonctionnel sur I'animal, des tests comportementaux ont été réalisés entre P2 et
P18. Le test de géotaxie négative (ou test de réaction antigravitaire) a pour but d’évaluer la
réaction motrice mise en ceuvre par le souriceau en réponse a une position inhabituelle dans
I’espace. Un bon niveau de coordination des pattes antérieures est nécessaire pour réussir
ce test. L'animal est placé sur un plan incliné de 20° par rapport a I'horizontale, la téte
dirigée vers le bas. Le test est terminé lorsque I'animal a effectué une rotation de 180° lui
permettant d’avoir la téte dirigée vers le haut de la planche. Ce test est réalisé entre P6 et P8
et évalue notamment la coordination, I'équilibre et le systéme vestibulaire (Fox, 1965 ;
Altman et Sudarshan, 1975). Dans notre étude, les souris lésées et exposées au rémifentanil
se retournaient plus rapidement que celles exposées au placebo, et leurs performances

étaient similaires a celles des souris non Iésées. Pour le test de suspension, les pattes avant
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de I'animal sont placées sur un fil de nylon suspendu 15 cm au-dessus d’une surface souple,
provoquant un réflexe d’agrippement (grasping reflex). Le test est terminé lorsque I'animal
lache le fil et chute. Le test a été réalisé entre P10 et P12 et permet d’évaluer I'activité
motrice, la force musculaire et la résistance physique des animaux (Fox, 1965 ; Altman et
Sudarshan, 1975). Au cours de nos travaux, les souris |ésées males exposées au rémifentanil
présentaient une durée d’agrippement similaire aux souris non lésées, et supérieure aux
souris males exposées au placebo. Chez les femelles, les durées d’agrippement étaient
faibles jusqu’a P11. Cette observation pourrait étre expliquée par une masse musculaire plus
faible chez les femelles. A P12, les femelles |ésées exposées au morphinique présentaient
des durées d’agrippement supérieures aux femelles lésées exposées au placebo, mais la
différence n’était pas significative. Compte tenu d’un temps d’agrippement plus faible chez
les femelles, l'effet protecteur du rémifentanil est plus difficle a démontrer. Dans
I’ensemble, ces tests ont mis en évidence de meilleures performances sensori-motrices chez
les animaux ayant recu du rémifentanil avant I'administration d’iboténate, chez les males et
les femelles pour la géotaxie négative, et particulierement chez les males pour
I'agrippement. L'exposition au rémifentanil semble améliorer le comportement sensori-
moteur des animaux 4 a 10 jours aprées la lésion et permet d’obtenir des performances
comparables a celles d’animaux non |ésés. Ces résultats sont a confronter a la diminution de
la taille de la Iésion induite par l'iboténate observée en cas d’exposition préalable au
rémifentanil. En effet, la diminution des performances sensori-motrices des rongeurs peut
étre en rapport avec une hypomyélinisation de la substance blanche sous-corticale (Wu et
al., 2008). Ainsi, en réduisant la taille de la Iésion excitotoxique et en préservant de la sorte
I'intégrité de la substance blanche et de la structure corticale, le rémifentanil pourrait
protéger en partie les afférences motrices et les centres intégrateurs des informations
proprioceptives provenant de la périphérie (muscles, articulations), permettant le
déclenchement du réflexe de retournement. Les neurones thalamo-corticaux qui integrent
notamment les informations provenant du systéme vestibulaire pourraient de maniere
similaire étre épargnés, autorisant la perception de la rotation et de I'orientation vers le haut
de la surface inclinée. La préservation des capacités sensori-motrices, notamment de la

géotaxie négative, avait également été démontrée chez la souris lésée (modeéle Rice-
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Vannucci) bénéficiant d’hypothermie thérapeutique, outil dont |'efficacité neuroprotectrice

a été démontrée chez 'Homme (Diaz et al., 2017).

Les compétences sensori-motrices des souriceaux ont été évaluées quelques jours
avant le sevrage (P18) par le test d’open field. Ce dispositif consiste en une enceinte
circulaire de 40 cm de diameétre avec des parois de 30 cm de hauteur. Le souriceau est placé
initialement au centre de I'espace puis est laissé libre d’explorer son environnement. Ce test
permet I’évaluation du niveau d’activité locomotrice et exploratoire de I'animal placé dans
une situation nouvelle. La thigmotaxie ou tendance a longer les parois est observée dans la
plupart des espéces de rongeur et s’apparente a de I'anxiété (Treit et Fundytus, 1988). Ce
comportement est probablement lié a l'instinct du rongeur d’éviter de grands espaces
ouverts, non protégés, susceptibles de le mettre en danger (Seibenhener et Wooten, 2015).
Dans notre étude, la distance totale parcourue dans I'enceinte du dispositif était comparable
chez les souriceaux lésés traités par le rémifentanil ou par le placebo. Cette absence de
différence entre les deux groupes pourrait étre expliquée par la plasticité cérébrale
considérable du rongeur, particulierement pendant la période de synaptogenése des trois
premieres semaines de vie (Jenkins et Merzenich, 1987). En revanche, la durée passée au
centre du dispositif était plus longue chez les femelles l1ésées exposées au rémifentanil par
rapport a celles exposées au placebo, suggérant que les femelles traitées par le morphinique
présentaient un comportement anxieux diminué. Chez les males, cet effet n’était observé
qu’au cours des deux premieres minutes de I'expérience. Cette différence de comportement
entre les femelles et les males avait été observée chez des souris adultes exposées a de la
morphine. Les males étaient plus sujets a des comportements anxieux que les femelles,
suggérant une sensibilité différente aux morphiniques selon le sexe (Zhan et al., 2015). Cet
effet anxiolytique associé aux morphiniques avait également été observé chez le Rat adulte,
exposé en période néonatale a de la morphine, en condition de douleur aigue ou chronique
au cours des premiers jours de vie (Parent et al.,, 2012 ; Victoria et al., 2015). Parmi les
hypothéses mécanistiques, il semble que les récepteurs aux opiacés (Lutz et Kieffer, 2013),
ou encore la voie de signalisation Wnt/B-caténine (Wang et al., 2017) pourraient étre
impliqués dans l'effet anxiolytique attribué aux morphiniques. Enfin, si le rémifentanil
provoque un effet anxiolytique, il est également possible que, comme décrite chez I’'Homme

(Vinall et al., 2013b), I'expérience d’un acte douloureux en période néonatale chez le
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rongeur en contexte lésionnel provoque une majoration de I'état anxieux a long terme. Ainsi
I'analgésie provoquée par le rémifentanil avant l'injection intracorticale d’iboténate
préviendrait la survenue d’un état anxieux par une diminution du ressenti douloureux en

période néonatale.

Enfin, I'impact du rémifentanil a été évalué chez des animaux non Iésés. Il n’a pas été
mis en évidence de différence de poids entre les groupes rémifentanil et sérum
physiologique. Les performances aux tests de géotaxie négative, d’agrippement et d’open
field étaient comparables en cas d’exposition au rémifentanil ou au placebo, quel que soit le
sexe. L'effet anxiolytique n’est donc présent qu’en contexte Iésionnel (et douloureux) dans
notre étude. L'action du rémifentanil sur la prévention des troubles anxieux pourrait
s’expliquer d’une part par I'effet neuroprotecteur observé et/ou d’autre part par I'effet
antalgique du morphinique. L’évaluation du comportement des souris a I'dge adulte apres
un épisode de douleur néonatale autre que l'injection intracorticale d’iboténate, en
présence ou non de rémifentanil, pourrait permettre d’identifier le role de I'analgésie dans

la survenue de comportements anxieux.

I1.9 Utilisation périnatale du rémifentanil : exemple de la césarienne sous

anesthésie générale et de ['intubation endotrachéale du nouveau-né

L’ensemble de nos travaux précliniques chez la Souris est rassurant quant a I'effet du
rémifentanil sur le cerveau immature. Chez I’'Homme, I'effort de recherche clinique doit étre

maintenu pour favoriser son utilisation.

I1.9.1 Utilisation du rémifentanil en cas de césarienne en urgence : étude REAGI

Une des problématiques de I'anesthésie générale pour une césarienne est la place
des agents opioides au cours de la procédure. Si I'administration de morphinique des
I'induction est bénéfique pour la mére, I'impact potentiel sur le nouveau-né peut étre
néfaste, notamment en termes de détresse respiratoire. Afin d’évaluer l'effet du
rémifentanil administré chez la mére sur I’état du nouveau-né a la naissance, |'étude REAGI
(étude prospective, randomisée, monocentrique, en double aveugle) a été menée au CHU de
Rouen (numéro EudraCT 2013-001850-83). Les femmes nécessitant une anesthésie générale

pour une césarienne en urgence avant 37 SA étaient incluses et randomisées en deux
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groupes : anesthésie par rémifentanil/thiopental/succinylcholine ou
placebo/thiopental/succinylcholine. L’objectif principal était de comparer I'état clinique de
I’enfant a la naissance aprés exposition anténatale au rémifentanil ou a un placebo. Un des
objectifs secondaires était le devenir neurologique a 2 ans des enfants. Cinquante-deux
femmes ont été incluses entre février 2014 et ao(t 2016. Le suivi a 2 ans sera donc terminé
en aolt 2018. Les résultats de cette étude nous informeront sur I'état du nouveau-né
prématuré a la naissance apres exposition anténatale au rémifentanil ainsi que sur I'impact

d’une telle exposition sur le devenir neurologique a 2 ans.

I1.9.2 Mise au point d’un protocole de sédation du nouveau-né par du

rémifentanil en cas d’intubation endotrachéale

Si l'utilisation du rémifentanil en anesthésie obstétricale a tendance a progresser,
Iutilisation du rémifentanil chez le nouveau-né prématuré ou a terme reste confidentielle,
notamment en France. Le rémifentanil est pourtant un morphinique a considérer en cas de
nécessité d’analgésie chez le nouveau-né, notamment en raison de ses propriétés
pharmacocinétiques (demi-vie plasmatique courte, effet «on-off», métabolisme
indépendant des fonctions hépatique et rénale (Glass, 1995 ; Glass et al., 1999)). Comme
souvent, le rémifentanil a tout d’abord été utilisé chez I'adulte et le grand enfant. Son
utilisation en néonatologie est relativement récente, ce qui peut expliquer une partie des
réticences. Par ailleurs, la crainte de la survenue d’une rigidité thoracique associée aux
morphiniques est particulierement importante avec le rémifentanil. Récemment, de Kort et
al. concluaient a une dangerosité et une inefficacité du rémifentanil chez le prématuré en
cas de sédation pour une procédure INSURE (de Kort et al., 2017). Comme nous |'avons
souligné dans une lettre a I’éditeur en réponse a cet article (Chollat et al., 2017 ; Annexe 3),
a la fois le protocole d’administration et la posologie utilisés nous semblaient inadéquats et
pourvoyeurs d’effets indésirables. Comme avec les autres morphiniques, I'administration en
continu avec une posologie minimale efficace devraient étre privilégiées afin de réduire le
risque d’événements indésirables comme la rigidité thoracique. Afin d’optimiser I'utilisation
du rémifentanil en néonatologie, un protocole de recherche a été initié a I’'H6pital Port-Royal
en réanimation néonatale pour la sédation des nouveau-nés (prématurés ou a terme) en cas

d’intubation endotrachéale. Il s’agit d’une étude pilote, observationnelle, visant a s’assurer
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de l'efficacité et de la sécurité du rémifentanil en cas d’intubation endotrachéale. Les

inclusions sont en cours.

L'effort de recherche clinique sur I’évaluation du rémifentanil chez le nouveau-né
doit étre maintenu. Son utilisation pour une analgésie de courte durée, notamment pour la
sédation en cas d’administration de surfactant par méthode mini-invasive, est séduisante

mais doit encore étre évaluée par des essais cliniques randomisés de plus grande ampleur.
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Abstract

Background: Magnesium sulphate (MgSQ,) is the only treatment approved for fetal neuroprotection. No
information on its use is available in the absence of a national registry of neonatal practices. The objective of our
study was to evaluate the use of MgSOy for fetal neuroprotection in French tertiary maternity hospitals (FTMH).
Methods: Online and phone survey of all FTMH between August 2014 and May 2015. A participation was expected
from one senior obstetrician, one senior anaesthetist and one senior neonatologist from each FTMH. Information
was obtained from 63/63 (100%) FTMH and 138/189 (73%) physicians. Use of MgSQ, for fetal neuroprotection,
regimen and injection protocols, reasons for non-use were the main outcome measures.

Results: 60.3% of FTMH used MgSO, for fetal neuroprotection. No significant difference was observed between
university and non-university hospitals or according to the annual number of births. Protocols differed especially in
terms of the maximum gestational age (3% <28 WG, 71% <33 WG, 18% <34 WG and 8% < 35 WG). Eighty seven
percent of centers using MgSO, prescribed retreatment when necessary, but according to non-consensual
modalities in terms of number of treatments or between-treatment intervals. Injections and monitoring were mostly
performed in the delivery room (97%) but also in the recovery room in one half of hospitals. Lack of experience
(52%), absence of a written protocol (49%) and national guidelines (46%) were the reasons most commonly
reported to explain non-use of MgSQO, as a neuroprotective agent.

Conclusions: Sixty percent of FTMH used MgSO, for fetal neuroprotection, but according to heterogeneous
regimens. National guidelines could allow standardization of practices and better MgSO,4 coverage.

Keywords: Magnesium sulphate, Neuroprotection, Neonatology, Very preterm infants, National survey

Background

Protection of the immature brain of premature infants con-
stitutes a crucial challenge for obstetricians and neonatolo-
gists. Although the survival of premature infants is
continuously improving [1], their neurological outcome re-
mains a major concern, as preterm birth is associated with
neurodevelopmental impairments such as neuromotor defi-
cits, cognitive deficits, learning disabilities, behavioral and
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psychiatric disorders and neurosensory deficiencies [2]. The
prevalence of cerebral palsy (CP) in Europe slowly de-
creased from 1.90 to 1.77 per 1000 live births between 1980
to 2003, but still remains high [3]. Almost 40% of individ-
uals with CP were born preterm and the risk of CP
increases with decreasing gestational age [4]. Neuroprotec-
tion in the context of preterm birth is the subject of exten-
sive research, but few strategies have currently been
demonstrated to be effective. There is strong evidence to
support antenatal magnesium sulphate (MgSO,) infusion
in order to prevent CP in context of prematurity [5]. Based
on animal and human observational studies that demon-
strated a neuroprotective effect of MgSO,, [6, 7], five rando-
mised controlled trials (RCTs) published between 2002 and
2008 were conducted to evaluate its effect [8—13]. Four

© The Author(s). 2017 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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meta-analysis of these five trials demonstrated that ante-
natal MgSO, treatment significantly reduced the risk of CP
in very preterm 2-year-old infants (for the Cochrane meta-
analysis: overall RR 0.68; 95%CI 0.54 to 0.87; five trials,
6145 infants) [5, 14—17]. Sixty-three women had to be
treated in order to prevent CP in one child (95% CI 43 to
155). However, no statistically significant effect on infantile
mortality was observed [5]. In the light of these convincing
results, several national authorities (USA, Australia and
New Zealand, Canada, UK, Belgium and Ireland) have rec-
ommended antenatal administration of MgSO, in women
at imminent risk of very preterm birth in order to prevent
cerebral palsy [18—-24].

In France, no guidelines have been drafted in view of
the ongoing debate concerning this evidence. No infor-
mation on the use of MgSO, in France is available in the
absence of a national registry of neonatal practices.

Methods

Study design

This study was designed to evaluate the use of MgSO, prior
to preterm birth in all French tertiary maternity hospitals
(FTMH) to describe the various protocols used and to
analyze the reasons for non-use. This questionnaire-based
study was conducted between August 2014 and May 2015
among all FTMH. Sixty-three FTMH were identified (61 in
metropolitan France and two in overseas territories). In
France, MgSOy, is usually prescribe by obstetricians. Mid-
wives or nurses administer it under the responsibility of the
anaesthetists, in case of side effects. Paediatricians, on the
other hand, are most often initiators of the MgSO, protocol
at maternity. The point of view of theses three medical spe-
cialists is therefore crucial to adress this issue in a holistic
way. Accordingly, in each center, the Heads of Departments
of Obstetrics, Anaesthesia and Neonatology were contacted
by mail and/or phone. Surveys were completed by the Head
of Department or a senior physician. Each participant was
able to answer the survey online, by e-mail or by phone.
The Local Ethics Committee of Rouen University Hospital
ruled that no formal ethics approval was required for such a
current practice survey. Informed consent to participate was
obtained from all participants involved in this study. The
survey was designed and conducted using Google Forms
software (https://www.google.com, Mountain View, CA, USA).

Collected data
The first part of the questionnaire comprised three gen-
eral questions:

1) In your opinion, what are the advantages of
administering MgSO, to the mother before
preterm birth?

2) Have you ever read one or more scientific articles
on this topic?
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3) Do you use MgSQ, in your center for
neuroprotection prior to very preterm birth?

The second part of the questionnaire focused on MgSO,
users. Participants answered 20 questions about their
MgSO, administration protocol and their patterns of use.

The third part concerned MgSO, non-users. Partici-
pants had to indicate their reasons for not using MgSOy:

— lack of knowledge on the subject

— lack of scientific evidence

— expected benefit/risk balance not in favor of the use
of MgSO,

— lack of local experience

— no written protocol in the department

— reluctance of obstetricians or anaesthetists or
paediatricians or all three.

Data analysis

Data were recorded on an Excel database. Results were
analyzed descriptively. Statistical analysis was performed
with Statview 5.0 (SAS Institute Inc.). Statistical analysis
was done with the chi-squared test. A value of p < 0.05
was considered statistically significant.

Results

A total of 138 responses were obtained from the 189 phy-
sicians contacted (73%). A response to the survey was ob-
tained from all 63 FTMH (100%) and from 54% of
anaesthetists (34/63), 76% of obstetricians (48/63) and
89% of paediatricians (56/63). Respondents were distrib-
uted as follows: 40% (56/138) from paediatricians, 35%
(48/138) from obstetricians and 25% (34/138) from anaes-
thetists. Respondents were distributed equally between
university hospitals and non-university hospitals and ac-
cording to the annual number of births per center. Among
the respondents, 91% were familiar with the neuroprotec-
tive effect of MgSO, and 79% had read at least one scien-
tific article on this topic, with no significant difference
between specialities (Table 1). Thirty-eight (60%) of the 63
centers used MgSO, prior to preterm birth in order to
protect the infant’s immature brain. No significant differ-
ence was observed according to the type of hospital (uni-
versity hospital or non-university hospital, P = .47) or the
annual number of births in each hospital (<3000 births
per year or >3000 births per year, P = .71). Among the
FTMH that routinely used MgSO,, 95% had a written ad-
ministration protocol per hospital. The maximum gesta-
tional age for MgSO, administration ranged between 32
(27/38 centers, 71%) and 33 WG (7/38 centers, 18%),
while three centers continued to administer MgSO, up to
34 WG. However, one center did not prescribe MgSO,
after 28 WG. The majority of centers (35/38, 92%) pre-
scribed a loading dose of 4 g followed by maintenance
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Table 1 Description of respondents
Speciality Center n/N
Anaesthetists n/N Obstetricians n/N Paediatricians n/N Total n/N P (%)
(%) (%) (%) (%)
Number of respondents 34/63 (54) 48/63 (76) 56/63 (89) 138/138 <001 63/63 (100)
(100)
University Hospital 25/41 (61) 32/41 (78) 36/41 (88) 93/123 (76) 66 41/63 (65)
Non-university Hospital 9/22 (41) 16/22 (73) 20/22 (91) 45/66 (68) 22/63 (35)
Annual number of births
<3000 17/36 (47) 23/36 (64) 33/36 (92) 73/108 (68) 49 36/63 (57)
>3000 17/27 (63) 25/27 (93) 23/27 (85) 65/81 (80) 27/63 (43)
Familiar with the neuroprotective value of 30/34 (88) 44/48 (92) 51/56 (91) 125/138 (91) .76 N/A
MgSO,4
Had read at least one article on this topic 24/34 (71) 40/48 (83) 45/56 (80) 109/138 (79) .36 N/A

Values are n/N (%)
Percentages may not sum to 100 because of rounding

treatment at a dose of 1 g per hour for 12 h. Thirty-three
FTMH repeated the regimen when necessary. The modal-
ities of subsequent courses were less clearly defined: 50%
of written protocols did not specify the minimum interval
between two doses and 76% did not specify the maximum
number of doses. Nevertheless, the subsequent course was
started within 24 h for 26% of centers, between 24 and
48 h for 16% of centers, and after 48 h for 8% of centers.
Seven FTMH (18%) repeated the infusion once, one cen-
ter repeated the infusion twice, and one center did not set
any limits. Calcium channel blockers were coprescribed
by 33 centers (87%) (Table 2). Contraindications and cri-
teria for discontinuation of the MgSO, infusion are
shown in Table 3. MgSO, was administered in the
delivery room (97%), but also in the recovery room
(50%), intensive care unit (24%) or obstetrics unit
(21%). The reasons for non-use of MgSO, are de-
scribed in Table 4. None of the anaesthetists who did
not use MgSO, answered the question of non-use of
MgSO, (0/4). Lack of experience (52%), lack of a
written protocol (49%) and the absence of national
guidelines (46%) were the reasons most commonly re-
ported by respondents to explain the absence of use
of MgSO, as a neuroprotective agent in their unit.

Discussion

Main findings

This study provides an update on the reported use of
MgSO, for fetal neuroprotection in France, in the ab-
sence of a national registry of neonatal practices in
France. Our survey showed that 60% (38/63) of FTMH
stated that they used MgSO, for fetal neuroprotection.
This practice is not widespread and remains heteroge-
neous in France, despite a good knowledge by respon-
dents of the scientific evidence and the benefits of
MgSO, in this context.

Another important finding is that the absence of na-
tional guidelines is one of reasons for non use MgSO,
for fetal neuroprotection.

Strenghts and limitations

This study presents a number of limitations: 1) our find-
ings are based on physicians’ statements and not on writ-
ten protocols; 2) only one representative of each speciality
in each hospital was asked to complete the survey, which
may not be representative of the whole team; 3) although
at least one response was obtained from each FTMH, the
various specialities were not equally represented (anaes-
thetists: 54%, obstetricians: 76% and paediatricians: 89%,
P < .001); 4) albeit we have a clear idea of the number of
tertiary maternity units that use MgSO4, actual coverage
remains unknown as data for each center were not avail-
able (i.e number of preterm birth and number of fetuses
exposed to MgSO,). We took into account only the re-
ported policies and not the actual use of MgSO,.

Despite these major limitations, this survey is useful to
describe the conditions of use of MgSO, in real-life
practice and to understand the lack of generalisation of
such a protocol in France.

Interpretation

Our findings cannot be compared with others because
there are no previous surveys about the use of MgSO, for
fetal neuroprotection. Our study highlighted the diversity
of regimens and protocols in France. According to inter-
national guidelines, the most consensual regimen con-
sisted of a 4 g loading dose following by 1 g/h
maintenance treatment. However, heterogeneous practices
were observed for several procedures, particularly the pos-
sibility of retreatment and the minimum interval between
two treatments, as these particular issues are not clearly
discussed in the scientific literature (especially in the five
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Table 2 MgSO, protocols

MgSO, indications n/N (%)
Pre-eclampsia 46/63 (73)
Neuroprotection 38/63 (60)
Pre-eclampsia and neuroprotection 37/63 (59)
None 17/63 (27)
Written protocol for indication and administration 36/38 (95)
Maximum gestational age
34 3/38 (8)
33 7/38 (18)
32 27/38 (71)
31 0/38 (0)
30 0/38 (0)
29 0/38 (0)
28 1/38 (3)
MgSQO, regimen
Loading dose of 4 g then maintenance with 1 g/h for 12 h  35/38 (92)
Loading dose of 4 g then maintenance with 2 g/h for 12h  1/38 (3)
Only maintenance with 1 g/h for 12 h 2/38 (5)
Repeat MgSO;, if birth does not occur after the first course 33/38 (87)
of MgSO,
Minimum interval between 2 treatments
<24h 10/38 (26)
24 t0 48 h 6/38 (16)
>48 h 3/38 (8)
Not specified by protocol 19/38 (50)
Maximum number of treatments
2 7/38(18)
3 1/38 (3)
No maximum number 1/38 (3)
Not specified by the protocol 29/38 (76)
Start of MgSO, administration in the case of imminent 34/38 (90)
delivery < 4 h (without delaying obstetric management)
Coprescription of calcium channel blockers 33/38 (87)

Values are n/N (%)
Percentages may not sum to 100 because of rounding

randomised controlled trials and meta-analysis). Meta-
analysis of the individual data of participants in these five
RCT is currently underway and could clarify these issues
[25]. In our study, only one center (3%) prescribed MgSO,
up until 28 WG, whereas 71% of centers prescribed
MgSO, up until 32 WG. This difference could be ex-
plained by the number of women who need to be treated
to avoid one case of cerebral palsy: 29 before 28 WG and
63 before 32 WG [5]. No data are available in the litera-
ture concerning the indication for MgSO, after a gesta-
tional age of 32 WG, but a randomised controlled trial is
ongoing (MAGENTA study protocol) [26]. However, in
France, 18% and 8% of MgSO, users centers prescribed
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Table 3 Contraindications, criteria for discontinuation of the
infusion and place of administration and monitoring

Contraindications n/N (%)
Renal failure 33/38 (87)
Electrolyte disorders 19/38 (50)
Cardiovascular disease 27/38 (71)
Respiratory distress 2/38 (5)
Myasthenia gravis 23/38 (61)
Delivery <30 min 18/38 (47)
Digitalis interaction 22/38 (58)
MgSO4 intolerance 1/38 (3)
Stop the infusion if
Oliguria <120 mL/4 h 2/38 (5)
Oliguria <100 mL/4 h 29/38 (76)
Hemodynamic instability 31/38 (82)
Respiratory rate < 12/min 6/38 (16)
Respiratory rate < 10/min 28/38 (74)
Hyporeflexia 35/38 (92)
Disorders of consciousness 33/38 (87)
Other 4/38 (1)
Place of administration
Delivery room 37/38 (97)
Recovery room 19/38 (50)
Intensive care unit 9/38 (24)
Obstetrics unit 8/38 (21)

Values are n/N (%)
Multiple answers were possible

this agent up until 33 WG and 34 WG, respectively. A
similar heterogeneity is also observed in international
guidelines. For example, the Australia and New Zealand
Binational Clinical Practice guidelines established 30 WG
as a limit [27]. Canadian, Belgian and Irish guidelines rec-
ommend that MgSO, administration be proposed before
32 WG [21, 23, 24]. UK guidelines proposed the use of
MgSO, up until 30 WG and indicated that it should be
considered up until 34 WG [22]. The American College of
Obstetricians and Gynecologists recommended the devel-
opment of specific guidelines, especially concerning gesta-
tional age, “in accordance with one of the larger trials” but
with no specific details [18].

Contraindications and criteria for discontinuation of the
infusion seem to be more consensual in our survey, with
minor differences for oliguria or bradypnea cut-off values.
Almost all units administered MgSO, in the delivery room,
while one half of units administered MgSOy also in the re-
covery room. Administration of this treatment obviously re-
quires close cardiorespiratory monitoring and the place of
administration should be determined according to the unit’s
usual practice and the possibility of close monitoring by
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Table 4 Reasons why MgSO, was not used

Speciality Center n/

Anaesthetists /N (%) Obstetricians n/N (%) Paediatricians /N %) Total N %) P N
Lack of knowledge 0/4 2/12(17) 4/21 (19) 6/37 (16) 95 6/25 (24)
Lack of scientific evidence 0/4 2/12(17) 2/21 (10 4/37 (11) 55 3/25(12)
Lack of guidelines 0/4 4/12 (33) 11721 (52) 15/37 (41) 29 13/25 (52)
Benefit-risk balance 0/4 2/12 (17) 3/21 (14) 5/37 (14) 85 5/25 (20)
Lack of experience 0/4 7/12 (58) 10/21 (48) 17/37 (46) 55 17/25 (68)
Lack of written protocol 0/4 7/12 (58) 9/21 (43) 16/37 (43) 39 13/25 (52)
Reluctance of obstetricians 0/4 2/12 (17) 2/21 (10 4/37 (11) 55 3/25 (12)
Reluctance of anesthesiologists 0/4 2/12(17) 3/21 (14) 5/37 (14) 85 5/25 (20)
Reluctance of pediatricians 0/4 2/12(17) 2/21 (10) 4/37 (11) 55 4/25 (16)

Values are n/N (%)
Multiple answers were possible

#Comparison between the answers provided by obstetricians and pediatricians, as anesthesiologists did not answer this question when they did not use MgSO,

appropriate staff (nurse, midwife and/or anaesthetist).
Drafting a written protocol seems essential to define the
treatment regimen and to optimise its implementation. A
few studies have demonstrated the feasibility of this type of
protocol, with adequate selection of women at high risk of
imminent preterm birth, ensuring optimal MgSO, coverage
for infants born preterm with a minimum of unnecessary
maternal exposure [28-31]. The American College of Ob-
stetricians and Gynecologists published a patient safety
checklist, which could be used to improve targeting and
safety of MgSO, administration [32].

Non-users reported lack of experience and the absence
of a written protocol to explain their practice. Only a few
respondents reported a low level of scientific evidence (4/
37, 11%, representing 3/25 maternity units, 12%), suggest-
ing that the majority of respondents consider that MgSO,
is beneficial for fetal neuroprotection. In contrast, the ab-
sence of national guidelines was reported by 46% of non-
users, representing 13/25 maternity units, 52%. In France,
national guidelines are necessary to ensure more wide-
spread use of MgSO,. At the present time, MgSO, is the
only specific fetal neuroprotective medical treatment able
to improve the neurodevelopment of preterm infants. As
the development of preterm children is a long process
which can be influenced by several environmental factors,
optimal brain neuroprotective strategies comprising
pharmacological interventions associated with educational
measures need to be determined.

Conclusions

Sixty percent of FTMH used MgSO, for fetal neuroprotec-
tion. Administration protocols differed from one center to
another, particularly concerning the maximum gestational
age, the possibility of retreatment, and the place of adminis-
tration and monitoring. National guidelines could allow
standardization of practices and better MgSO,, coverage. In
the future, the use of MgSO, should be as systematic as

that of corticosteroids, allowing paediatricians to rightfully
ask obstetricians: “Have you injected both corticosteroids
and MgSO,?” in case of preterm birth.
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Abstract

Clinical studies showed beneficial effects of magnesium sulfate regarding the risk
of cerebral palsy. However, regimen protocols fluctuate worldwide and risks of
adverse effects impacting the vascular system have been reported for human neo-
nates, keeping open the question of the optimal dosing. Using clinically relevant
concentrations and doses of magnesium sulfate, experiments consisted of charac-
terizing, respectively, ex vivo and in vivo, the effects of magnesium sulfate on the
nervous and vascular systems of mouse neonates by targeting neuroprotection,
angiogenesis, and hemodynamic factors and in measuring, in human fetuses, the
impact of a 4-g neuroprotective loading dose of magnesium sulfate on brain
hemodynamic parameters. Preclinical experiments using cultured cortical slices
from mouse neonates showed that the lowest and highest tested concentrations of
magnesium sulfate were equally potent to prevent excitotoxic-induced cell death,
cell edema, cell burst, and intracellular calcium increase, whereas no side effects
were found regarding apoptosis. In contrast, in vivo data revealed that magnesium
sulfate exerted dose-dependent vascular effects on the fetal brain. In particular, it
induced brain hypoperfusion, stabilization of Hif-1u, long-term upregulation of
VEGF-R2 expression, impaired endothelial viability, and altered cortical angio-
genesis. Clinically, in contrast to 6-g loading doses used in some protocols, a 4-g
bolus of magnesium sulfate did not altered fetal brain hemodynamic parameters.
In conclusion, these data provide the first mechanistic evidence of double-sword
and dose-dependent actions of magnesium sulfate on nervous and vascular sys-
tems. They strongly support the clinical use of neuroprotection protocols vali-
dated for the lowest (4-g) loading dose of magnesium sulfate.

Abbreviations

7-AAD, 7-aminoactinomycin D; aCS, artificial cerebrospinal fluid; CP, cerebral
palsy; GD15, gestational day 15; LDH, lactate dehydrogenase; MCA, middle cerebral
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salt hydrate; NMRI, National Marine Research Institute; P2, postnatal day 2; PI,
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region of interest; WG, week of gestation.
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Side Effects of MgSO,4 on Brain Angiogenesis

Introduction

Cerebral palsy (CP) is the most prevalent cause of motor
dysfunction in neonates. It is defined as a group of per-
manent movement and posture disorders strongly associ-
ated with fetal or perinatal brain lesions (Volpe 2009). It
affects both preterm and term neonates, even if the level
of risk at birth is inversely related to gestational age (Nel-
son and Blair 2015). CP is associated with substantial
healthcare and societal costs, as well as a significant
reduction in health-related quality of life for patients with
moderate to severe disabilities (Koman et al. 2004).

Administration of magnesium sulfate (MgSO,) to preg-
nant women at risk for imminent preterm delivery has
been shown to be neuroprotective for the fetus (Doyle
et al. 2007) and several randomized controlled trials (Alt-
man et al. 2002; Mittendorf et al. 2002; Crowther et al.
2003; Marret et al. 2007; Rouse et al. 2008), and meta-
analysis (Costantine and Weiner 2009; Zeng et al. 2016)
revealed beneficial effects of MgSO, regarding the risk of
cerebral palsy. As a consequence, the antenatal use of
MgSO, is now recommended for neuroprotection by sev-
eral colleges of obstetricians and gynecologists worldwide
(Obstetric Care Consensus No. 3: Periviable Birth, 2015).
Nevertheless, clinical studies have mentioned the possibil-
ity of adverse effects for preterm neonates with high
serum magnesium levels (Basu et al. 2012) and have
described the risk of vasculopathy and increased neonatal
morbidity and mortality (Mittendorf et al. 2005, 2006;
Jacquemyn et al. 2015), thus retaining questions regarding
optimal dosing (Pryde and Mittendorf 2011).

Several hypotheses could be used to explain uncertain-
ties regarding MgSO,. First, MgSO, can be prescribed to
pregnant women for various indications and, therefore,
different physiopathologic contexts, such as neuroprotec-
tion of the fetal brain (Doyle et al. 2007), prevention of
eclampsia (Ueda et al. 2016), or tocolysis (McNamara
et al. 2015). Second, protocols and modalities of adminis-
tration differ worldwide, and doses of MgSO, adminis-
tered to the mother and received by the fetus markedly
fluctuate. Depending on the MgSO, regimen protocols,
total doses administered can vary from 4 g to more than
50 g, particularly when administered for prevention of
eclampsia (Pryde and Mittendorf 2011). Third, even if the
active component of MgSO, appears to be the Mg** ion,
its large spectrum of action in living cells is a major limi-
tation to decipher mechanisms involved in beneficial and/
or adverse effects (Romani 2011). In particular, the Mg2+
ion is the physiologic blocker of the glutamate NMDA
receptor, which is expressed by neural cells and plays a
critical role in the excitotoxic cascade (Desfeux et al.
2010). However, in the developing brain and contrasting
to adults, functional NMDA receptors have been recently
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shown to be highly expressed by endothelial cells from
immature microvessels (Henry et al. 2013; Lecointre et al.
2014; Porte et al. 2017).

Consequently, we hypothesized that MgSO, effects
leading to neuroprotection and/or vascular adverse effects
would result from dose-related and cell-specific mecha-
nisms involving the glutamatergic system. Using preclini-
cal and clinical approaches, the objectives of the present
study were to perform functional and mechanistic charac-
terization of the effects of clinically relevant doses of
MgSO, on neural and vascular cells by targeting neuro-
protection, angiogenesis, and hemodynamic parameters
and to measure the impact of a 4-g loading dose of
MgSO, on brain hemodynamic parameters in human
fetuses by following administration procedures of a vali-
dated neuroprotection clinical protocol involving women
at imminent risk for preterm delivery.

Materials and Methods

Animals

NMRI (National Marine Research Institute) mice (Jan-
vier, Le Genest Saint Isle, France) were kept in a tempera-
ture-controlled room (21 & 1°C) with an established
photoperiod (the lights are on from 7:00 am to 7:00 pm)
and with free access to food and tap water. Animal
manipulations were performed according to the recom-
mendations of the French Ethical Committee (B7645005)
and under the supervision of authorized investigators
(B.J.G., authorization no. 7687 from the Ministére de
IAgriculture et de la Péche).

Chemicals

5-Methyl-10,11-di-hydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,
10-imine maleate (MK801) and isolectin-B4-FITC were
purchased from Tocris (Bristol, United Kingdom). 7-ami-
noactinomycin D (7-AAD), lactate dehydrogenase (LDH),
phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), phosphatase
inhibitor, protease inhibitor cocktails 2 and 3, Hoechst
33258, glutamate, f-nicotinamide adenine dinucleotide
(NADH), sodium pyruvate, -nicotinamide adenine dinu-
cleotide 2’-phosphate reduced tetrasodium salt hydrate
(NADPH), MgSO,, and nitro blue tetrazolium were from
Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). The
ratiometric intracellular calcium probe Fura-2, pluronic®
F-127 and Cell Tracker green were from Invitrogen
(Cergy Pontoise, France). The Apo-ONE homogeneous
caspase-3/7 kit was provided by Charbonniéres-les-Bains,
France. Isoflurane was from CSF (Cournon, France).
Characteristics of the antibodies used in the present study

© 2017 The Authors. Pharmacology Research & Perspectives published by John Wiley & Sons Ltd,
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for immunohistofluorescence and Western blot experi-
ments are summarized in Table S1.

Preparation and treatment of organotypic
slices

Brain slices (250 um) from postnatal day 2 (P2) mouse neo-
nates were cut at 4°C using a vibratome VT1000S Leica
(Rueil-Malmaison, France) as previously described (Henry
et al. 2013). Slices were incubated for 6 h at 37°C in artificial
cerebrospinal fluid (aCSF) alone (control condition) and in
absence or presence of 20 umol/L MK801, 400 pmol/L glu-
tamate, and (1-8 mmol/L) MgSO,. Then, slices were washed
with aCSF and metabolic reactions were stopped on ice.
Finally, cortical slices were used for immunohistology,
Western blot, LDH, and caspase-3 activity experiments.

Visualization of necrotic and apoptotic cells

Experiments were conducted in cultured brain slices incu-
bated in the presence of glutamate and/or different concen-
trations of MgSO,. Necrosis is characterized by rapid loss
of cytosolic membrane integrity and cell lysis (Maes et al.
2015). Based on these statements, necrotic cell death was
visualized using 7-AAD, a cell-impermeant fluorescent
marker for DNA. Thus, 7-AAD labeling was detected in
cells where the membrane integrity was lost. Red fluores-
cence was acquired with a Leica DMI 6000B microscope
(Rueil-Malmaison, France). Apoptotic cells were visualized
in cultured brain slices using immunohistochemistry tar-
geting the cleaved caspase-3. 7-AAD and cleaved caspase-3
labeling were performed on the same cortical slices to
simultaneously visualize the effects of glutamate and
MgSO, on cell lysis and apoptosis, respectively.

Lactate dehydrogenase activity assay

Quantification of LDH activity in the aCSF of cultured
cerebral slices was used as an index of cell lysis representa-
tive of cellular edema and necrosis (Chan et al. 2013). After
the 6 h treatments, 30 pL of aCSF was collected and mixed
with 100 uL of a freshly made solution containing
0.5 mmol/L NADH. Conversion of NADH to its oxidized
form NAD" was initiated by the addition of 20 ul of
5 mmol/L sodium pyruvate; LDH activity was followed-up
for a period of 15 min by spectrophotometry at 340 nm by
measuring the decrease in NADH absorbance with a plate
reader (Chameleon; Mustionkatu, Turku, Finland).

Caspase-3 activity

Control and treated cortices from brain slices were resus-
pended in 500 uL of hypotonic lysis buffer and 20 ug of

© 2017 The Authors. Pharmacology Research & Perspectives published by John Wiley & Sons Ltd,
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proteins was incubated at 30°C with 100 uL of caspase-3
buffer containing 1 uL of the caspase-3 substrate
Z-DEVD-R110 provided within the Apo-ONE homoge-
neous caspase-3/7 kit from Promega. Fluorescence inten-
sity was quantified every 5 min for 2 h at excitation and
emission wavelengths of 485 and 520 nm, respectively,
using a plate reader (Chameleon; Mustionkatu).

Time-lapse recording of cellular edema

Transverse brain slices from P2 mice were labeled with
Cell Tracker green to visualize living cells and cultured
under a fluorescent inverted Leica DM microscope under
controlled temperatures. Slices were then perfused with
aCSF, 400 pumol/L glutamate alone, or in the presence of
1 mmol/L MgSO,. Z-series images of cell tracker green-
positive cells were acquired every 10 min and saved in
TIFF format using a computer-assisted image analysis sta-
tion (Metamorph; Roper Scientific, Lisses, France). Then,
regions of interest (ROIs) corresponding to fluorescent
cell bodies present in cortical layers V and VI were inte-
grated to compute cell volume using the Mercator Soft-
ware (Explora Nova, La Rochelle, France).

Neuronal and endothelial calcimetry on
brain slices

Transverse brain slices from P2 neonates were incubated
for 15 min in aCSF with 10 umol/L of the calcium probe
Fura-2/AM and 0.03% Pluronic® F-127. Double labeling
of the ratiometric calcium probe Fura-2/AM with
(10 umol/L) isolectin B4-FITC was used to discriminate
between neural and vascular endothelial cells. The fluores-
cent signals associated with calcium-bound and calcium-
free Fura-2 were measured as previously described in both
neural and endothelial cells (Jégou et al. 2012). Data were
exported to the biostatistic software Prism (GraphPad
Inc., San Diego, CA) and two parameters (maximal inten-
sity and area under the curve) were quantified.

Time-lapse recording of vascular remodeling
and endothelial cell suffering in cortical
slices

For imaging of living microvessels, 250-um slices from P2
mouse brains and endothelial cells labeled with isolectin-
B4-FITC were used. Brain slices were cultured for 6 h at
a constant temperature (37°C) in a controlled atmosphere
(5% CO,) under an inverted microscope (Leica) equipped
with an incubation chamber (Pecon, Erbach, Germany),
computer-controlled shutters, and filter
wheels (Roper Scientific). Slices were continuously per-
fused with aCSF containing or not containing low

illumination
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(1 mmol/L) and high (6.5 mmol/L) concentrations of
MgSO,. Images were acquired with x10 objective every
30 min for 6 h. After
microvessel length and diameters, were quantified using
Metamorph software (Jégou et al. 2012). Endothelial cell
death was visualized by overlapping 7-AAD and isolectin-
B4-FITC acquisitions to discriminate between neuronal
and endothelial cell death.

acquisition, two parameters,

Immunohistochemistry

After overnight fixation with 4% PFA in PBS, brain slices
were rinsed twice with PBS for 10 min and incubated
overnight at 4°C with different primary antibodies
(Table S1) diluted in the incubation buffer consisting of
1% BSA and 3% Triton X-100 in PBS. Then, slices were
rinsed twice with PBS for 10 min and incubated with the
same incubation buffer containing the adequate secondary
antibody (Table S1). Fluorescent signals were observed
with a Leica DMI 6000B microscope. The specificity of
immunoreactions was controlled by replacement of the
primary antibodies by PBS.

In vivo treatment of pregnant mice with
MgSO0, and quantification of the fetal
cortical vasculature

Pregnant mice received a daily subcutaneous injection of
sodium chloride (NaCl 9%,) or different doses of MgSO,
(100-600 mg/kg) diluted in NaCl from gestational day
15 (GD15) to GD20. The spectrum of doses administered
was selected to bracket and compare the low (270 mg/
kg; Louzoun-Kaplan et al. 2008) and high (600 mg/kg;
Hoffman et al. 1994) doses of MgSO, used in the litera-
ture. These low- and high-injected doses corresponded to
a blood peak of magnesium of 1.52 mmol/L and
2.5 mmol/L after 30 min, respectively (Wolf et al. 1991;
Hallak et al. 2000). The highest value is consistent with
hypermagnesemia >4.5 mEq/L (2.5 mmol/L)
found in some preterm infants (2.5 mmol/L; Ali et al.

values

2003). Brains were collected at P2 and slices were labeled
with isolectin B4-FITC to visualize the vasculature. For
measurement of the vascular network, a ratiometric
approach involving Metamorph software (Roper Scien-
tific) was used as previously described (Jégou et al.
2012). For each slice, a threshold was set to distinguish
the isolectin B4-FITC-positive structures from the back-
ground, and the corresponding ROIs were selected by
segmentation. For each ROI, the vascular area/cortical
area ratio and the thickness of microvessels were calcu-
lated. For measurement of the angular position of
microvessels, a frame of lines perpendicular to the corti-
cal border for each slice was defined. For microvessels
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parallel to these lines, Metamorph software arbitrarily
attributed an angular value of 0°. The maximal angular
value affected was 90°.

Quantitative real-time PCR

Generation of polymerase chain reaction (PCR) prod-
ucts was measured in real time by incorporation of the
fluorescent dye SYBR Green I using a Bio-Rad iCycler
real-time PCR machine (Bio-Rad, Hercules, CA). PCR
products were generated using primers described in
Table S2.

Western blot analysis

After in vivo treatment of pregnant mice, cortices from
control and MgSO,-treated animals were homogenized in
250 uL of lysis buffer (50 umol/L HEPES; pH 7.5;
150 mmol/L NaCl; 10 mmol/L EDTA; 10 mmol/L glyc-
erophosphate; 100 mmol/L sodium fluoride; 1% triton
x100; 1 mmol/L PMSF and PI cocktail). After centrifuga-
tion of the homogenate (20,000g, 15 min), the super-
natants were used for Western blotting as previously
described (Desfeux et al. 2010). Commercial markers
(Seeblue prestained standard; Invitrogen) were used as
molecular weight standards.

In vivo quantification of the fetal cerebral
blood flow

Effects of maternal injection of MgSO4 on hemodynamic
parameters in the fetal brain were analyzed at GD18 using
a surgery approach associated with a laser speckle
moorFLPI-2 recording (MOOR Instrument, Axminster,
UK). Pregnant mice received a low (100 mg/kg) and high
(600 mg/kg) subcutaneous injection of MgSO, and were
rapidly anesthetized with isoflurane using an isoflurane
Vaporizer (Datex-Ohmeda; GE Healthcare, Aulnay sous
bois, France). Laparotomy was performed to allow access
to the uterine horns. The abdominal cavity, especially the
exposed uterine horn, was kept moist with warmed physi-
ologic solution. During surgery, the body temperature of
the mouse was maintained using a hotplate (Lab-Line
Instruments, Melrose Park, IL). Fetal cerebral blood flow
dynamics were measured during 1 min with a pace of 15
pictures acquired per minute. In utero quantification of
the fetal cerebral blood flow was performed between 20
and 30 min after the injection of MgSO, to the mother.
After measurements, the uterine horn was carefully
replaced in the abdominal cavity. The muscles and skin
of the surgical wound were sutured separately with sterile
Silk Suture Prolene 6-0, MPP2832H (Ethicon, Lidingo,
Sweden).

© 2017 The Authors. Pharmacology Research & Perspectives published by John Wiley & Sons Ltd,
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Quantification and visualization of Hif-1«
after in vivo exposure to MgSO,

Thirty min after the low (100 mg/kg) and high (600 mg/
kg) subcutaneous injections of MgSO,4 to GD18 pregnant
mice, cortices of the embryos were rapidly removed. For
immunohistochemistry, brains were fixed in defrosted
PFA 4%, dehydrated by saccharose 30%, and frozen in
isopentane immersion (—35°C). Frontal sections (10 um
thick) were cut in a Microm Microtech cryomicrotome
HM560 (Brignais, France) and stored in a cryoprotective
solution (20% glycerol, 30% ethylene glycol in 0.05 mol/L
PBS) at —25°C until use. For Western blot studies, the
cortices were rapidly dissected out on ice, immediately
frozen on dry ice, and stored at —80°C until homogeniza-
tion.

Doppler analysis of fetal cerebral blood
flow in human fetuses exposed to 4-g bolus
of MgSO,

A prospective, observational cohort was conducted in
pregnant women in preterm labor before 33 weeks of ges-
tation admitted to the Department of Obstetrics of Rouen
University Hospital. Women with a diagnosis of
preeclampsia were not included in the study to restrict
patients without pregnancy vascular disease. Patients were
enrolled consecutively between July 2014 and November
2015. All patients received MgSO, for fetal neuroprotec-
tion according to the local injection protocol: a 4-g load-
ing dose during 30 min followed by a 1-g/h maintenance
dose during 12 h intravenously. Doppler acquisitions
were performed using the ProSound F37 ultrasonographer
(Hitachi Aloka Medical America, Inc., Wallingford, CT)
attached to a 3.75-MHz convex transducer. Doppler
velocimetry was performed by experienced senior obstetri-
cians just before and after administration of the MgSO,
loading dose. Doppler acquisition was similar to that used
in the literature to assess fetal anemia (Mari et al. 2000)
or the impact of MgSO, on fetal cerebral Doppler flow
(Souza et al. 2010). An axial brain section including tha-
lami and cavum septum pellucidi was obtained. The spec-
tral Doppler cursor was placed on the middle cerebral
artery within 1 mm of the proximal vessel branch and at
least two acquisitions were obtained. The angle between
the ultrasound beam and the direction of blood flow were
kept as close as possible to 0° to minimize the need for
correction. Maximal systole (peak systole velocity; PSV),
end diastole, and time-average maximum velocity were
obtained from spectral form. Pulsatility index (PI) and
resistance index (RI) were calculated from previous mea-
surements. Comparisons of these parameters before and
after the MgSO, loading dose were evaluated. Gestational
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age, cause of preterm delivery, and Doppler measure-
ments are reported in Table 1. The study was approved
by the Local Ethics Committee of Rouen University
Hospital (protocol agreement number E2016-05).

Statistical analysis

Statistical tests were performed using the biostatistic soft-
ware Prism (Graph-Pad Inc., San Diego, CA). Data are
reported as mean £+ SEM or sampling distributions. Tests
used for each experiment, the number of independent
experiments, and P values are summarized in Table S3.

Results

Effect of MgSO, on cell lysis and
intracellular calcium mobilization in nervous
cells under excitotoxic conditions

Quantification of lactate dehydrogenase activity in the
culture medium of cultured brain slices is an indicator of
loss of cell membrane integrity. Associated with cell
edema and cell bursting, it is a good indicator of necrotic
cell death (Chan et al. 2013). Six-h treatment of cultured
brain slices from P2 neonates with MgSO, alone in con-
centrations ranging from 1 to 8 mmol/L induced a con-
centration-dependent  reduction of LDH  activity
(Fig. 1A). The same effect was quantified with MK801
(P < 0.0001; 20 umol/L), whereas glutamate (400 pumol/
L), which was used as a positive control of excitotoxicity,
induced a strong increase in LDH activity (P < 0.0001;
Fig. 1A). Visualization of cells with altered membrane
integrity was performed using 7-AAD labeling (Fig. 1B—
E). Whereas in control, MK801 (20 umol/L), and MgSO,
(1 mmol/L) conditions, the dotted 7-AAD labeling was
weak (Fig. 1B-D), the treatment of brain slices with glu-
tamate (400 pmol/L) resulted in a strong increase in the
fluorescence intensity which was obvious in deep cortical
layers V and VI of the P2 neocortex (Fig. 1E). When
MgSO, and glutamate (400 pmol/L) were co-incubated,
both low (1 mmol/L; P < 0.001) and high (6.5 mmol/L;
P < 0.0001) concentrations of MgSO, prevented the effect
of glutamate on LDH activity, indicating potent anti-exci-
totoxic action of MgSO, (Fig. 1F). Consistent with these
data, MK801 (20 pumol/L) mimicked the effect of MgSO,
on glutamate-induced LDH activity (P < 0.0001; Fig. 1F).

In addition to membrane disruption, cell edema is
another criterion of excitotoxicity. Cell swelling results
from a massive entry of water into the cells and overstim-
ulation of the ionotropic glutamate receptors AMPA/
Kainate and NMDA (Ingvar et al. 1988). Because the
anti-excitotoxic effect of MgSO, was similar between
1 mmol/L and 6.5 mmol/L concentrations (Fig. 1F), we
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Table 1. Doppler indexes and measures of middle cerebral artery of fetuses before and after the administration of a 30-min loading dose of 4-g
MgSO, in pregnant women.

Before administration 30 min after

Gestational
Case no. PSV IP IR PSV IP IR APSV AIP AR age (WG + days) Cause of preterm delivery
1 0.596 1.383 0.728 0.525 1.171 0.664 0.071 0.212 0.064 33 Cesarean delivery for fetal
ventricular dilatation
2 0511 2.57 0.93 0.387 1.82 0.84 0.124 0.75 0.09 30 Placenta abruption
3 0.329 4.42 113 0237 278 0.805 0.092 1.64 0.325 29+1 Preterm labor
4 024 163 076 0.29 1.44 075 -0.05 0.19 0.01 26 +6 Fetal heart rate abnormalities
5 0.21 163 08 034 162 038 -0.13 0.01 0 26 Fetal heart rate abnormalities
6 0.357 1.29 069 0228 065 0.58 0.129 0.64 0.11 26 Fetal heart rate abnormalities
7 0374 112 oNn 0.407 1.31 0.76 -0.033 -0.19 -0.05 32+1 Maternal cause: vaso-occlusive crisis
8 0432 158 086 0324 215 1.19 0.108 -0.57 -033 32+1 Preterm labor
9 0353 242 084 0284 1.61 0.77 0.069 0.81 0.07 30+1 Preterm labor, chorioamnionitis
10 0.427 1.47 073 0386 1.58 0.75 0.041 -0.11 -0.02 33 Fetal growth restriction
11 0.425 157 0.79 0421 138 0.76 0.004 0.19 0.03 27 Chorioamniotis, fetal heart rate
abnormalities
12 0.272 2.5 1.02 0245 324 1.1 0.027 -0.74 -0.09 27+5 Preterm labor
13 0.548 276 092 0394 1.89 0.83 0.154 0.87 0.09 31+5 Preterm labor
14 0.448 1.5 0.75 0.522 1.8 0.82 -0.074 -0.3 -0.07 32 Fetal heart rate abnormalities
15 0.544 165 0.8 053 142 076 0.014 0.23 0.04 28+6 PPROM, chorioamnionitis
16 0.592 215 087 0471 288 1 0.121 -0.73 -0.13 32 Preterm labor
17 0278 162 082 0298 15 0.77 -0.02 0.12 0.05 26+5 Preterm labor
18 0291 205 084 0361 246 089 -0.07 -0.41 -0.05 26+5 Preterm labor
19 0367 1.87 082 034 131 071 0.027 0.56 0.11 27 PPROM, preterm labor
20 0.303 3.65 122 0296 1.94 0.87 0.007 1.71 035 28 PPROM, preterm labor
21 0318 1.79 0.78 0423 137 073 -0.105 0.42 0.05 28+2 Preterm labor
22 0425 1.89 0.83 0444 176 0.81 -0.019 0.13 0.02 28+2 Preterm labor
23 0459 134 071 0478 154 077 -0.019 -02 -0.06 32+1 Fetal growth restriction, fetal
heart rate abnormalities
24 0.459 0.81 0.56 0437 0.97 0.62 0.022 -0.16 —0.06 29 Preterm labor
25 0.432 1.99 0.79 0436 2.58 1 —-0.004 -0.59 -0.21 31+5 Chorioamnionitis, preterm labor
26 0.326 0.64 047 0.539 0.7 0.47 —-0.213 -0.06 0 31+1 Fetal growth restriction, fetal
heart rate abnormalities
27 0293 136 073 0299 144 078 -0.006 -0.08 -0.05 25 Preterm labor

PPROM, Preterm premature rupture of membrane.

Figure 1. Effects of graded concentrations of MgSQO,4 on excitotoxicity. (A) Quantification of LDH activity on cortical slices from P2 neonates after
6 h of incubation in the absence (Ctrl) or presence of graded concentrations (1-8 mmol/L) of MgSO, alone. The NMDA antagonist MK801
(20 umol/L) and glutamate (400 pumol/L) were used as negative and positive controls, respectively. One-way ANOVA test showed a group effect
(F=14.14;, P<0.0001), and the Dunnett's multiple comparison test indicated the following: *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; *#**
P < 0.0001 versus control. (B-E) Visualization by 7-AAD labeling of excitotoxic cell death in brain slices from P2 neonates after 6-h incubation in the
absence (B) or presence of 1 mmol/L MgSQO4 (C), MK801 (20 umol/L; D), and glutamate (400 umol/L; E). Note that the pro-excitotoxic effect of
glutamate is preferentially localized in the deep layers. (F) Quantification of LDH activity under excitotoxic conditions. Cortex slices were incubated
during 6 h with glutamate (400 umol/L) in the absence or presence of low (1 mmol/L) and high (6.5 mmol/L) concentrations of MgSO,4 or MK801
(20 pmol/L). One-way ANOVA test showed a group effect (F = 8.911; P < 0.0001) and the Tukey’s multiple comparison test indicated the following:
*P < 0.05;, **P < 0.01 versus control, ###P < 0.001; ####P < 0.0001 versus glutamate. (G,H) Microphotographs from time-lapse recording
visualizing cellular edema in layers V and VI after exposure of cultured cortical slices to glutamate (400 umol/L). Living cells are labeled with Cell
Tracker green and dead cells with 7-AAD. Arrow heads indicate cells presenting swelling of the cytoplasm and nucleus. Arrows indicate living cells at
t0 (G), which were dead (7-AAD positive) after 6 h (H). (I) Quantification of the cellular edema in cortical layers V and VI from P2 cortical slices
exposed for 6 h to aCSF (Ctrl), MgSO, (1 mmol/L), or glutamate (400 pumol/L) alone, or co-incubated with MgSO,4 (1 mmol/L). Note that glutamate
(400 umol/L) induces a rapid increase in cell volume representative of cellular edema, which is prevented by MgSO,. The arrow indicates the time
when drugs were perfused. Two-way ANOVA test showed a group effect (F=17.19; P < 0.0001) and the Tukey's multiple comparison test
indicated the following: ****P < 0.0001 versus control; ##P < 0.01; ####P < 0.0001 versus glutamate. (J) Survival curves of Cell Tracker green-
positive neurons from layer VI. Cultured slices from P2 neonates were exposed for 6 h to aCSF (Ctrl), MgSO, (1 mmol/L), or glutamate (400 umol/L)
alone, or co-incubated with MgSO,4 (1 mmol/L). Log-rank (Mantel-Cox) indicated: ****P < 0.0001 Glut versus Glut.MgSO4 (1 mmol/L).
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performed time-lapse experiments on cultured brain slices layers V and VI, treatment of cultured brain slices with

to further characterize the effects of the 1 mmol/L con- glutamate (400 yumol/L) resulted in a rapid increase in

centration of MgSO, on cell swelling. In deep cortical the volume of cortical neurons previously labeled with
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Figure 2. Effects of MgSO,4 on intracellular calcium levels under basal and excitotoxic conditions. (A) Visualization at low magnification of the
excitotoxic cell death (7-AAD labeling) induced by 400 u glutamate. Dead cells are mainly localized in deep cortical layers V and VI. The inserts
indicate the fields recorded for calcimetry experiments in the superficial (B) and deep (C) cortical layers. (B, C) Microphotographs visualizing the
kinetics of intracellular calcium mobilization in cells exposed to glutamate (400 pumol/L) in superficial (B) and deep (C) cortical layers. The color bar
indicates low (blue) and high (red) levels of calcium. (D) Mean kinetics of calcium mobilization in cells from the superficial layers. Calcimetry was
performed after incubation of P2 cortical slices with the ratiometric calcium probe Fura-2. In basal conditions, slices were perfused with aCSF.
After 3 min, aCSF was replaced by different bathing solutions consisting of glutamate (400 umol/L), MgSO4 (1 mmol/L), and MgSQ4 (6.5 mmol/
L), alone or in association. (E) Mean kinetics of calcium mobilization in cells from the deep cortical layers. In basal condition, slices were perfused
with aCSF. After 3 min, aCSF was replaced by different bathing solutions consisting of glutamate (400 umol/L), MgSO, (1 mmol/L), and MgSO,
(6.5 mmol/L), alone or in association. (F) Statistical analysis of the mean areas under the curve quantified for each tested condition in the
superficial layers. One-way ANOVA test (F = 3.251; P = 0.0088) followed by Dunnett’'s multiple comparison test **P < 0.01 versus control;
#P < 0.05; ##P < 0.01 versus glutamate. (G) Statistical analysis of the mean areas under the curve quantified for each tested condition in the
deep layers. One-way ANOVA test (F = 47.24; P < 0.0001) and Dunnett's multiple comparison test indicated the following: ****P < 0.0001
versus control; ####P < 0.0001 versus glutamate.
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Figure 3. Effects of MgSO4 on intracellular calcium mobilization in
endothelial cells from P2 neonate cortices. (A) Microphotographs
visualizing endothelial cells labeled with isolectin B4-FITC and loaded
with the calcium probe Fura-2/AM (arrow). (B-D) False color kinetics
of the 340 nm/380 nm ratio representative of intracellular calcium
mobilization in cortical endothelial cells exposed to glutamate
(400 umol/L; arrows). The color bar is indicative of low (blue) and
high (red) intracellular levels of calcium. (E) Mean kinetics of calcium
mobilization in endothelial cells exposed to low (1 mmol/L) and high
(6.5 mmol/L) concentrations of MgSO,4 and glutamate (400 umol/L)
alone. (F) Mean kinetics of calcium mobilization in endothelial cells
exposed to low (1 mmol/L) and high (6.5 mmol/L) concentrations of
MgSO, in association with glutamate (400 umol/L). (G) Statistical
analysis of the mean areas under the curve quantified for each tested
condition. One-way ANOVA test showed a group effect (F= 5.54;
P =0.0016) and Dunnett's multiple comparison test indicated the
following: *P < 0.05; **P < 0.01 versus control and #P < 0.05 versus
glutamate.

the Cell Tracker green probe (Fig. 1G-I). Several cells
presenting a typical fusiform shape became progressively
round (Fig. 1H; arrowheads). Morphometric analysis

(E) ] Treatment

1200 -
= Glut (400 pmol/L)

§ 1000 MgSO, (1 mmol/L) revealed a significant effect of glutamate (400 umol/L) on
T s cell volume 2 h after the beginning of treatment
55 w (P < 0.0001; Fig. 11). With longer incubation periods
EINS with glutamate (400 pumol/L), cell swelling resulted in cell
g burst and cell death revealed by 7-AAD labeling (Fig. 1H;
g 200 4 arrows). As found for LDH activity, the low (I mmol/L)
- o 5 ‘ ‘ ‘ T concentration of MgSO, abrogated the effects of gluta-

P J'Iimse(mi:n) ToE 2w mate on both cell swelling (Fig. 1I) and cell death

(P < 0.0001; Fig. 1]). In addition to excitotoxic cell death,
we also analyzed several indicators of apoptosis (caspase-3
cleavage, caspase activity, Bax expression) and found no
significant effect of MgSO, (Fig. S1).

Glutamate-induced excitotoxicity is associated with a
massive increase in intracellular calcium levels (Stanika
et al. 2009). Thus, to further characterize the neuropro-
tective effect of MgSO,, we investigated its effects on glu-
tamate-induced calcium mobilization in P2 cortical slices
(Fig. 2). Calcium microfluorimetry experiments revealed
two patterns of calcium response after incubation with

doue 400 umol/L glutamate (Fig. 2A—C). In superficial cortical
12 1 layers, where glutamate is not excitotoxic at this develop-
10 mental stage, treatment of slices with the neurotransmit-
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ter induced a moderate increase in intracellular calcium
levels (Fig. 2B and D). When low (1 mmol/L) and high
(6.5 mmol/L) concentrations of MgSO, were co-incu-
bated, they abrogated the effect of glutamate on calcium
mobilization (Fig. 2D). In deep cortical layers, where glu-
tamate is excitotoxic, treatment of slices with the neuro-

AUC (x10° AU)

7/
+ =

Glut (400 pmolL) — + = = + . . . . ..

. transmitter induced a massive increase in intracellular

MgSOy4 (1 mmolV/L) — - + — + - . . ; -
calcium levels that remained sustained even after washing

MgSOy, (6.5 mmol/L) — - - + = + . X . .
(Fig. 2C and E). The co-incubation of glutamate with
low (1 mmol/L) and high (6.5 mmol/L) concentrations
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of MgSO, strongly reduced the calcium mobilization
(Fig. 2E). Quantification of the areas under the curves
revealed that glutamate was much more potent to pro-
mote calcium flux in deep layers than in superficial lay-
ers, and that low and high concentrations of MgSO,
were equally potent to prevent the glutamate-induced
calcium mobilization in deep layers (P < 0.0001; Fig. 2F
and G). Altogether, these data indicate for the first time
that a large range of MgSO, concentrations exerts similar
neuroprotective effects against glutamate-induced excito-
toxicity.

Low and high neuroprotective
concentrations of MgS0, exert differential
effects on endothelial cell activity

Several recent studies demonstrated the expression of
functional glutamatergic (NMDA) receptors by neonatal
endothelial cells from brain microvessels (Henry et al.
2013; Lecointre et al. 2014), suggesting that MgSO,
would impact their activity. Thus, we investigated the
effects of MgSO, on calcium mobilization in brain
microvessels by fluorimetry. Isolectin B4-FITC was used
to co-label endothelial cells previously loaded with the
calcium probe Fura 2-AM (Fig. 3A). False color repre-
sentation (Fig. 3B-D; arrows) and cell quantification
(Fig. 3E) showed an increase in the 340/380 nm ratio in
endothelial cells of brain slices perfused with glutamate
(400 pmol/L). When MgSO, was applied alone at low
(1 mmol/L) and high (6.5 mmol/L) concentrations on
brain slices, no effect was found regarding calcium mobi-
lization (Fig. 3 E and G). When it was co-incubated,
MgSO, inhibited the stimulatory effect of glutamate.
However, in contrast to nervous cells (Fig. 2 E and G),
the effect of MgSO, was concentration-dependent and
significant only for the high (6.5 mmol/L) concentration
of MgSO, (P < 0.05; Fig. 3F and G). Altogether, these
data indicate that two concentrations of MgSO, with
similar neuroprotective actions exert dose-dependent
effects on the endothelial cell activity and would be able
to impact the vascular plasticity.
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Low and high neuroprotective
concentrations of MgS0, differently impact
vascular suffering and endothelial cell
death

Time-lapse tracking is a potent approach to follow the
suffering of cortical microvessels in cultured neonatal
brain slices (Jégou et al. 2012). In basal conditions, a 6-h
recording period showed that several cortical microvessels
progressively retracted within the slice (Fig. 4A; arrows).
In contrast, in the presence of a high (6.5 mmol/L) con-
centration of MgSQO,, this effect was markedly reduced
(Fig. 4B; arrows). Time course quantification of brain
microvessel length showed that, in the control condition,
the vessel retraction was approximately 20% after 4 h and
reached a plateau from 4 to 6 h (Fig. 4C). MgSO,
induced a concentration-dependent inhibition of the vas-
cular suffering, which was significantly reduced only for
the high concentration (6.5 mmol/L; Fig. 4C; P < 0.05;
P <0.01; P <0.001). Triple fluorescent labeling with iso-
lectin-B4-FITC, 7-AAD, and Hoechst revealed that vascu-
lar retraction was associated with endothelial cell death
(Fig. 4D; arrows). Quantification of 7-AAD-positive
nuclei indicated that only the high concentration of
MgSO, reduced death of immature endothelial cells
(Fig. 4E; P < 0.05). These data give the first indication of
a concentration-dependent action of MgSO, on microves-
sel plasticity and endothelial cell death in cultured brain
slices from mouse neonates, and support in vivo impair-
ments of brain angiogenesis.

Low and high neuroprotective doses of
MgSO0, differently alter brain angiogenesis
in vivo

Pregnant mice were exposed to graded doses of MgSO,
from GDI15 to GD20, a period of intense angiogenesis
and vascular-dependent neuronal migration in the devel-
oping cortex (Won et al. 2013). Visualization of the
microvascular network in the cortex of P2 neonates
revealed that in control animals, microvessels present a

Figure 4. Effects of MgSO,4 on vascular plasticity and endothelial cell death in cultured cortical slices. (A, B) Time-lapse acquisition of cortical
microvessels labeled with isolectin-B4-FITC in control conditions (A) and in a high (6.5 mmol/L) concentration of MgSOy (B). Note that in control
conditions, brain microvessels progressively retract within the slice, a criterion of vascular suffering. This vascular suffering is prevented by MgSQ,.
(C) Quantification of the vascular retraction observed in the cortex of neonatal brain slices cultured under control (aCSF), low (1 mmol/L), and
high (6.5 mmol/L) concentrations of MgSO4. Two-way ANOVA test showed a group effect (F=1.343; P=0.1662) and Tukey's multiple
comparison test indicated the following: *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 versus control. (D) High magnification to visualize triple fluorescent
labeling of microvessels (isolectine B4-FITC), dead cells (7-AAD), and nuclei (Hoechst) in the cortex from P2 brain slices cultured in control
conditions during two incubation periods. Note that cell death occurred in neural cells and also in endothelial cells (arrows). (E) Quantification of
the effects of low (1 mmol/L) and high (6.5 mmol/L) concentrations of MgSO, on endothelial cell death. One-way ANOVA test showed a group
effect (F = 3.242; P = 0.0547) and Tukey’s multiple comparison test indicated *P < 0.05 versus control.
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Figure 5. In vivo effects of in utero MgSO,4 exposure on cortical microvasculature of P2 neonates and on the expression of cortical pro-
angiogenic factors. (A, B) Effects of treatment of pregnant mice with 0.9% NaCl (A) and MgSO,4 600 mg/kg (B) from GD15 to GD20 on the
cortical microvasculature of P2 neonates. Note the preferential radial orientation of the cortical microvessels in the control group (A; arrows) and
the predominance of tortuous vessels in treated animals (B; arrows). (C) Dose-dependent effect of MgSO,4 on the distribution of cortical
microvessels by class of angles in the neocortex of P2 neonates. Statistical analysis was performed using the 7? test. (D) Effect of in utero
exposure to low (100 mg/kg) and high (600 mg/kg) concentrations of MgSO4 on the mean diameter of cortical microvessels. One-way ANOVA
test showed a group effect (F = 13.20; P < 0.0001) and Tukey’s multiple comparison test indicated the following: ****P < 0.0001 versus control
and ###P < 0.001 versus MgSO4 (600 mg/kg). (E, F) Quantification of VEGF-RT mRNA (E) and protein (F) levels in the neocortex from P2 pups
whose mothers were exposed to NaCl (0.9%; Ctrl) or low (100 mg/kg) and high (600 mg/kg) doses of MgSO, from GD15 to GD20. (E) One-way
ANOVA test showed a group effect (F=24.95; P <0.0001) and Tukey's multiple comparison test indicated the following: ***P < 0.001;
*kxxP < 0.0001 versus control. (F) One-way ANOVA test showed a group effect (F = 3.707; P = 0.0329) and Tukey’'s multiple comparison test
indicated *P < 0.05 versus control. (G, H) Quantification of VEGF-R2 mRNA (G) and protein (H) levels in the neocortex from P2 pups whose
mothers were exposed to NaCl (0.9%; Ctrl) or low (100 mg/kg) and high (600 mg/kg) doses of MgSO,4 from GD15 to GD20. (G) One-way
ANOVA test showed a group effect (F=5.072; P = 0.0165); Tukey’'s multiple comparison test indicated *P < 0.05 versus control. (H) One-way
ANOVA test showed a group effect (F = 3.539; P=0.038) and Tukey's multiple comparison test indicated *P < 0.05 versus control. (I, J)
Quantification of PECAM/CD31 mRNA (I) and protein (J) levels in the neocortex from P2 pups whose mothers were exposed to NaCl (0.9%; Ctrl)
or low (100 mg/kg) and high (600 mg/kg) doses of MgSO, from GD15 to GD20. () One-way ANOVA test showed a group effect (F = 4.348;
P =0.0288); Tukey's multiple comparison test indicated *P < 0.05 versus control. (J) Tukey’s multiple comparison test indicated no significance

versus control (F = 0.3927; P = 0.6795).

preferential radial organization (Fig. 5A; arrows). In con-
trast, after in utero exposure to a high dose of MgSO,
(600 mg/kg), brain microvessels were disorganized and
tortuous (Fig. 5B; arrows). Quantification of the angular
orientation of the microvessels in the neocortex of new-
borns revealed a dose-dependent effect of MgSO, com-
prising a progressive disorganization of blood vessels
(Fig. 5C). In addition, MgSO, induced a significant and
dose-dependent increase in the diameter of the
microvessels (P < 0.0001; Fig. 5D). These data constitute
the first preclinical demonstration that in vivo MgSO,
administration during fetal life exerts dose-dependent
impairments on the cortical vasculature, suggesting an
action of MgSO, on the expression of angiogenic path-
ways.

Quantitative RT-PCR  experiments revealed that
in vivo treatment of pregnant mice with low (100 mg/
kg) and high (600 mg/kg) doses of MgSO, induced a
significant increase in VEGF-R1 mRNA levels (Fig. 5E).
At the protein level, Western blot experiments indicated
that VEGF-R1 expression was significantly (P < 0.05)
increased in the neocortex of animals exposed to the
high dose of MgSO, (Fig. 5F). Regarding VEGF-R2,
in vivo MgSO, treatment induced a dose-dependent
(P < 0.05) increase in mRNA levels (Fig. 5G). However,
in contrast to VEGF-R1, only the high dose of MgSO,
was efficient (P < 0.05; Fig. 5G). Similarly, a strong
increase in VEGF-R2 protein levels was found for the
high dose of MgSO, tested (P < 0.05; Fig. 5H). Quan-
tification of the endothelial cell marker PECAM/CD31
revealed a significant increase in mRNA levels for the
high dose of MgSO,4, which was not found at the pro-
tein level (Fig. 5I and J). These data constitute the first
demonstration that the treatment of pregnant mice with
high doses of MgSO, impairs in a dose-dependent

© 2017 The Authors. Pharmacology Research & Perspectives published by John Wiley & Sons Ltd,
British Pharmacological Society and American Society for Pharmacology and Experimental Therapeutics.

manner the expression of VEGF-R1 and VEGF-R2 in
the cortex of mouse neonates.

Low and high neuroprotective doses of
MgSO0, differently affect fetal brain
perfusion and Hif-1« stabilization in vivo

A mechanistic link has been established between increased
VEGF-R2 expression and hypoxia (Marti et al. 2000). To
determine whether MgSO, would induce hemodynamic
impairments in the brain of fetuses, we performed in
utero laser speckle recordings in GDI18 pregnant mice
exposed to low and high doses of MgSO, (Fig. 6). In vivo
blood flow imaging of fetuses in uterine horns was per-
formed under control conditions (Fig. 6A) and 30 min
after the administration of low (100 mg/kg; Fig. 6B) and
high (600 mg/kg; Fig. 6C) doses of MgSO,. With the high
dose of MgSO,, false color images revealed a strong and
global decrease in the fetal perfusion (Fig. 6C). Quantifi-
cation of blood perfusion within fetal heads (Fig. 6A-C;
squares) showed a significant reduction of blood flow in
brain fetuses exposed to the high dose of MgSO,
(P < 0.001; Fig. 6D-G). Immunohistochemistry experi-
ments targeting Hif-1oo showed that in the cortex of
fetuses whose mothers were treated with 0.9% NaCl
(Fig. 6H) or 100 mg/kg MgSO, (Fig. 6I), Hif-1a
immunolabeling was mainly cytosolic and poorly co-loca-
lized with nuclei (arrows; Fig. 6H and I). In contrast, in
the brain of fetuses from pregnant mice exposed to the
high (600 mg/kg) dose of MgSO,, Hif-1a immunolabeling
co-localized with nuclei in several nervous cells (Fig. 6]).
Quantification by Western blot of the nuclear fraction of
Hif-1a in cortex extracts revealed a significant effect of
the high (600 mg/kg) dose of MgSO, (P < 0.05; Fig. 6K).
These data indicate for the first time that in vivo
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Figure 6. Effects of in utero MgSQO, exposure on brain perfusicon of fetuses and on Hif-1x expression. (A-C} False color visualization by laser speckle
imagery of blood-brain perfusion in fetuses whose mothers were exposed to NaCl (0.9%; A} or low (100 mg/kg; B) and high (600 mg/kg; C) doses of
MgSQ;. The color bar is indicative of low (blue) and high (red) cerebral blood perfusion. Numbers indicate the fetal heads selected for the
quantification of cerebral blood perfusion. (D-F) 1-min in utero recording of the cerebral blood flux from fetuses whose mother were injected 30 min
earlier with NaCl (0.9%; A) or low (100 mg/kg; B) and high (600 mg/kg; C) doses of MgSQ,. For each condition, the curve numbers correspond to
the fetuses identified in A-C, (G) One-way ANOVA analysis showed a group effect (F = 8.469; P = 0.0005) and Tukey's multiple comparison test
indicated the following: ***P < 0.001 versus control; ##P < 0.01. (H-J) Visualization by immunochistochemistry of Hif-1x labeling in cortical neurons
of fetuses 30 min after treatment of the GD18 pregnant mice with NaCl {0.9%; H) or low (100 mg/kg; 1) and high (600 mg/kg, J) doses of MgSO..
Note that in control conditions, Hif-1x immunoreactivity is cytosolic (H), whereas nuclear translocation occurred (J) for the highest dose of MgS0,. (K)
Quantification by Western blot of Hif-1x levels in the nuclear fraction of cortices from GD20 fetuses exposed in utero to NaCl (0.8%) or low (100 mg/
kg and high (600 ma/kg) concentrations of MgS0O,. One-way ANOVA analysis showed a group effect (F = 6.212; P = 0,0345) and Tukey’s multiple
comparison test indicated the following: *P < 0.05 versus control;, #P < 0.05 versus MgSQ,; 100 mglkg
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treatment of pregnant mice with a high dose of MgSO,
results in brain hypoperfusion and Hif-1a stabilization in
nervous cells.

A low (4-g) loading dose of MgSO, does not
impair hemodynamic indicators in the
human fetal brain

Previous studies from Souza and co-workers investigated
in humans the effect of MgSO, on fetal cerebral blood
flow in preeclampsia (Souza et al. 2010). Results revealed
that after a 6-g MgSO, loading dose, resistance index (RI)
and pulsatility index (PI) significantly decreased in the
fetal middle cerebral artery. We performed a similar fol-
low-up of hemodynamic criteria in the middle cerebral
artery of fetuses exposed to a bolus of 4-g MgSO,, a dose
that is in accordance with currently used and validated
neuroprotection protocols (Crowther et al. 2003; Marret
et al. 2007). In all. 27 human fetuses were included in the
study (Table 1). Mean gestational age when Doppler
velocimetry was performed was 29.3 £ 0.5 weeks of ges-
tation (WG). Contrasting to results obtained with a 6-g
loading dose, data analysis revealed no statistically signifi-
cant reduction in the mean RI, PI, and PSV (Fig. 7A-D).
These results demonstrate that intravenous infusion of
4-g MgSO, in pregnant women does not impair hemody-
namic indicators in the middle cerebral artery of fetuses.

Discussion

Currently, MgSO, is used in obstetrics departments for
several indications, that is, preeclampsia (Ueda et al
2016), tocolysis (McNamara et al. 2015), and neuropro-
tection (Doyle et al. 2007). However, modalities and
doses of MgSO, administered to pregnant women
strongly vary worldwide. Some case reports showed
adverse effects, including brain vasculopathies on fetuses
from women who received cumulative high doses of
MgSO, (Mittendorf et al. 2006; Abbassi-Ghanavati et al.
2012; De Jesus et al. 2015). For these reasons, despite that
the use of MgSO, is recommended for neuroprotection
by several colleges of obstetricians and gynecologists, no
consensus exists regarding the optimal regimen of MgSO,
(McPherson et al. 2014). These uncertainties result from
the fact that mechanisms leading to neuroprotection and/
or vascular side effects of MgSO, in the developing brain
are not understood or controversial (Hoffman et al. 1994;
Galinsky et al. 2016). Based on these statements, using
preclinical models and clinical approaches, we performed
molecular and mechanistic characterization of the effects
of graded doses of MgSO4 on several physiologic and
pathophysiologic processes occurring in the developing

brain of fetuses and neonates by focusing on
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Figure 7. Effects of MgSO, administration in pregnant women on
Doppler flow parameters of the fetal brain. (A-C) Pregnant women
with gestational ages ranging from 26 to 33 weeks received an
intravenous bolus of 4-g MgSQO4. The quantity and the mode of
administration of MgSO,4 were those defined by protocols which are
routinely used in clinics for fetal neuroprotection (Crowther et al.
2003; Marret et al. 2007). Peak systolic velocity (A), pulsatility index
(B), and resistance index (C) were measured in the middle cerebral
artery of fetuses before and 30 min after the administration of
MgSO, to the pregnant women. Statistical analysis revealed no
significant differences using the paired t test. (D) Comparison of
Doppler flow parameters acquired in the fetal brain after 4 g or 6 g
loading doses of MgSO,.

excitotoxicity, apoptosis, and angiogenesis. In addition,
we measured, in human fetuses, hemodynamic action of a
4-g bolus of MgSOy, a loading dose already validated and
currently used in neuroprotection clinical protocols
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(Crowther et al. 2003; Marret et al. 2007), to compare it
to higher loading doses used in preeclampsia protocols,
and which have been shown to induce hemodynamic per-
turbations in the fetal brain (Souza et al. 2010; Farshchian
et al. 2012).

In preterm and term neonates, excitotoxicity represents
a major process leading to brain lesions (Volpe 2009),
and the biologic plausibility for the neuroprotective role
of MgSO,4 would result, at least in part, from anti-excito-
toxic action (Clerc et al. 2013). Thus, we investigated the
effects of graded concentrations of MgSO, on excitotoxic
cell death by focusing on cellular edema, cell burst, and
LDH activity. Experiments revealed that MgSO, markedly
prevented glutamate-induced excitotoxicity and that the
anti-excitotoxic effect of MgSO,4 was similar between the
lowest (1 mmol/L) and the highest (6 mmol/L) neuro-
protective concentrations tested. The lack of difference in
terms of neuroprotection between the two concentrations
resulted from a maximum effect or “plateau” supporting
that, when neuroprotection is effective, increasing MgSO,
levels would not improve beneficial effects. Moreover, it
has been shown that, in the developing brain, blockade of
the NMDA receptor would be pro-apoptotic (Hansen
et al. 2004; Aligny et al. 2014). These data raised the
question of pro-apoptotic side effects of MgSO,. Using
cultured brain slices from mouse neonates, our results
revealed that MgSO, is not pro-apoptotic on its own and
no significant effect of MgSO, was found on caspase-3
activity, caspase-3 cleavage, or Bax expression for all the
concentrations tested, whereas a positive control, MK801,
did. These differential effects of MgSO, and MKS801 or
ketamine on apoptosis could be explained by specific
pharmacological properties. On depolarization, the Mg**
block of all NMDA receptor subtypes is relieved (Huang
and Gibb 2014); in contrast, the blocking effect of keta-
mine and MK801 on the NMDA receptor is much longer
(Jin et al. 2013).

Several clinical studies suggested that in utero exposure
to MgSO, would impact the vascular system and hemo-
dynamic parameters of the fetus (Mittendorf et al. 2006;
De Jesus et al. 2015). Consistent with these clinical obser-
vations, MgSO, is vasodilatator and hypotensive, with
hypermagnesemia >4.5 mEq/L (2.5 mmol/L) in preterm
infants (Ali et al. 2003). We previously demonstrated the
expression of functional NMDA receptors by endothelial
cells from neonatal brain microvessels (Henry et al. 2013;
Porte et al. 2017). Thus, we investigated the effects of
MgSO,4 on calcium activity, vascular plasticity, and cell
survival in neonatal endothelial cells. Major differences
were found between neurons and endothelial cells.
Whereas in neurons 1-mmol/L and 6.5-mmol/L concen-
trations of MgSO,4 were similarly neuroprotective, in the
vascular system in vivo and in vitro experiments revealed
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a marked and significant dose-dependent effect of MgSO,
on brain angiogenesis, vessel suffering, calcium mobiliza-
tion, and endothelial cell survival. Similarly, a dose effect
was found at a hemodynamic level. Laser speckle experi-
ments showed that the highest neuroprotective dose of
MgSO, induced a reduction of the brain blood flux
indicative of hypoperfusion in the fetal brain, whereas the
lowest neuroprotective dose of MgSO, did not. Finally, at
a molecular level, a dose effect of MgSO,4 was also found
regarding VEGF-R2 expression and Hif-lo nuclear
translocation. Consistent with these data, Hif-la is a
hypoxia sensor and one of the most well-studied and pre-
dominant effects of HIF-induced transcription is the
induction of VEGF and its receptors under hypoxic con-
ditions (Marti et al. 2000). In addition, it has been shown
that VEGF-R2 plays a key role in the sprouting and
branching of vessels by regulating the expression of the
Notch ligand DLL4 (de Bock et al. 2013). Altogether,
these data indicate, for the first time, that a high dose of
MgSO, impairs brain angiogenesis in the mouse and the
expression of pro-angiogenic receptors from the VEGF
family. They provide new highlights regarding the mecha-
nistic pathways that would contribute to the side effects
of high and cumulative doses of MgSO, in the vascular
system of the neonatal brain in humans.

The present study showed that MgSO, induced neuro-
protection against excitotoxicity in cultured brain slices,
but also angiogenic/hemodynamic effects in vivo when
increasing the injected dose. These results raised the ques-
tion of the bioavailability into the brain of peripherally
administered MgSO,. Experiments performed in animal
models and/or in human showed that when blood-brain
barrier is established, plasmatic hypermagnesemia only
produced a marginal increase in magnesium levels in the
cerebrospinal fluid suggesting a low bioavailability of
MgSO, to the mature brain (McKee et al. 2005). In con-
trast, even if studies investigating the bioavailability of
MgSO, in the fetal brain are scarce, a preclinical study
from Hallak’s group showed that MgSO, injected subcu-
taneously in pregnant rats crosses the placenta within 2 h,
enters the fetal brain, and concentrates into the forebrain
(Hallak and Cotton 1993). These data suggest age-depen-
dent brain availability of MgSO, when it is peripherally
administered.

Our preclinical data showed that, in the fetal mouse
brain, MgSO, induced dose-dependent effects on cortical
vasculature, on Hif-1o stabilization as well as on the
expression of proteins involved in angiogenesis. In
human, several protocols are used worldwide with MgSO,
for neuroprotection and prevention of cerebral palsy
(Doyle et al. 2007; Rouse et al. 2008; Chollat et al. 2014)
or treatment of preeclampsia (Ueda et al. 2016). In par-
ticular, studies performed in humans in the context of
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preeclampsia showed that loading doses of MgSO, rang-
ing from 6 to 14 g significantly affected hemodynamic
parameters in the middle cerebral artery (MCA) of the
fetus (Souza et al. 2010; Farshchian et al. 2012). In partic-
ular, Souza and co-workers showed that 6-g bolus of
MgSO, administered within 20 min to pregnant women
significantly reduced Doppler indexes, such as the resis-
tance index (—4%; 95% CI, 0.03; P < 0.001), pulsatility
index (—10%; 95% CI, 0.15; P < 0.001), and systolic/dias-
tolic ratio (—13%; 95% CI, 0.55; P < 0.001) in the MCA
of the fetus (Souza et al. 2010). These data support that
MgSO, is able to impact hemodynamic parameters of the
human fetal brain. Based on these statements, we per-
formed a Doppler analysis of the MCA of fetuses to eval-
uate the hemodynamic effects of a 4-g loading dose of
MgSO, administered to women in the context of neuro-
protection. In contrast to the 6-g and 14-g MgSO, load-
ing doses, we found no effect of MgSO, on Doppler
indexes quantified before and during administration of
4-g MgSO, supporting that hemodynamic effects of
MgSO, in the human fetal brain are dose-dependent.
However, retrospective analysis constitutes a limitation
for the interpretation of clinical data. Consequently and
in order to overcome this limitation, we also performed
in vivo laser speckle acquisitions in fetal brains from
pregnant mice exposed to different doses of MgSO,.
Interestingly, results showed that increasing MgSO, con-
centration was associated with an increase in brain hemo-
dynamic alterations supporting clinical data as well as the
retrospective analysis.

In addition to loading doses, a strong variability of
MgSO, regimens is described in the literature regarding
maintenance doses and treatment durations. For example,
in the PREMAG trial, women received a single 4-g loading
dose without maintenance (Marret et al. 2007). In the
ACTOMgSO4 trial, women received a 4-g loading dose fol-
lowed by a maintenance infusion of 1 g/h for up to 24 h
(Crowther et al,, 2003), whereas in the trial published by
Rouse and co-workers, women received a 6-g bolus fol-
lowed by a constant infusion of 2 g/h during 12 h (Rouse
et al. 2008). Consequently, total dose of MgSO, received
by the fetus can markedly change from one trial to another
one. Several studies reported possible adverse effects,
including vasculopathies on fetuses from women treated
for severe preeclampsia and whose received high doses of
MgSO,4 (Abbassi-Ghanavati et al. 2012; De Jesus et al.
2015). Altogether, these data raise the question of the
added value of long periods of MgSO,4 maintenance doses
for the fetus in particular in case of preeclampsia.

Even though, for reasons of metabolic specificities, it is
important to be cautious when comparing doses used in
animal models and in clinic (Perrin 2014). For an injec-
tion of 270 mg/kg of MgSO, to pregnant rats, Hallak and
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co-workers found a blood peak of magnesium at
1.52 mmol/L after 30 min (Hallak et al. 2000). Regarding
the highest tested dose of MgSO, (600 mg/kg), a time
course experiment showed a serum peak at 2.5 mmol/L
after 30 min (Wolf et al. 1991). In the present study, we
compared, for the first time, the vascular effects of graded
neuroprotective doses of MgSO, ranging from 100 to
600 mg/kg. These doses were chosen to include those pre-
viously used in the literature (Wolf et al. 1991; Hallak
et al. 2000). Our data clearly showed angiogenic effects
for the high (600 mg/kg), but not for the low (100 mg/kg),
dose of MgSO,. Interestingly, a retrospective cohort study
showed that clinical outcomes were found in a subset of
preterm human neonates with serum magnesium levels
>2.3 mmol/L (Basu et al. 2012). Moreover, in this clinical
study, mothers received a loading dose of 6-g MgSO,
infused over 30 min, followed by a maintenance infusion
of 2 g/h until the time of delivery. Despite evident precau-
tions regarding species transposition, these values are con-
sistent with those found in the blood of animals
(2.5 mmol/L) treated with the high dose of MgSO,
(600 mg/kg; (Wolf et al. 1991).

In conclusion, using preclinical approaches, the present
study provides the first mechanistic evidence that MgSO4
differently impacts the activity and survival of neuronal
and endothelial cells in the fetal brain. In particular, dou-
ble-sword and dose-dependent actions of MgSO,4 on neu-
roprotection and angiogenesis were revealed. At a clinical
level, these results indicated that, in contrast to higher
loading doses, a 4-g MgSO, bolus does not induce
adverse effects on brain hemodynamic parameters in the
fetus. These data support the use of neuroprotection pro-
tocols with a 4-g MgSO, loading dose and a maintenance
regimen limited to 1 or 2 g/h during 12 h to limit the
cumulative dose.
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